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Mouse 
22,000 

How to study the function of genes ? 
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.......we know identities of genes, their sequences and 
organization in genomes.....  

chromosom 12 

http://www.ensembl.org/index.html 
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How to create mouse models of human diseases 

Generation of transgenic mice     
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Animal transgenic models 
1974 Rudolf Jaenisch ... First transgenic mouse 
 
1989 first „knock-out“ mouse... M.R.Capecchi, M.J. 
Evans, O. Smithies  (Nobel price 2007) 

Sasaki et al. 2009 

Rosie; 1997 

Kim et al. 2011 

Houdebine et al. 2000 

Menchaca et. al 2013 

Wongsrikegao et al. 
2011 

Freitas et al. 2007 

Park et al. 2001 
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M. Räß, Infrafrontier 

Mouse model publications – 
models of human diseases 

Nobel price for physiology/medicine 
 in 2007 
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a) Knock-out mutants  

                              b) Knock-in mutants  

                              c) Conditional mutants  
LoxP 

LoxP 

- Tissue specific or developmental specific mutants 

Gene targeting:  
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                             Example of mouse knock-in mutant  



Why mouse? 

Additional advantages of the mouse model: 
Fysiology of human and mouse is very similar; pathology of many diseases is 
reproducible  
Mouse breeding  is economical and relatively easy 
Mouse breeding is efective: large litters & short generation time 

Functions of individual genes should be studied in complexity of whole organisms  

Mouse genome became the 2nd mammalian genome, which was completely 
sequenced ..... 

Number of genes in both (mouse, human) is about.............................. 
 
Mouse and human differ in only several hunderts genes…… 

20,000 -22,000 
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How to create transgenic mouse 

The presentation is  supported from the project OP EC CZ.1.07/2.3.00/30.0027 “Founding 
the Centre of Transgenic Technologies” 

Introduction to gene targeting and genome editing 



1. Injection into pronuclei (PNI)  
 
>>>> trangenesis by injection of DNA into 
fertilized oocytes  

2. Injection of ES cells into developing embryo  
 
>>>> gene targeting by homologous recombination  
in Embryonic stem cells  

How to create transgenic mouse 

Micromanipulator 
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Pspec Gene of interest Poly A intron 

Injection NA  
into fertilized 

 oocytes (zygotes) 

Bockamp et al.,  2002, adapted Transgenic mouse 

Transfer into              recipient (foster) mather 

I. Pronuclear microinjection 
 generation of transgenic mouse with random insertion 

The presentation is  supported from the project OP EC CZ.1.07/2.3.00/30.0027 “Founding 
the Centre of Transgenic Technologies” 

Introduction to gene targeting and genome editing 



Pronuclear microinjection (PNI) 

Tg unit, IMG Tg unit, IMG Tg unit, IMG 
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Early development of mouse embryo 

Morula (3 dpc) 

2- buněčné embryo (1,5 dpc) 8- buněčné embryo (2,5 dpc) Zygota (0,5 dpc) 

Blastocysta (4,5 dpc) Blastocysta (3,5 dpc) 



Pronuclear microinjection (PNI) and generation of transgenic mouse 

In 3 week – 
newborn 

In next 3 weeks –  
Weaning of pups  

Adult mouse (7-8 weeks) 

transfer into 
foster mother 



Promoter, enhancer, intron reporter  -  GFP (venus)  Intron,       poly A signal 

I. Pronuclear microinjection 
 example 



  gene is present in every  cell  - transferred into germ line  
 
  expression  is often controlled by associated regulatory elements  – the expression is 
influenced by the insertion place 
  generally,  the expression must not be achieved in every cell 
  ! Carefull evaluation of  founder -  line selection 

I. Pronuclear microinjection 
II.  random insertion 

Positional effects 

The expression of some transgenes can be dependent on the  
place of insertion 
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How to create transgenic mouse 
by using of ES cells 
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Embryonic stem cells (ES cells) are pluripotent stem cells derived from the inner cell mass of a 
blastocyst, an early-stage preimplantation embryo. 

Mouse embryo 
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http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_potency#Pluripotency
http://en.wikipedia.org/wiki/Stem_cell
http://en.wikipedia.org/wiki/Inner_cell_mass
http://en.wikipedia.org/wiki/Blastocyst
http://en.wikipedia.org/wiki/Embryo


Generation of mutants by deletion cassete - by DNA cloning 
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Cassette with Long  homology arms –  
which are difficult to construct 



Transgenic Mouse Production by BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) Transgenes  
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Homologous recombination is always necessary for integration of vector DNA in proper 
genomic locus  
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Embryonic stem cells & homologous recombination 
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Transgenic models from ES cells (pluripotent cells) 

Injection in 8-cells 
embryo stage 

 
or 
 

into blastocyst 

... In 3 week chimeric mouse is born 

transfer into 
foster mother 



Chimeric mouse and generation of transgenic mouse 

 black: 
No germ line transmission 
 
 
 
 
 
Chimera light brown -  founder: 
Strong possibility for trasnmission 
 
 
 
