Szent Istvan Egyetem
Mezbgazdasag- €s Kornyezettudomanyi Kar

Genetika és Biotechnologiai Intézet

TRANSZPOZON ALAPU TRANSZGENEZISSEL ELOALLITOTT
TRANSZGENIKUS NYULAK GENETIKAI JELLEMZESE

Garai Eva Eniké

Mezbgazdasagi biotechnologus MSc Il. évf.

Konzulens: Dr. Hiripi Laszl6, tudomanyos munkatars

Tanszékvezetd: Dr. Kiss Erzsébet, egyetemi tanar

Godollé
2011



1. BEVEZETES, CELKITUZESEK 3.
2. IRODALMI ATTEKINTE S 5.
2.1. Transzgénikus emlésallatok, valamint hasznositasuk 5.
2.2. Transzgénikus allatok felhasznalasa a mez6gazdasagban 5.
2.3. Atranszgénikus allatok alkalmazasa a gyogyaszatban____ 8.
2.4. Transzgeénikus allatok az iparban____ 10.
2.5. FO6bb transzgénikus technikak emlésokben . 10.
2.5. 0. MiKroinJeKtalas 11.
2.5.2. KIONOZAS 12.
2.5.3. Retrovirus medialta génbevitel 12.
2.5.4. Spermiummal térténé génbevitel 12.
2.5.5. Embrionalis 6ssejtekkel vald transzgénikus allat eléallitas_ 13.
2.6. Transzgénikus technikak nyulban__ 13.
2.7. Az eukariota transzpozonoK 14.
28. A DNS transzpozonok felhasznalasa transzgénikus allatok
ClOAI S Ara 15.
2.9. A Sleeping Beauty jellemzése és alkalmazasa transzgénikus
U O N 16.
2.10. A Sleeping Beauty transzgenezis nyulban______ . 16
3. ANYAG ES MOD S ZER 18
3.1. Genomidlis DNS izoldlasa nyul szévetekbdl . . 18.
3.2. Teljes RNS izolalasa nyul szévetekb®l 18.
3.3.  NuKleinsav elektroforézis 18.
3.4, Fehérie izolalas. 19.
3.5. PCR (Polimeraz lancreakcio) . 19.
3.6. Felhasznalt oligonukleotidoK 19.
3.7. cDNS szintézis és RT-PCR (Reverz transzkripcié-polimeraz
LANCIEAKCIO ) 20.
3.8. Western hibridizacio 20.
3.9. Az YFP fehérje detektalasa lampéval .. 21.
3.10. A transzgénikus allatvonalak fenntartasa és szaporitasa_____ 21.

TARTALOMJEGYZEK



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES 23.

4.1. Atranszgén (Venus) kimutatasa az alapit6é utodaibol 23.

4.2. Atranszgén utodlasanak megvitatasa, dsszevetve a varhaté mendeli

aranyokkal 24.

4.3. A transzgén detektalasa kulonb6z6 szdvetekben RNS szinten 25.

4.4. A transzgén kifejez6désének vizsgalata fehérje szinten Western

RIDrdiZACIOVAl 28.

4.5. Atranszgén kifejez6désének vizualis megjelenitése 28.

B KOVETKEZTET S 31.
B. OSSZEFOGLALAS 32.
7. IRODALOMJEGYZEK 35.



1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A genetikai allomany megvaltoztatasa az emldsallatokban mar tobb mint
huszonot éves multra tekint vissza. Mara nemcsak az alapkutatas, hanem a
gyogyaszat, az ipar és a mez6gazdasag is hasznositia a genetikailag
modositott allatok altal elért eredményeket, illetve kozvetlenul felhasznalja 6ket
a gyakorlatban.

Annak ellenére, hogy az alkalmazott eljarasok mar rutinszerliek, a
technoldgiai fejlesztés folyamatos. Ez nemcsak annak készénhetd, hogy egyre
hatékonyabb eljarasok latnak napvilagot, hanem az allati jolét biztositasa is
kikényszeriti az egyre jobb hatasfokkal miikodé technikai ujitdsokat.

1950-ben Barbara McClintock fedezte fel, hogy a kukoricanak olyan
génjei vannak, amelyek egyik kromoszomardl a masikra ugralnak, ezzel a
kukoricaszem szinében valtozasokat okoznak. Mivel ezzel a megallapitassal
megel6zte a korat — a DNS szerkezetét sem ismerték ekkor — sokaig nem
vették komolyan. Miutan Watson és Crick 1953-ban nyilvanossagra hoztak a
DNS kett6s spiral szerkezetét felgyorsultak az ilyen iranyu kutatasok. Azonban
még igy is tobb mint 30 év kellett mire elfogadtak Barbara McClintock felvetését
— ekkor, 1983-ban Nobel-dijjal jutalmaztdk. Megfogalmazta, hogy a kukorica
nem stabil mutansai a mozgékony genetikai elemeknek kdszonhetéek, amelyek
képesek egyik DNS-rél a masikra athelyezddni ugy, hogy kdzben géneket ki- és
bekapcsolnak, egymas hatasat felerésitik, illetve befolyasoljak.

Mara a géntechnoldgiai eljarasoknak koszonhetéen a mozgékony
genetikai elemeket széleskorlien alkalmazzak a gyakorlatban. Az egyik
felhasznalasi terlilete ezeknek az elemeknek, hogy megprobaljak veluk fokozni
a transzgenezis hatékonysagat, koszonhetéen annak, hogy képesek

beintegralédni a genomba.

Kisérleteink soran a Mez6gazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpontban a
vilagon elséként a transzgénikus nyulak létrehozasara alkalmas Sleeping
Beauty transzpozon rendszert vizsgaltuk. Célunk az volt, hogy
megallapithassuk, hogy az alkalmazott moddszer milyen hatékonysaggal

oroklédik az alapitd egyedekbdl a kovetkezd generacioba, valamint molekularis



modszerekkel tanulmanyoztuk, hogy az alkalmazott riportergén hogyan

nyilvanul meg RNS tovabba fehérje szinten az utédokban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Transzgénikus emlésallatok, valamint hasznositasuk

Transzgénikus, vagy genetikailag modositott minden olyan allat, amely
emberi segitséggel bejuttatott, vagy megvaltoztatott nukleinsavat hordoz a
genomjaban. Szikebb értelemben akkor tekintjik 6ket felhasznalhato, és valodi
transzgénikus allatoknak, ha orokitik is a genetikai mdédositast. Transzgénikus
allatokat két esetben érdemes létrehozni. Teljesen Uj tulajdonsagok bevitele
esetén, masrészt olyan gének esetében ahol egy kozeli masik gén negativan
befolyasolja a kialakitandd tulajdonsagot. Ebben az esetben a hagyomanyos
tenyésztési eljarasokkal nem, vagy csak nagyon nehezen hozhaté Iétre a kivant
fenotipus. Ezeken a problémakon segitenek a transzgénikus technikak (BOSzE,
2000).

2.2. Transzgénikus allatok felhasznalasa a mezégazdasagban

A transzgénikus allatok felhasznalasanak egyik elsdé kisérlete a
novekedési erély fokozasat tlzte ki célként. PALMITER és mtsai (1982) az
emberi ndvekedési hormon génjét juttattak be egér embridkba egy megfeleld
szabalyozé régié6 felhasznalasaval. A folyamat eredményeként a
,Szuperegérként” elhiresult allat jott létre, amely tarsaihoz képest kétszer
nagyobb volt. Mas allatfajpan azonban nem sikerult elérni ilyen drasztikus
méretndvekedést, viszont az eldallitott novekedési hormonnal ,dusitott”
sertéseknél és juhoknal takarmanyértékesitési javulast mutattak ki. Ehhez
azonban hosszu tavon szamos egészségugyi probléma kapcsolddott (REXROAD
és mtsai, 1991), mint keringési és kivalasztasi zavarok és a termékenységuk is
csokkent. Sertéseknél izlleti- és bérgyulladast, valamint gyomorfekélyt is
leirtak. POURSEL és mtsai (1993) kisérletikben a vagott félsertés zsirtartalmat
tekintve 85%-0s csokkenést kaptak a megnovekedett sulygyarapodas mellett.

Az utébbi években prébalkoznak a miosztatin gén mutaciojaval
szuperizmolt allatokat létrehozni, mivel bizonyitottdk, hogy a pietrain és kék-

fehér belga szarvasmarha fajtakban is ilyen mutacidé okozza a nagyobb



izomtdmeget. A miosztatin gén egy nagyhatasu fehérjét kdédol, mely az
izomnovekedést szabalyozza (MCPHERRON és mtsai, 1997).

A gyapju min6ségének javitasara Uj-zélandi és ausztraliai
kutatocsoportok olyan transzgénikus juhok l|étrehozasat tervezték, amelyek
nagyobb tomegl és jobb minéségl gyapjut képesek elballitani. A legel6k
méretének és az allatszam csOkkenésével nagyobb szikség lenne ezen
allatokra. Sikerult a gyapju novekedését fokozniuk kozvetlenll a szortuszékben
az ugynevezett keratin promoter szabalyozasaval IGF1 gén termékét
tultermeltetve, azonban ez a gyapju kisebb szaler6sségi és durvabb tapintasu
volt és az F2 generacioban mar nem mutattak ki kulonbséget (Su és mitsai,
1998). Mivel a gyapju termelédésének szabalyozasa nagyon  bonyolult
folyamat, ezért a jelenlegi kutatasok inkabb ezen folyamatok feltarasat, és nem
a kozvetlen hasznositasat célozzak.

A betegségekkel szembeni ellenédllas fokozasa az allattenyésztésben
fontos feladat, hiszen az agazat koltségeibdl 10-20%-ban részesednek az
allategészségugyi koltségek. Ezért lenne j6 néhany betegséggel szemben
rezisztenciat kialakitani, illetve javitani a jelenlegi védekezést a fert6z6
betegségekkel szemben. Funkcionyerést eredményezd genetikai modositassal
javithaté az ellenalld képesség, ilyenkor altaldban uj gént visznek be, mely
kialakita ~a rezisztenciat.  Torténtek  kisérletek  virus-burokfehérjék
tultermeltetésére, ezaltal kialakitva rezisztenciat juhokban. A baranyok ki is
fejezték a virusfehérjét, de az utdédok ellenallésagardl nincsenek informaciok.
Néhanyan az immunvalaszban szerepet jatszo fehérjét termeltettek tul (CHEN
és mtsai, 1988) mig masok specifikus rezisztenciagéneket alkalmaztak (KoLs
és mtsai, 1992). DE GRooOT és mitsai (2001) az IgA ellenanyag szallitd
receptoranak fehérjéjét fejeztették ki egerek emldszdvetében, de ezzel a
tejosszetétel is megvaltozott. Szarvasmarhakkal termeltettek emberi laktoferrint
és lizozimot, s ennek kovetkeztében ellenalldak lettek a t6gygyulladas
(masztitisz) fert6zéssel szemben (BAWDEN és mtsai, 1994).

Funkciovesztéssel is kialakithatd rezisztencia, mely soran egy gént
tavolitanak el, vagy csokkentik mikodésének hatékonysagat, igy novelve az

ellenalld képességet. Funkciovesztés kialakithatd antiszensz RNS gatlas



kihasznalasaval, vagy a ribozim molekulakkal torténé gatlas segitségével is
(CANTOR és mtsai, 1993).

Leghatasosabbnak bizonyult azonban a betegséget okozé gének
kiUtése. Egérben végeztek kisérletet a prion fertézések megakadalyozasara, a
PrP gén kiltésével (WEISMANN és mtsai, 2003). Azéta ezeket a kisérleteket
sikerult haszonallatokra is sikeresen kiterjeszteni.

A tej Osszetételének megvaltoztatasa is egy a lehetséges célok kozul a
mez6gazdasagban. A kutatasok iranyai a feldolgozas megkodnnyitését, tapérték
ndvelését, a tejcukor intolerancia mérséklését célozzak meg (Bbsze, 2000). A
tejet kazeinek és savofehérjék alkotjak. Elképzelheté ezek egymashoz
viszonyitott aranyanak megvaltoztatasa, mellyel pl. névekedhetne a Ca-tartalom
és jobb lenne a tej hdéstabilitasa is. Megallapitottak, hogy egy fehérje
tultermeltetése nem okoz egészségkarosodast (CLARK, 1996). A kappa-kazein
ndvelése a micellaméret csOkkenését okozza, és stabilabb aggregatumok
alakulnak ki, igy jobb alvadasi tulajdonsagokat hoz létre, mely a sajtgyartasban
kivanatos (WALL és mtsai, 1997). Sikeres kisérleteket végeztek mind a kappa-
kazein mind a béta-kazein tultermeltetésével elsGsorban egérben, mint
modellallatban. Kuilonb6z6 szabalyozérégiokat és génkonstrukcid tipusokat
teszteltek. Az eredmények mind azt mutattak, hogy ez az irany a
mez6gazdasagban valdéban hasznosithaté, de a fehérjék egy hataron tul
termeltetése mar okozhat problémakat a laktacid normal lefolyasaban. A
kutatasok eredményeként sikerult a problémat végul szarvasmarhaban is
megoldani és hatékonyan tultermeltetni mind a kappa-, mind a béta-kazeineket,
ezaltal technologiai szempontbdl értékesebb tejet létrehozni transzgénikus
allatok felhasznalasaval (BRoPHY és mtsai, 2003).

A béta-laktoglobulin a tehéntej egyik savofehérjéje, mely allergén hatasu
az emberi szervezet szamara. Egér modellben sikerult megoldani azt, hogy a
tultermeltetett fehérjét ribozim transzgénikus technikaval gatoltak, ezaltal
csOkkentve az allergén anyag mennyiségét. Ez a kutatas haszonallatokban
egyelére nem folytatdédott, de igéretes cél lehet egy funkcionalis élelmiszer
el6éallitasa (PINTADO és mtsai, 1999).

A felnétt lakossag nagy része nem képes lebontani a tejcukrot, amely

emeésztési problémakat okoz szamukra. Az alfa-laktalbumin szerepet jatszik a



tejcukor eléallitasaban. Sikerilt az alfa-laktalbumin kiGtése egérben, azonban a
mutans allatok teje nagyon tomeény lett, igy a tejelvalasztas is megszint. Ennek
az lehet az oka, hogy a tejcukor a tej ozmotikus koncentracidjat is szabalyozza.
Ribozim transzgénikus technikaval sikerllt a tejcukor mennyiségét a fent
emlitett fehérje gatlasaval csokkenteni 50-80%-kal. Ugy tiinik azonban, hogy a
hagyomanyos kémiai eljarasok fejlodése ebben az esetben gyorsabb, és
hatékonyabban, olcsébban és a fogyasztok szamara elfogadhatobb mddon
képes a tejipar csOkkent laktoz tartalmu tejkészitményeket eldallitani.

A tejzsir mennyisége szoros pozitiv korrelacioban all a tejfehérje
mennyiségével, ezért a hagyomanyos tenyésztés és nemesités soran nem
igazan valtoztathaté. Transzgénikus modszerrel a telitett és telitetlen zsirsavak
aranyat sikerllt megvaltoztatni a telitetlen iranyaba (sztearoil-koenzim A

termeltetésével) (PINTADO és mtsai, 1999).

2.3. A transzgénikus allatok alkalmazasa a gyogyaszatban

A transzgénikus allatok felhasznalasanak legjelentésebb és
legsikeresebb terllete a gyogyaszati alkalmazasok széles kore. A
transzgénikus allatok mara alapvet6 fontossaguak az alapkutatasokban, illetve
a modellallatok létrehozasaban. Sok emberi betegség illetve azok egyes
részfolyamatai vizsgalhatok transzgénikus allatokon. Ezen alkalmazasok segitik
a folyamatok pontos molekularis szinti megértését. Felhasznalasukkal
csokkentheté az uj hatéanyagok, moddszerek mellékhatasainak mértéke az
emberi gyoégykezelések soran (DovyLE és mitsai, 2011). Természetesen a
legfontosabb modellallatok a ragcsalok (egér, patkany), azonban ujabban egyre
jobban el6térbe kerilnek a haziallatok is ilyen szempontbdl. Elsésorban a
sertést kell itt megemliteni, mely sok vonatkozasban jobban tukrozi az emberi
betegségeket, mint az egyéb laboratoriumi allatok. Példaul az agykéreg,
valamint egyéb agyi betegségek modellallatanak sokkal alkalmasabb a sertés
illetve a minisertés (KRAGH és mtsai, 2009).

A modellallatokon tul két nagyon igéretes terlletet szeretnék bemutatni a

dolgozatban, a xenotranszplantaciot, valamint a transzgénikus bioreaktorokat.



A xenotranszplantacios kisérletek célja, hogy transzgénikus allatok
szerveit fel tudjak hasznalni az emberi szerv poétlasaként. A kisérleteket
leginkabb minisertéseken veégzik (KLymiuk, 2010). A fajok kozotti betegségek
atvitelének lehetésége a sertés esetében kicsi, mivel szarmazastanilag
viszonylag tavol all az embertél. Konnyen hozzaférhetd faj, szervei anatomiaja
€s meérete hasonld elrendezés(, és Uj fertbzéses betegségek megjelenése nem
valészinli, mert haziasitasa ota szorosan egyutt €l az emberrel. Kulonb6z6
stratégiakat dolgoztak ki a kutatdk, hogy transzgénikus modszerekkel olyan
szerveket allithassanak el6, melyek nem okoznak hiperakut (azonnali)
kilokédést, és ily modon a késbbbiekben beulltetheték legyenek emberi szervek
helyére, ezaltal enyhitve a donorok hianya okozta hosszu varolistak
problémajan (GALLI, 2010).