Chimera brown/black-  founder: 
Weak possibility for transmission  
 

ES cell derived 
from 129 Strain 



How to create conditional mutant mouse 
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- Mutation of gene is   
                                          a) tissue specific  
                                          b) induced by tamoxifen (in particular time)  



loxP site / Cre recombinase 

Frt site / Flp recombinase  

Exon 1 Exon 2 P 

exon1 

Exon 2 

Lox P Lox P 

Conditional gene targeting in ES cells 
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Conditional knock-out mouse 

cells 

mouse 

kříženec 

injection 

chimera 
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Exon 1 Exon 2 P 

• • • Exon 2 

• • • floxed 

Cre pA Pliver • • • Cre 

Pliver 

Conditional gene targeting in ES cells 
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Tamoxifen-inducible Cre–loxP system 
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New tools to target genes and genomic DNA 
Zinc-finger, TAL-efector nucleases, 

CRISPR/Cas9 system  
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programmable nucleases  
   -mediated gene modifications 

Zinc Finger Nucleases Transcription Activator-Like  
Effectors  nucleases (TALENs) 

CRISPR/Cas9 system 

 interspaced short palindromic repeats 
(CRISPR) systems  
 

 CRISPR RNAs (crRNAs) in complex with 
CRISPR-associated (Cas) proteins 

 Cys2-His2  zinc finger domain 
 Artificial arrays of 3-6 Zinc Fingers (9 – 

18 bp) 
 C-terminal fusion with endonuclease 

(FokI) – ZFN 

Modular assembly allows efficient and low-cost 
generation of TALEN  vectors 

 Central Repeat Domain (CRD) responsible for 
DNA binding 

 CRD consisting of 34aa highly homologous 
repeat modules 

 DNA specifity determined by aminoacids 12 
and 13 of each repeat  

– repeat variable diresidues (RVDs)  

Mali et al., Science 2013 
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Time 0                            2- 3 weeks                                    6-7 weeks 

Generation of 
targeting construct 

Injection of ES 
cells into 

blastocyst 
Chimeric 

mice born Mice breeding/ 
germline 

KO-het mice born 

Design, generation 
and evaluation 

of TALENs 

Microinjection into 
zygotes KO/mutant mice born 

KO mouse generation by homologous recombination  
in ES cells  

vs TALEN technology 

Time 0                         10 weeks                      14- 20 weeks                        24-44 weeks 

Electroporation 
of ES cells 
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Thank you for your attention 

Slavomír Kinský, PhD 

Institute of Molecular Genetics of the ASCR, v.v.i. 
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1. Organizmy, které byly geneticky modifikovány vnesením jednoho nebo více cizorodých genů se nazývají: 
a) transgenní    
b) ligační 
c) inzerční 
  
2. Jakým způsobem NENÍ možné vytvořit transgenní myš? 
a) použitím DNA metyláz a restrikčních endonukleáz    
b) injikací transgenu do pronuklea (PNI) 
c) injikací geneticky pozměněných embryonálních buněk do vyvíjejícího se embrya (zygoty) 
 
3. Embryonální kmenové buňky jsou pluripotentní. Co to znamená? 
a) jsou to potomci totipotentních buněk a mohou produkovat jakékoliv typ buňky kromě buňky totipotentní   
b) mohou produkovat pouze jediný typ buněk 
c) jsou to buňky schopné intenzivního dělení 
  
4. Která z uvedených metod vám umožní zkonstruovat transgenní myš rychleji? 
a) injikací konstruktu nesoucí transgen do myšího oocytu   
b) použití modifikovaných myších embryonálních buněk na vytvoření chiméry 
 
5. Co se rozumí pod pojmem knock-in mutace?  
a) cílená delece několika nukleotidů pomocí homologní rekombinace  
b) inzerce protein-kódující DNA sekvence procesem homologní rekombinace v definovaném místě genomu   
c) transverze protein-kódující DNA sekvence procesem nehomologní rekombinace  
 



6. Co se rozumí pod pojmem kondicionální mutace? 
a) mutace vedoucí ke translokaci části chromozomu   
b) inzerce DNA sekvence kódující fluorescenční protein  
c) mutace, kdy je možné modifikaci sledovaného genu vyvolat kdykoli během života zvířete v předem definovaných tkáních   
  
7. Které z nasledujících tvrzení o embryonálních kmenových buňkach jsou správne?  
a) embryonální kmenové buňky jsou diferencované buňky vyizolovány z pozdejšího stádia vývinu embrya 
b) embryonální kmenové buňky jsou pluripotentní kmenové buňky nacházející se ve vnitřní buněčné mase raného embrya ve stadiu tzv. 
blastocysty   
c) embryonální kmenové buňky nejsou schopné obnovy poškozené nebo opotřebované části a udržovat homeostazi organizmu 
 
8. Které z uvedených tvrzení o homologní rekombinace NENÍ správné: 
a) umožňuje inaktivovat nebo nahradit endogenní kopii genu transgenem  
b) je proces uplatňující se při opravě dvouřetězcových zlomů DNA 
c) umožňuje integraci transgenní molekuly nespecificky, t.j. kdekoli v genomu  
  
9. Která z nasledujících možností představuje embryonální vývoj od nejrannejšího po nejstarší stadium embrya?  
a) morula → blastula → gastrula → zygota 
b) zygota → morula → blastula → gastrula  
c) zygota → blastula → gastrula → morula 
 
10. Co je to chiméra z pohledu genetických manipulací? 
a) vyhynulý živočich z doby pravěku 
b) organizmus, který se vyvinul z embryonálních buňek pocházejících ze 2 různých zdrojů v laboratoři 
c) organizmus, který vznikl z buňek nebo genů pocházející z 2 a více různych druhů živočichů   
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