A legigéretesebb és legeredményesebb terllet a transzgénikus
bioreaktorok hasznositasa. Fehérje jellegli hatdanyagok kivalaszthatdk
transzgénikus allatok testvaladékaiba. Mivel az altaluk termelt fehérjéket
tisztitani kell, ezért nagy mennyiségben termel6dd testfolyadékokban
termeltetik, pl. vizeletben (l6), tejben (szarvasmarha, kecske, juh), esetleg
vérben. Az emld-specifikus vektorok elterjedésének és a tej kevésbé bonyolult
fehérje-Osszetételének, valamint a termel6d6 nagy mennyiségének

koszonhetben a tejben vald termeltetés terjedt el.

1. tablazat: Klinikai kisérleti fazist elért hatéanyag termeltetések (B6sze, 2000)

Termék Felhasznalas Gyarté Fejlesztési fazis
Alfa-1-antitripszin Cisztikus fibrézis PPL Klinikai Il. fazis
Tadétagulas
Alfa-1 proteinaz Orokletes GTC Fejlesztés alatt
inhibitor rendellenesség
Antitrombin 111 Sziv koronariak GTC Klinikai lll. fazis
bypass
Béta interferon Szklerdzis multiplex GTC Fejlesztés alatt
Epe so6 stimulalta Cisztikus fibrozis PPL Klinikai kiprobalasra
lipaz Akut hasnyalmirigy- elékészitve
gyulladas
C-1 észteraz Akut szivinfarktus PHARMING Klinikai kiprébalasra
inhibitor elbkészitve




A tablazat (1. tablazat) csak néhany kivalasztott, és mar klinikai kisérleti
fazist elért hatdanyag termeltetését mutatja transzgénikus allatokban az
ezredfordulon. Az elért eredményekrél azonban érdemes megjegyezni, hogy
mar szazas hagysagrendd azon hatdéanyagok szama, melyet Kisérleti
korulmények kozott termeltetnek transzgénikus allatokban. Ezekbe a
kisérletekbe magyar kutatok is bekapcsolodtak, és a Mezbgazdasagi
Biotechnoldgiai Kozpontban is kilonb6z6 hatéanyagokat termeltettek
transzgénikus egerek és nyulak tejében. A legfrissebb eredményeket ezen a
terlleten BOsSzE és mtsai foglaljak 6ssze a 2008-as cikkikben. A kisérletek
sikerét mi sem jelzi jobban, mint hogy 2009-ben az Egyesiilt Allamok
Elelmiszer- és Gyogyszerbiztonsagi Hivatala (FDA) engedélyezte az elsd
genetikailag médositott allat altal termelt rekombinans fehérjét, ATryn néven. Ez
a készitmény az emberi antitrombin Il fehérje, melyet egy ritka genetikai
betegségben szenvedbk kezelésére lehet alkalmazni
(http://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/BloodBloodProducts/ApprovedPro
ducts/LicensedProductsBLAs/FractionatedPlasmaProducts/ucm134046.htm). A

készitmény mar Eurépaban is elérhetd.
2.4.Transzgénikus allatok az iparban

A transzgénikus allatok altal termelt anyagok mara mar az ipart is elérték.
Transzgénikus kecsék tejében termelt pdkselymet szeretnék felhasznalni nagy

szilardsagu és konnyl anyagok helyettesitésére (WiLLIAMS és mtsai, 2003).
2.5. F6bb transzgénikus technikak emlésokben

A fébb modszerek kozé — mellyel transzgénikus emldsallatot lehet
létrehozni — tartozik a mikroinjektalas, a genetikailag modositott embrionalis
Ossejtek segitségével valé kiméra létrehozas, a retrovirusok felhasznalasa, a
spermiumokkal valé génbevitel, valamint a klonozas genetikailag mddositott
testi sejtek felhasznalasaval (BOsze és GOcza, 2005).
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2.5.1. Mikroinjektalas

A mikroinjektalas technikaja soran a megtermékenyitett petesejteket
kimossak a ndivaru allat petevezetdjébdl. Ezeknek a megtermékenyitett, még
osztddas el6tt allo zigotaknak elsésorban apai elémagjaba juttatjak kozvetlendl
a kis mennyiségii hig DNS oldatot. (Altaldban az apai elémag nagyobb és
jobban lathatd.) A bevinni kivant gén beépllése a kromoszomaba
véletlenszerlen zajlik. A zigota osztodasaval a transzgén bejut az utddsejtekbe.
Altaldban 1-50, de akar 1000 kopidban is integralédhat a transzgén. A
modositott embriokat alvemhes anyakba Ultetik. Ha a génbeépulés nem
egysejtes allapotban torténik, a megszlletett allat mozaikos lesz, tehat nem
tartalmazza minden sejtie a transzgént. llyenkor el6fordul, hogy az
ivarsejtekben sincs jelen, igy nem orokiti az adott gént az utddjaiba. Ez a
probléma bizonyos fajok esetén elérheti a 30%-ot is. Elénye, hogy nagy DNS
szakaszok is bejuttathaték ily modon (pl. mesterséges kromoszomak). A
modszer jol jellemzett és olcsonak tekinthetd, és gyakorlatilag minden fontos
emldsfajpan miikddik. Hatranyai kozt emlitheté meg hogy kis hatékonysagu, a
génbevitel véletlenszer(, és nehezen iranyithatdé a génkifejez6dés mértéke. A

modszer hatékonysagat kilonb6zd fajokban az alabbi tablazat tartalmazza (2.

tablazat).

2. tablazat: A mikroinjektalas hatékonysaga kiilbnbdzé fajokban (BAsze, 2000)

Fajok Embridk Vemhesllési | Donorok | Sziletési | Transzgenikus F2
szama/ arany (%) szama/ arany allatok generacio
szuperovulacié recipiens (%) (szuletés %- | sziletéseig
aban) eltelt id6
(hénap)
Egér 20 50 2 10-20 15 7,5
Nyul 20 50 2 10 10 17
Sertés 15 40 2 5-8 10 38
Juh 4 40 1-5 15 5 52
Szarvas-
marha 5 20 1 10 5 100
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2.5.2. Klénozas

Klénozas soran testi sejtet vagy annak sejtmagjat Ultetik at sejtmag
nélkdli petesejtbe. A testi sejtek jol transzformalhatok, igy transzgénikus allat
elballitasra alkalmasak. Az elsé kldnozott transzgénikus allatot SCHNIEKE és
mtsai hoztak létre 1997-ben. A modszer elényei, hogy minden bedultetésre
kerulé embrio transzgénikus és a leend6 allat ivara befolyasolhato. Az el6zetes
szelekcionak kdszonhetéen nincs mozaikossag. Rovidebb idd alatt el6allithatd
a kivant jellemzdkkel rendelkezé allat. Célzott génbevitelre és génkiltésre
alkalmas. Negativuma, hogy nagy a szlletési haldlozas és nagyon kicsi a
hatékonysag, valamint a sejtek re-programozasanak folyamatat sem ismerik

pontosan (SUMER, 2011).

2.5.3. Retrovirus medialta génbevitel

A retrovirusok kozé tartozé vektorokkal mar igen koran, 1985-16l
végeztek transzgénikus kisérleteket. A retrovirusok képesek nem és lassan
osztodo sejteket is megfertézni. A retrovirusok csaladjaba tartozé lentivirusok
tinnek a legalkalmasabb és leghatékonyabb viralis vektoroknak. A vektort a
korai zigbta perivitellinaris terébe juttatjak be mikroinjektalassal. A vektor
tartalmaz viralis szabalyozé szakaszokat is a beépiteni kivant génen kivul, ami
biztositja a virus bejutasat és beépullését a sejtmagba. Elénye a nagyon jo
hatékonysag (40-60%), valamint az, hogy egy helyre csak egy kopia épul be a
transzgénbdl, mely néha fontos lehet. Hatranya, hogy csak kis DNS szakaszok
vihetdék be (max. 10 kb), és gyakori hogy sok helyre integralédik. Nem minden
fajpan madkoédik nagy hatékonysaggal. Tovabba el6fordul géncsendesités

metilacio miatt (PFEIFER, 2009). Nagy bioldgiai biztonsagu labor kell hozza.
2.5.4. Spermiummal valé génbevitel
A spermium alkalmas a nukleinsavak kotésére. 1989-ben LAVITRANO €s

mtsai adtak hirt arrél, hogy ezt kihasznalva sikerult transzgénikus egereket

létrehozniuk. A technika azonban nehezen ismételhetd, igy sokan
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megkérdbjelezik hatékonysagat. A spermatozoak idegen DNS-sel valo
inkubalasa utan transzgénikus allatokat allitottak el6 tobb fajban (baromfi, nyul,
sertés, szarvasmarha, juh). Néhanyan extrakromoszomalis sokszorozdodni
képes strukturaként allapitottak meg az idegen DNS jelenlétét, mig masok stabil
kromoszomalis beépllést igazoltak. A modszer egy tovabbfejlesztett valtozata
az intracitoplazmatikus spermium injektalas (PERRY és mtsai, 1999). E soran a
spermiumokat lefagyasztjak, majd felengedés utan DNS oldatban inkubaljak,

végul a sejtmagokat a megtermékenyitetlen petesejtbe injektaljak.

2.5.5. Embrionalis 6ssejtekkel valo transzgénikus allat el6allitas

Az embrionalis Ossejteket felhasznalé technika soran az embrionalis
Ossejtekbe (ES sejtek) kdzvetlenll viszik be a transzgént. Az ES sejteket az
egeér holyagcsira allapotu embridjanak belsé embriocsomojabdl izolaljak. A DNS
bevitel altalaban elektroporacioval torténik. Miutan molekularis modszerekkel
kivalogattak a megfeleld, transzgénikus sejteket, sejttenyészetben fenntartjak
Oket. A sejttenyészet sejtjeit azutan hdlyagcesira allapotu embridkba juttatjak be,
vagy specialis technikaval aggregaltatjak 8 sejtes embridkkal (NAGY és mtsai,
1990). A kialakult kiméra embriokat alvemhes ndstényekbe Ultetik. A
megszuletett kiméra utdédok szerencsés esetben ivarsejtkimérak lesznek, és a
kovetkez6 generacidban mar lesznek olyan utdédok, melyek minden sejtjukben
hordozzak a transzgént. A technika oriasi elénye, hogy célzott génbevitelre
alkalmas homoldég rekombinacié segitségével, emiatt iranyithaté a
génkifejez6dés mértéke. Szovet- és fejlédésspecifikus célzott moddositas is
kivitelezhetd a technikaval. A mdédszer hatranya az, hogy kevés fajban mikddik
(csak ragcsalokban), draga, és nagy szakértelmet igényel. A jovében nagy

valtozas varhatd az indukalt pluripotens sejtek (IPS) megjelenésével.
2.6. Transzgénikus technikak nyulban
A nyul embriolégiai kutatasok mar igen koran elkezdédtek. Az elsé

embrio atultetést is nyulban végezték 1890-ben. Az elsé transzgénikus nyul

létrehozasa is koran megtortént 1985-ben HAMMER és mitsai fejlesztésével.
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Mesterséges kromoszoma alapu transzgenezist 1998-ban sikerult nyulban
el6szor létrehozni. Az embrionalis 6ssejt (ESC) technoldgia egéren mar harom
évtizede mikodik, s bar nyulon is tobb prébalkozas tortént j6 mindésegli ES
sejtek alapitasara, él6 transzgénikus kiméra utod embrionalis 6ssejtbél torténd
eléallitdsa csak az idén sikerllt (ZAKHARTCHENKO és mtsai, 2011). Az els6
kldbnozott transzgénikus nyul létrehozasa kinai kutatéknak sikerult, felnétt
fibroblasztbol (LI S és mtsai, 2009). Magyar kutatok alkalmaztak el6szor

sikeresen a lentivirus alapu transzgenezist hazinyulban (HirRIPI €s mtsai, 2010).

2.7. Az eukariéta transzpozonok

Az eukariota transzpozonokat vagy mas néven mozgékony genetikai
elemeket kezdetben ,szemét” DNS-nek gondoltak, de rajottek, hogy korantsem
lényegtelen a szerepuk. A gerincesek nagy részében mar inaktivalodtak,
azonban molekularis genetikai modszerekkel ujra aktiv allapotba hozhaték.

A gerinces allatok genomjanak mintegy 40%-at alkotjak ismétlédé
transzpozonok é€s mobil szekvenciak, melyek szétszérva talalhatok az egész
genomban. A transzpozonok alapvetéen két nagy csoportba sorolhatok: az
RNS és a DNS transzpozonokéba. Az RNS transzpozonok vagy mas néven
retrotranszpozonok RNS intermedieren keresztll reverz transzkriptazt kodolva
két lépésben helyezédnek at. Ide sorolhatdk a viralis eredetl transzpozonok, a
SINE elemek (rovid szétszértan ismétlédd elemek), a LINE elemek (hosszu
szétszortan ismétlédd elemek). A SINE elemek kb. 200-300 bp nagysaguak,
tehat kis méretiek, 10-100 ezer kopiaban talalhatok meg a haploid genomban.
A LINE elemek kb. 1000 bp hosszuak, amelybdl a fele (500 bp) kédolja a SINE
elemek mobilizalasahoz szikséges reverz transzkriptaz enzimet. Az RNS alapu
transzpozonok felhasznalasa a biotechnologiaban eszkdzként nem terjedt el
annyira, mivel felépitésik és mikoédésik bonyolultabb, mint a DNS alapu
transzpozon rendszereké (CALLINAN és mtsai, 2006).

A DNS transzpozonok mérete atlagosan 1000-5000 bp. 5 és 3
terminalis ismétlédést tartalmaznak. Mikodésukhoz elengedhetetlen az aktiv
transzpozaz, mely a szekvencia kivagasahoz és masolasahoz szikséges,

illetve a két terminalis rész, amely a beillesztést segiti. Integracié soran a
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célszekvencia megduplazodik, mely minden DNS transzpozon ismertetéjegye.
Két nagy csaladba oszthatdk, attol figgden, hogy replikalodnak-e az inszercid
soran. A nem replikalodo csalad tovabbi alcsaladokra oszthatdé a bazissorrend,
a terminalis ismétlédeés, valamint a célszekvencia-duplikalodas bazissorrendje
alapjan. Mikodési mechanizmusuk a kivagddas-beillesztés. Mivel egyszeri
felépitésiek, jol jellemzettek, a mai biotechnologidaban mint eszkdzoket
hasznositjak mindenhol, ahol DNS beépitésre szikség lehet (MARTIN MUNOZz-

LOPEZ és mtsai, 2010).

2.8. A DNS transzpozonok felhasznalasa transzgénikus allatok

eloéallitasara

Rengeteg transzpozonrdl  kimutattak, hogy képes katalizalni
transzpoziciét gerinces és egyéb allati szervezetekben. A rovar eredeti
piggyBac és Minos emlfs sejtekben miikddik, a Sleeping Beauty (SB), Frog
Prince, Hsmarl, Harbinger3 DR is alkalmazhaté az ujraaktivalas utan
gerincesekben. A Tol1 és Tol2 szintén gerincesekben mikodéképesek. Ac/Ds
transzpozon pedig zebradanioban jelent jarhatdé utat. Ahhoz azonban hogy
transzgénikus élélényeket hozzunk Iétre transzpozonok segitségével, nem elég
hogy mikodnek a megfelel6 sejtekben. Szlikség van arra is, hogy ezt megfelelé
hatékonysaggal tegyék meg. Ennek hianyaban nem érdemes dolgozni vellk.
Sejtkulturaban ritka genetikai események is nyomon kovetheték, de ehhez
megfelel6 szamu embri6 nem all rendelkezésre gerinces allatokbol.
Transzgénikus kisérletekben a transzpozazt altalaban mRNS formaban juttatjak
be a koinjektalas modszerével a petesejtekbe/zigétakba. A fenti modszerrel
sikerult transzgénikus halakat Ilétrehozni Tc3, Mosl, Tol2 és SB
transzpozonokkal, transzgénikus karmosbékat SB és Tol2 rendszerrel,
transzgénikus egereket SB, piggyBac, Tol2 transzpozonokkal. A fenti kisérletek
részletes leirasat lasd lvics és IzsvAK 2010-ben megjelent cikkében.
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2.9. A Sleeping Beauty jellemzése és alkalmazasa transzgénikus

terileten

A transzpozon rendszerek kozul kiemelkedéen fontos a Sleeping Beauty
rendszer, melyet 2009-ben az év molekulajanak valasztottak. Felfedezdjik egy
kulfoldon és hazankban egyarant aktiv kutatéparos, lzsvak Zsuzsanna és lvics
Zoltan. A két magyar szerzd halfajok genomialis vizsgalata soran bukkant ra a
gerincesek  torzsfejlédése  soran  inaktivalodott  TC1/mariner  tipusu
transzpozonra. Ez a tipus elég gyakori, a human genom 3%-at alkotja, kb.
20.000 inaktiv ilyen tipusu transzpozont hordozunk. Molekularis bioldgiai
modszerekkel (mutagenezissel) aktivaltak (lvics és mtsai, 1997). A molekulat
tovabbfejlesztették, és tovabbi mutagenezis |épésekkel aktivitasat
szazszorosara novelték. igy mar alkalmassa valt transzgénikus allatok
létrehozasara (MATES és mtsai, 2009). A Sleeping Beauty transzpozon
hordozza minden DNS transzpozon alapveté vonasait, az |. ,nem replikal6dd”
osztalyba tartoznak. Célszekvenciajuk mindig AT dinukleotid, ezért beépulése
gyakorlatilag véletlenszerlinek tekintheté (200 millié potencialis beépulési helye
létezik).

A rendszer segitségével sikerult transzgénikus zebradaniot,
transzgénikus kétéltlit (Xenopus), transzgénikus egeret és patkanyt, tovabba
célzott génmaodositast egér és patkany esetében létrehozni (lvics és IzSVAK,
2010). Legujabban transzgénikus, célzottan génmaodositott sertést is Iétrehoztak

felhasznalva a Sleeping Beauty technolégiat (GARRELS és mtsai, 2011).

2.10. A Sleeping Beauty transzgenezis nyulban

A Sleeping Beauty transzpozont a godolléi Mezbgazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatokézpontban — a vilagon elséként — felhasznaltak
transzgénikus nyulak létrehozasara. A transzgenezis soran a mesterséges CAG
promoter szabalyozasaval a sarga fluoreszkald gén egy specifikus formajat
(Venus protein) expresszalattak a nyulak minden sejtjében. A Sleeping Beauty
transzpozazt RNS formaban koinjektaltak a markergén konstrukciéval egyutt

egysejtes nyulzigotakba. A transzgenezis hatasfoka jelentésen meghaladta a
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hagyomanyos mikroinjektalasos transzgenezis hatasfokat. Ez esetikben 15%-
os hatékonysagot jelentett a megszuiletett utédok esetében. Kisérleteinkben a
fenti nyulakban vizsgaltam a transzgén oOrokl6édését, valamint a markergén

megjelenését RNS és fehérje szinten egyarant.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Genomialis DNS izolalasa nyul szovetekbdl

A genomialis DNS tisztitasdahoz LAIRD és mtsai (1991) mddszerének
modositott valtozatat hasznaltuk. A nyul kilonb6z6 szoveteibdl szarmazo
mintakat 55°C-on egy éjszakan keresztul razattuk lizis pufferben (50mM Tris pH
8.0, 10mM EDTA, 10mM NaCl, 1% SDS, 0.1 mg/ml Proteinaz-K). A
megemeésztett szoveteket centrifugaltuk (1 perc, 13000 rpm), majd a fellluszot
250 pl fenollal és ugyanennyi kloroformmal extrahaltuk, végul centrifugalassal
szétvalasztottuk a fazisokat. Levagott hegyi pipettaval a vizes fazist atmeértik uj
csovekbe, majd hozzaadtunk 500 pl izopropanolt és 10 percig centrifugaltuk. A
fellluszoét eltavolitottuk, és a fehér alsé csapadékot 1 ml 70%-os etanollal
mostuk. Ujabb centrifugalas utan az etanolt eltavolitottuk, majd megszaritottuk
a mintakat. A kiszaradt mintat 50 yl MQ vizben feloldottuk. A feloldott DNS

ey

majd vizzel beallitottuk 100 ng/ml koncentraciora.

3.2. Teljes RNS izolalasa nyul szovetekbél

A frissen fagyasztott nyulszovetmintakat a Qiagen RNeasy® Plus Mini
kitjevel izolaltuk, mely tartalmaz genomi DNS eliminator oszlopokat is. A
tisztitast a kit utasitasai szerint végeztik. A pontos protokoll megtalalhaté a
gyarté honlapjan (http://www.giagen.com). A mintakat guanidin-isothiocyanat
pufferben homogenizaltuk Precellys homogenizatorral, majd a genomi
DNS eliminalasa utan RNS kot6 oszlopra vittlik fel. Mosasi [épések utan a

tiszta RNS-t RNaz mentes vizzel elualtuk az oszloprdl 30 ul térfogatban,

s e

3.3. Nukleinsav elektroforézis

A DNS horizontalis agaréz gélelektroforézist a standard technikanak

megfeleléen végeztik el. A PCR termékeket 2%-os rutin agaréz gélben
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(Invitrogen) futtattuk és etidium-bromiddal festetttk meg 0,25 pg/ml

koncentracidban.

3.4. Fehérje izolalas

A frissen fagyasztott nyulszévet mintakhoz 7-8 térfogatnyi jéghideg PBS-t
adtunk (foszfat pufferelt séoldat). A szoveteket keramiagolyés Precellys
homogenizatorral 5000/perc razatassal 20 masodpercig homogenizaltuk, majd
lecentrifugaltuk. A felsd fazist minta pufferrel (1.2 g SDS, 6 mg brémfenolkék,
4.7 ml glycerol, 1.2 ml Tris 0.5M pH 6.8, 0.93 g DTT/10 ml) 5 percen keresztul

forraltuk. A kivont fehérje mintakat -70°C-on taroltuk felhasznalasukig.

3.5. PCR (Polimeraz lancreakcid)

Polimeraz lancreakcio, a DNS szakaszok in vitro enzimatikus
felszaporitasa, amplifikacidja héstabil DNS polimeraz felhasznalasaval. A PCR
reakcid harom 1épésbdl all, a DNS olvadasabol (denaturaciobol), a primerek
kotbédésébdl (annealingbdl) és a polimerizacidébdl (extenziobdl). Ez a harom
szakasz ismétlédik 30-40 alkalommal.

A PCR koérulmények: 100 ng templat DNS, 20 ul végtérfogatban; RedTaq
ReadyMix, mely primereken és a templaton kivil minden szikséges anyagot
tartalmazé mastermix 10 ul, Primerek 0.4 uM végkoncentracio primerenként. Az
amplifikalas korulményei: 4 perc kezdeti denaturalas 94°C-on; 30 masodperc
94°C, 30 masodperc 60°C, 30 masodperc 72°C, 30 cikluson keresztul, majd
72°C 3 percig.

3.6. Felhasznalt oligonukleotidok
RT-PCR kontroll primerek:

GAPDHny-F 5’ caacatcaagtggggtgatg 3’
GAPDHny-R 5’ gaggcagggatgatgttctg 3’
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Venus gén kimutatasahoz hasznalt oligonukleotidok a genomi PCR-ben:
Venus_gF 5’ gtcctccttgaagtcgatge 3’
Venus_gR 5’ gctacgtgcaggagagaacc 3’

Venus gén jellemzéséhez felhasznalt oligonukleotidok az RT-PCR reakcidban:
Venus_rF 5’ ggtccctcttctcgttaggg 3’

Venus_rR 5’ tacaagaccagagccgaggt 3’

3.7. cDNS szintézis és RT-PCR (Reverz transzkripcio-polimeraz

lancreakcio)

Az izolalt RNS-bdl 300-500 ng-ot hasznaltunk fel az elsé szal cDNS-ek
atirasahoz. Az atirast az ABI High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
segitségével végeztik el, a gyarté utasitasainak megfeleléen. A kit MultiScribe
reverz  transzkriptazzal dolgozik, random hexamereket hasznalva.
Reakciokorulmények: 25°C 10 perc, 37°C 120 perc, 85°C 5 perc. A cDNS
szintetizalasat koévetben elvégeztik a kivant minta amplifikalasat 1 pl atirt
cDNS-bdl, a 3.4.-es fejezetben megadott reakcidkdrilmények kézott. A Venus
amplifikalasahoz az Venus_rF és Venus_rR primereket hasznaltuk, endogén

kontrollként hasznalva a GAPDhny-F és GAPDhny-R primereket.

3.8. Western hibridizacio

A transzgén expressziojanak vizsgalatat protein szinten Western blot
analizissel végeztik. A minta el6készitését kdvetben (3.3. fejezet) a fehérjéket
10% SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk. Tomorité gél: 0.5 M TrisCl 0.4%
SDS, pH 6.8; szeparal6 gél: 1.5 M TrisCl 0.4% SDS, pH 8.8. A gélt 0.5% SDS
tartalma Tris-glicin pufferben (Sigma, pH 8.3), 25-35 mA aramerdsseg mellett
futtattuk. A fehérjemintak szétvalasztasa utan a gélt 2x15 percig transzfer-
pufferben (16.67mM Tris, 128mM glicin, 10% metanol) mostuk és a blottolashoz
elékészitettlk a Hybond-p membrant, amelyet 2 percig metanolban, 5 percig
desztillalt vizben, végll 15 percig transzfer-pufferben nedvesitettink. A
fehérjéket transzfer-pufferben, elektromos blottold készilékkel vittik at a
membranra. A késziulék hasznalata soran 30 percig 100 V feszultséget

allitottunk be. A blottolas utdn a membrant 1 6ran keresztll TBS-T pufferben
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(Tris pufferelt séoldat, 0.05% Tween 20 detergens) blokkoltuk, amelyben 5%
zsirmentes tejport oldottunk fel. A membranra atvitt fehériet a
GFP/EGFP/Nenus ellen termelt ellenanyaggal 1:250 higitasban reagaltattuk
egy o6ran Kkeresztul ugyancsak 5% tejpor tartalmu TBS-T pufferben. Az
inkubalast koévetéen a membrant 4x10 percig TBS-T oldatban mostuk. A
megkotédott elsddleges ellenanyagot peroxidazzal kapcsolt, szamarban
el6allitott anti-kecske 1gG antitesttel (Abcam) inkubaltuk 1:2000 higitasban,
majd ismét 3x10 percig TBS-T pufferrel mostuk a membrant. A megkotédott
masodlagos antitestet luminol alapu kemilumineszcencias szubsztrat oldat
(0.25 mg/ml luminol, 33 pg/ml para-kumarinsav, 0.01% H,O,, 0.01M Tris/HCI
pH 8.5) hozzaadasaval detektaltuk (Amersham). A kemilumineszcens jelek

eléhivasahoz Hyperfilm (Amersham) filmet hasznaltunk.

3.9. Az YFP fehérje detektalasa lampaval

A Venus fehérje a sargan vilagité fehérje (Yellow Fluorescent Protein)
egy specialis valtozata, egy riportergén, melyet mesterségesen allitottak el6
(SHANER és mitsai, 2005) Aequorea victoria kristalymeduzabdl. Segitségével
vizudlisan konnyedén kimutathatdk azok a transzgénikus egyedek, melyek
expresszaljak a gént. Sotétben megfeleld lampaval megvilagitva, specialis
szUron keresztul vizsgalva zoldes-sargan vilagitanak az allat azon részei,
amelyek kifejezik a transzgént. 515 nm hullamhosszu fénnyel gerjesztve 528
nm hullamhosszu fénykibocsajtas tapasztalhaté. A specialis lampa és szlrd a

Biological Laboratory Equipment, Maintenance and Service Kft. termékei.

3.10. A transzgénikus allatvonalak fenntartasa és szaporitasa

Az alapité transzgénikus nyul egyedeket vad tipusu egyedekkel
keresztezve hemizigéta vonalat hozunk létre. A transzgén szegregaciojat tobb
generacion keresztll nyomon kovetjuk. Az F1 hemizigota egyedeket egymassal
keresztezve létrehozzuk az F2 utédokat, melyek kdzott mar homozigéta utdédok
is vannak a transzgénre nézve. Csak azt a vonalat fogadjuk el valddi

transzgénikusnak, amelyben a transzgén az F1 generaciot kdvetéen mendeli
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torvények szerint 6roklédik, tehat kb. 25% homozigéta, 50% heterozigota és
25% vad tipusu. A transzgénikus vonalakat legegyszeribben homozigodta

vonalak formajaban tartjuk fent.

22



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A transzgén (Venus) kimutatasa az alapité utédaibol

Az alapito transzgénikus egyedeket vad tipusu nyulakkal mesterségesen
termékenyitettik, majd az adott parositasbol megszuletett utodokat molekularis
elemzésnek vetettik ala. A vizsgalatok az alapité egyedben meglévé Venus
transzgén kimutatasat céloztak. A transzgént PCR moddszerrel mutattuk ki. A
molekularis elemzéshez specifikus oligonukleotid primereket terveztiink a
transzgén kodoldé szakaszara Primer3 web alapu szabad felhasznalasu
szoftverrel. A tervezés soran a program egy 130 bp hosszusagu specifikus
fragmentet feltételezett. A tervezést kovetbéen az oligonukleotid primereket
leellendriztuk, hogy nem képesek-e mashova is kapcsoldédni a nyul genomban.
Mivel a nyul teljes genomja ismert, ezért ez a feladat konnyen kivitelezhet6. Az
ellenérzéshez az UCSC genomszerver Blat programjat hasznaltuk
(www.genome.ucsc.edu).

Az utdédokban elvégeztik a PCR elemzést, majd a mintakat agaréz
gélben elvalasztottuk, és az eredményeérdl fényképet készitettink. Egy
reprezentativ vizsgalat eredményét mutatja az 1. kép. Az SB3JT alapité egyed
5 utdédja, az alapitd, valamint egy negativ kontroll, vad tipusu nyul PCR

eredménye lathat6 a képen.
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1. kép: Az SB3JT alapité utdédainak tesztelése PCR mddszerrel. 1.
DNS letra, 2-6 utodok, 7-negativ kontroll, 8-alapito egyed (pozitiv
kontroll)
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A Kkisérletbdl jol lathatdé, hogy az SB3JT alapité egyes utddaiban
ugyanugy kimutathaté a transzgén jelenléte, mint az alapit6 egyedben. A
tesztelt 6t utédbdl harom transzgénikus volt, ami azt mutatja, hogy a transzgén
atadasa a kdvetkez6 generacioba jo hatékonysaggal torténik. Ez nagyon fontos
felismerés, mivel a nyul estében nem minden transzgénikus modszer
alkalmazasaban tapasztalhaté ugyanez. Lentivirus alapu transzgenezissel nagy
hatékonysaggal lehet transzgénikus alapitokat létrehozni, ezek majdnem
mindegyike mozaikos formaban hordozza a transzgént, rdadasul a kdvetkezd
generacioba csak kisebb mint 1% valdszinlséggel jut be a transzgén (HIRIPI és
mtsai, 2010). A hagyomanyos transzgenezis esetében nincs ilyen probléma,
azonban a hatasfoka nagyon alacsony. Fenti kisérletink igazolta, hogy a
Sleeping Beauty medialta transzgenezis — mely nagyon j6 hatékonysaggal

rendelkezik — képes a transzgén atadasara a kovetkezd generacioba.

4.2. A transzgén utédlasanak megvitatasa, 6sszevetve a varhaté

mendeli aranyokkal

Az 6roklddést ezt kovetben részletesen is megvizsgaltuk. Osszesen 4
alapitot tartottunk meg, ebbdél egy néstény alapitotol még nem sziletett
egyetlen utéd sem, ugyan harom egymast kovetd mesterséges
megtermékenyitést végeztek el rajta. Egy alapitd pedig még nem volt ivarérett a
vizsgalatok idején, igy két transzgénikus alapitd egyed Osszes F1 utodjat
tesztelttk PCR modszerrel. Az SB3JT alapitdo 68 utddjat, mig az SB3JTBT 27
utodjat vizsgaltuk meg. A vizsgalatok eredményeit a 3. tablazat tinteti fel. A
tablazatban az alapitoktdl szarmazé Osszes egyed megtalalhatd, valamint
kozulik a pozitiv utédok szama. Jol lathatd, hogy mindkét vonal esetében a
transzgénikus (pozitiv) utédok szama kissé elmaradt a mendeli 6roklédés
szerint vart értéktdél. F1 generaciéban a transzgénikus utédoknak a fele
varhatéan hordozza a transzgént. A mendeli szamaranyoktol torténé eltérés
valészinl oka az lehet, hogy az alapitok kis mértékben mozaikosak. Ez, mint
mar emlitettem azt jelenti, hogy az allat nem minden sejtjében talalhaté meg a
transzgén. A fenti probléma azonban nem a transzpozon kozvetitett

transzgenezis sajatja, sokkal inkabb a nyulra, mint fajra jellemz6. A transzgén
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beépulésnek az egysejtes stadiumban kell lezajlania, kulonben mozaikos lesz
az alapitd. Esetunkben az alapitok kismértéki mozaikossaga vizualisan is
megdfigyelhet6. A nyul korai embrionalis fejlédése rendkivul gyors, az egyik
leggyorsabb az eml6sok kozott, igy az egysejtes iddszak is viszonylag rovid
(SULTANA és mtsai, 2009). Emiatt rovidebb idé all rendelkezésre a transzgén
beépulésének. Ez jellemz6 a lentivirusos nyul transzgenezisre, valamint a
hagyomanyosan mikroinjektalassal létrehozott transzgénikus alapitokra
egyarant (CASTRO és mitsai, 1999). Az eltérés a mendeli aranyoktél azonban
nem szamottevd, igy Kkijelenthetjuk, hogy a transzpozonokkal torténd

génmodositas jol hasznalhatd transzgenezisre.

3. tablazat: A Venus transzgén 6roklédésének részletes vizsgalata

Vonal Utodok Pozitiv utédok Mendeli oroklédés szerint
neve szama szama varhaté utédok szama
SB3JT 68 25 34
SB3JTBT 27 10 13

4.3. A transzgén detektalasa kiilonb6z6 szovetekben RNS szinten

A transzgén kimutatéasat RNS szinten RT-PCR, reverz transzkripciot
kovetd polimeraz lancreakcioval vizsgaltuk. Az RT-PCR reakcidoban hasznalt
oligonukleotidok génspecifikusak, azonos maédon terveztik, mint az 4.1. fejezet
primereit.

Az RT-PCR primereket célszerli szomszédos exon-intron hatarok
kdzelébe tervezni, igy konnyen kimutathaté az esetleges DNS szennyez6dés a
mintakban. Az altalunk hasznalt Venus génkonstrukcié azonban nem tartalmaz
introni szekvenciat a Venus génben, igy a génspecifikus primer tervezésénél
erre nem volt mdédunk. Ezért az RNS izolaldas soran DNaz kezelést
alkalmaztunk, valamint az endogén kontroll primer esetében mar ugy jartunk el,
hogy az esetleges DNS szennyezddés mas méretl fragmentet hozzon létre,
mint a cDNS-rél kapott amplikon. A kisérlet eredménye a 2. képen lathatd.

Vizsgalatainkba bevontuk az agy, sziv, tudé, maj, 1ép, vese, here,
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hasnyalmirigy, izom, bér és vékonybél mintakat, valamint egy nem
transzgénikus nyul majabol szarmazo kontroll mintat is. A kisérletet ugy
terveztik, hogy egyrészt minden fontosabb szOvet képviselve legyen a
vizsgalatokban, masrészt olyan szoveteket valasztottunk, melyek mind a harom
csiralemezt (ektoderma, endoderma, mezoderma) reprezentaljak. A kisérleten
jol lathato, hogy az altalunk megvizsgalt 6sszes szdvetben erfs transzgeén
eredetl expresszio tapasztalhato. Mivel az altalunk hasznalt génkonstrukcid
olyan promotert hasznal, mely gyakorlatiiag minden sejtben mukodik, igy a
kapott eredmény megegyezik a varhaté eredménnyel. A CAG szabalyozo
szakasz melyet hasznaltunk, egy mesterséges promoéter, mely a viralis eredeti
CMV alap promoétert és egy csirke Béta-globin enhancer elemet hordoz.
Amellett, hogy széleskor(, altalaban erds expressziot is biztosit, melyet mutat
az RT-PCR kép is, annak ellenére, hogy nem kvantitativ. A fenti promoter
hagyomanyos mikroinjektalas esetén is jol mikodott nyulban, ezért esett ra a

valasztas (TAKAHASHI és mtsai, 2007).

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10. 11.12. 13. 14.

P—
—
————
—_—

2. kép: Az SB3JT alapité genomi PCR alapjan pozitiv transzgénikus
utédjanak szévetspecifikus RT-PCR vizsgalata Venus specifikus
primerrel. 1. és 14. DNS létra, 2-12 szbveti mintak a koévetkezd
sorrendben: agy, sziv, tudb, maj, lép, vese, here, hasnyalmirigy, izom,

bér és vékonybél, 13. vad tipusu nyul maja - negativ kontroll.
Fontos eredmény, hogy a transzgén megjelenik mindharom eredeti

csiralemezben. Ez valészinUsiti, hogy az altalunk nem vizsgalt kisebb szovetek

is hordozzak és megjelenitik a transzgént. A kisérlet mellé elvégeztik a mintak
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reverz transzkriptdaz mentes atirasat, és felszaporitasat, de természetesen
ezekben a mintakban nem kaptunk semmilyen jelet sem. (Ez az adat nem kerul
bemutatasra.)

Az atirt cDNS-ekrél a kovetkezd Iépésben endogén kontroll PCR-t is
végeztink. Endogén kontrollként a GAPDH (glicerinaldehid-foszfat-
dehidrogenaz) gént hasznaltuk (3. kép). Ez egy ugynevezett haztartasi gén,
tehat minden sejt expresszalja és gyakorlatilag minden fejlédési fazisban
megtalalhaté. A felvételen az agy, sziv, tudd, maj, lép, vese, here, izom és
vékonybél szdvetekben lathaté a gén kifejez6dése, a Iétra masik oldalan pedig
a negativ kontroll majszdvet volt. Erdemes megfigyelni, hogy az azonos
mennyiségl cDNS-rél itt sokkal gyengébb jelet kapunk, mint a transzgén
esetében. Ez egyrészt kdszonhetd a haztartasi gének altalaban folyamatos, de
nem tul erés expresszidjanak, masrészt az er6s CAG promoéternek. A kapott jel
minden esetben a cDNS-re jellemzd, nem tapasztaltunk a DNS-re jellemzé
nagyobb molekulasulyu jelet, ami az RNS tisztasagat is mutatja. Itt sem

mutatjuk be a transzkriptaz mentes kontrollokat.

3. kép: Az SB3JT alapit6 genomi PCR alapjan pozitiv transzgénikus

utédjanak szévetspecifikus RT-PCR vizsgalata kontroll primerrel. 10.
DNS létra, 1-9 szbveti mintak a kévetkez6 sorrendben: agy, sziv, tidé,
mayj, lép, vese, here, izom és vékonybél, 11. viz - negativ kontroll.

Vizsgalatainkat kiterjesztettik az SB3JTBT alapitd egy kivalasztott
pozitiv utddjara is. Az eredmény megegyezett a fent leirttal. Megallapitottuk,
hogy az altalunk részletesen megvizsgalt mindkét vonal nem csak Orokiti,

hanem ki is fejezi a transzgént.
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4.4. A transzgén kifejezodésének vizsgalata fehérje szinten Western

hibridizacioval

A transzgén kifejez6dése RNS szinten nem feltétlendl jelenti a
transzgénrdl torténé fehérje megjelenését is. A fehérje megjelenésének
vizsgalatat Western hibridizacioval vizsgaltuk. A fehérjét GFP/EGFP/Venus
specifikus poliklonalis antitesttel hibridizaltuk, az anyag és modszer részben
leirtak szerint. A 4. képen az elbhivott felvétel lathaté. A kivalasztott
szOovetmintak (tid6é, maj, sziv, vese, bér) mind pozitiv eredményt adtak, az
utols6 minta negativ majszdvetb6l szarmazott. A transzgénrdl atirodott
fehériének 30 kDa nagysagunak kell lennie és ez is megegyezik a pozitiv
szOvetek eredményeivel. A rdvid el6hivasi idé (2 masodperc), és az antitest
jelentés higitasa is mutatja, hogy a gén kifejez6dése fehérje szinten is erésnek

mondhato. A fentiek igazoljak, hogy a transzgénrél intakt fehérje képzodik.

30 KDa —> | AR

4. kép: Az SB3JT alapitd pozitiv transzgénikus utédjanak Western
hibridizacioés vizsgalata. 1-5 szbveti mintdk a kbévetkezé sorrendben:

tudé, maj, sziv, vese, bér, 6. vad tipusu nyul maja — negativ kontroll.
4.5. A transzgén kifejez6désének vizualis megjelenitése

Kisérleteinkben a termeltetett célgén a Venus nevl riportergén volt. A
technolégiai fejlesztéseknél, mint esetlinkben célszerli riportergéneket
alkalmazni, mivel kdnnyen nyomon kovethetéek. A zdld fluoreszcens fehérje és
az ebbdl szarmaztatott egyéb fehérjék, mint a Venus fehérje raadasul él6
szdveti kornyezetben is alkalmasak a vizsgalatokra. A megfeleld gerjeszt6 fény

hatasara a transzgént kifejez6 szervek ,vilagitanak”.
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Esetlinkben kivancsiak voltunk, hogy a transzgén kifejez6dése mikor
indul meg az embrionalis fejlédés soran. A kisérlethez néstény nyulat
szuperovulaltattunk, majd a szuperovulaltatas HCG Iépését kovetben
transzgénikus bak spermajaval mesterségesen termékenyitettink. Masnap
egysejtes zigodtakat gydjtottink a ndstény petevezetdjébdl, majd 37°C-on 5%
CO; mellett PBS+20% FCS-ban (Fetal Calf Serum) tenyésztettik a zigotakat.
Az embridkat fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk kilénb6zé stadiumokban,
és megallapitottuk, hogy legkorabban kés6i morula (szedercsira) allapotu
embriéban lehetséges a transzgén detektalasa. Legkorabban fényképezhetd
expressziot a blasztociszta (hélyagcsira) allapotban sikerilt kapni (5. kép). Ez
O0sszevag masok eredményeivel, ahol a CMV tipusu promoéterek legkorabban
morula — blasztociszta allapotban expresszaltak a transzgént nyulban. Erdemes
megemliteni, hogy a nyul sajat génkifejez6dése 8 sejtesen indul, addig a
petesejt citoplazma RNS molekulait hasznositja az embrid. Ez az atkapcsolas
mas fajokban (pl. egérben) korabban megtorténik, mar a kétsejtes allapotban.

Az 5B képen jol lathato, hogy az UV fénnyel megvilagitott embriéban az
embriécsoméd és a trofektoderma sejtjei is expresszaljak a transzgént. Ez azt

feltételezi, hogy nemcsak a megszuletett utdod testi sejtjei, hanem az

extraembrionalis szdvetek is kifejezik majd a transzgént.

5. kép: Blasztociszta allapotu embriok expresszidjanak detektalasa
fluoreszcens mikroszképpal. A — normal megvilagitas, B — UV megvilagitas, C —
kevert kép. A fényképeket Dr. G6cza Elen készitette.
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A megszuletett utddokon is megfigyelhetjok UV fényben a transzgén
jelenlétét. A 6. képen napos nyulak lathatéak. A kép elsé felén természetes
fényben elhelyezve lathatoak a fiokak, ilyen fényviszonyok ko6zott nem
fedezhet6 fel kildnbség a transzgénikus és a negativ egyedek kdzott. A masik
oldalon ugyanazok a kisnyulak lathatéak UV fénnyel megvilagitva.
Megallapithatjuk tehat, hogy ebben az esetben a két széls6 fioka transzgénikus,
és a transzgén lampaval torténd kimutatasa konnyen megoldhato.

Az altalunk vizsgalt két transzgénikus vonal minden egyes utddat
alavetettUk a lampaval torténd transzgén detektalasnak, majd ezt kovetéen
eredményeinket 0sszevetettik az 4.1.-4.2. pontokban ismertetett genomi PCR
eredményekkel. Minden esetben pontos egyezést kaptunk, tehat azok az
utddok melyek PCR pozitivak, a lampaval is detektalhatéan pozitivak, mig a
negativok mindkét esetben negativok maradtak. Ez nagyon fontos eredmény,
ami azt mutatja, hogy minden allat, mely hordozza a transzgént egyben
expresszalja is azt. Lentiviralis transzgenezis esetén (PFEIFER és mtsai, 2009),
és hagyomanyos mikroinjektalasnal is eléfordul, hogy bizonyos utédok annak
ellenére, hogy transzgénikusak nem expresszaljak a celgéent, mig mas utdédok
igen. Ennek oka leggyakrabban a DNS metilaciohoz kothetd transzgeén

csendesités. Transzgén csendesitést a mi esetunkben egyetlen alkalommal

sem tapasztalhattunk.

6. kép: Kisnyulak normal (A) és UV (B) megvilagitas mellett.
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5. KOVETKEZTETESEK

A Mezbgazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpontban  sikeresen
alkalmaztak — els6ként a vilagon — a transzpozon iranyitotta transzgenezist
hazinyulban. Kisérleteinkben mi azt vizsgaltuk, hogy a bevitt transzgén hogyan
oroklédik, és hogyan fejez6dik ki az utddokban RNS és fehérje szinten.

Megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt riportergén nagyon jo
hatékonysaggal jutott a kovetkezd generacioba. Bar az arany kissé eltér a
mendeli oroklédés szabalyainak varhato értékétél, de ez annak koszonhetd,
hogy az alapitdé egyedek mozaikosak voltak.

RT-PCR vizsgalataink bizonyitottak, hogy a transzpozon altal bevitt
transzgén az utdédok minden vizsgalt szovetében megjelenik. A vizsgalt
szOvetek mind a harom csiralemezt reprezentaljak. Az expresszié magas szintl
volt. Fehérjevizsgalataink minden vizsgalt szOvetben a megfelel6 méretd, érett
fehérje megjelenését mutattak ki.

A fehérje vizualis megjelenitése alapjan kijelenthetjik, hogy azon utédok,
melyek hordozzak a transzgeént, egyben expresszaljak is azt, tehat a vizsgalt
transzgénikus vonalak egyikében sem tapasztaltunk transzgén csendesitésre
utalé nyomot.

Kisérleteink alapjan kijelenthetd, hogy a Sleeping Beauty transzpozon
medialta transzgenezis nyulban nemcsak egy nagyon hatékony transzgénikus
technika, hanem kénnyen o6rokithet6 a kdvetkez6 generacidoba, magas szintl
expresszio érhet6 el mind a harom csiralemezben RNS és fehérje szinten

egyarant, és a moédszer mentes a transzgén csendesités hatranyos fellépésétol.
A tovabbiakban vizsgalatainkat szeretnénk RNS szinten kiterjeszteni, és

kvantitativ modszerekkel is meghatarozni az expresszidés szinteket a YFP-re

tervezett specifikus TagMan probaval.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az emlésallatok genetikai anyaganak megvaltoztatasa fontos alap-, és
alkalmazott kutatasokat érint6 feladat. Bizonyos emldsallatokban, a
hagyomanyos transzgénikus moddszer, a DNS mikroinjektalas jo
hatékonysaggal mukodik. Mas fajokban, mint példaul a hazinyualban, a
transzgenezis hatasfoka nagyon alacsony. Ugyanakkor bizonyos betegségek
modellezésére (példaul egyes szivbetegségek, érelmeszesedés) a
transzgénikus nyulak alkalmasabbak, mint az egér. Ezért fontos feladat a
hazinyul esetében a transzgenezis hatékonysaganak novelése. Mivel a nyul
korai embrionalis fejlddése specialis vonasokat mutat, ezért az uj generaciés
transzgénikus technikak bevezetése sem jelenthet biztos megoldast. A
lentivirus alapu transzgenezis, mely a modell- és haziallatok tobbségénél
hatékony modszer, a nyul esetében orokl6dési és expresszidés problémakat
mutat annak ellenére, hogy az alapitd egyedeket nagy hatékonysaggal lehet
létrehozni. Munkank soran a legujabban alkalmazott transzpozon alapu
transzgenezissel el6allitott transzgénikus nyulak molekularis jellemzését
végeztuk el.

A transzgenezis soran egy halakbdl szarmazé mesterségesen
hatékonnya tett transzpozont, a Sleeping Beauty-t alkalmaztuk. Kisérleteinkben
a YFP (Yellow Fluorescent Protein) riportergént egy viralis eredetli mesterséges
szabalyozé régidval jutattuk egysejtes allapotu nyulzigétakba, a transzpozon
hatékony kdozremikodésével. A prométer biztositja gyakorlatilag minden sejtben
a fehérje kifejez6dését. A megsziletett alapitokbdl transzgénikus vonalakat
hoztunk létre. Feladatom a transzgénikus vonalakban a transzgén
orokl6désének, valamint a transzgénikus utodokban a gén kifejez6désének
vizsgalata volt.

A transzgén oroklédését PCR alapu kimutatassal vizsgaltuk, és
megallapitottuk, hogy az utddokba j6 hatékonysaggal adddik at a transzgén.
Bar a varhatdé mendeli aranyoknal kisebb a transzgénikus utédok szama, ez
azzal magyarazhato, hogy a létrehozott transzgénikus alapité enyhén mozaikos

(nem minden sejtje hordozza a transzgént).
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Megallapitottuk, hogy azok az utédok, melyek pozitivhak bizonyulnak,
minden esetben ki is fejezik a transzgént, azaz nem talaltunk semmilyen
géncsendesitésre utalo jelet ezzel a technoldgiaval.

A transzgén szoveti megjelenését RT-PCR maddszerrel vizsgaltuk RNS
szinten, valamint Western hibridizacioval fehérje szinten. Az altalunk vizsgalt
szovetek mindegyikében sikerult kimutatni a transzgénrél atirodo érett RNS-t
valamint a fehérjét is.

Vizsgalataink bebizonyitottak, hogy a Sleeping Beauty transzpozon
segitségével alkalmazott transzgénikus technikaval nemcsak eredményesen
lehet transzgénikus nyulakat Iétrehozni, de a bejuttatott gén j6 hatékonysaggal
is Oroklédik, és a transzgén megjelenése a vartnak megfelel6 mértéki és
mindség.

A tovabbiakban vizsgalatainkat szeretnénk RNS szinten kiterjeszteni, és
kvantitativ modszerekkel is meghatarozni az expresszidés szinteket a YFP-re

tervezett specifikus TagMan probaval.
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