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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A genetikai dllomany megvaltoztatdsa az emldsallatokban mar tobb mint huszondt éves
multra tekint vissza. Mara nemcsak az alapkutatas, hanem a gyogyaszat, az ipar és a mezogazdasag
is hasznositja a genetikailag modositott allatok altal elért eredményeket, illetve kozvetleniil
felhasznalja 6ket a gyakorlatban.

Annak ellenére, hogy az alkalmazott eljarasok mar rutinszertiek, a technologiai fejlesztés
folyamatos. Ez nemcsak annak koszonhetd, hogy egyre hatékonyabb eljarasok latnak napvilagot,
hanem az éallati jolét biztositasa is kikényszeriti az egyre jobb hatasfokkal miikodd technikai
ujitasokat.

1950-ben Barbara McClintock fedezte fel, hogy a kukoricanak olyan génjei vannak,
amelyek egyik kromoszomarol a masikra ugralnak, ezzel a kukoricaszem szinében valtozasokat
okoznak. Mivel ezzel a megallapitassal megeldzte a korat — a DNS szerkezetét sem ismerték ekkor
— sokdig nem vették komolyan. Miutdn Watson és Crick 1953-ban nyilvanossagra hoztdk a DNS
kettés spiral szerkezetét felgyorsultak az ilyen irdnyt kutatdsok. Azonban még igy is tobb mint 30
év kellett mire elfogadtak Barbara McClintock felvetését — ekkor, 1983-ban Nobel-dijjal
jutalmaztak. Megfogalmazta, hogy a kukorica nem stabil mutdnsai a mozgékony genetikai
elemeknek koszonhetéek, amelyek képesek egyik DNS-rél a maésikra athelyezédni ugy, hogy
kozben géneket ki- és bekapcsolnak, egymas hatasat felerdsitik, illetve befolyasoljak.

Mara a géntechnologiai eljarasoknak koszonhetéen a mozgékony genetikai elemeket
széleskoriien alkalmazzdk a gyakorlatban. Az egyik felhasznalasi teriilete ezeknek az elemeknek,
hogy megprobaljak velik fokozni a transzgenezis hatékonysagat, kdszonhetéen annak, hogy

képesek beintegralddni a genomba.

Kisérleteink soran a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpontban a vilagon elséként a
transzgénikus nyulak létrehozasara alkalmas Sleeping Beauty transzpozon rendszert vizsgaltuk.
Célunk az volt, hogy megallapithassuk, hogy az alkalmazott mddszer milyen hatékonysaggal
oroklédik az alapitd egyedekbdl a kovetkezd generdcidba, valamint molekularis modszerekkel
tanulmanyoztuk, hogy az alkalmazott riportergén hogyan nyilvanul meg RNS tovabba fehérje

szinten az utddokban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1.  Transzgénikus emldsallatok, valamint hasznositasuk

Transzgénikus, vagy genetikailag mddositott minden olyan éllat, amely emberi segitséggel
bejuttatott, vagy megvaltoztatott nukleinsavat hordoz a genomjaban. Sziikebb értelemben akkor
tekintjiik Oket felhasznalhatd, és valodi transzgénikus allatoknak, ha orokitik is a genetikai
modositast. Transzgénikus allatokat két esetben érdemes Iétrehozni. Teljesen 10 tulajdonsagok
bevitele esetén, masrészt olyan gének esetében ahol egy kozeli masik gén negativan befolyasolja a
kialakitand6 tulajdonsagot. Ebben az esetben a hagyomanyos tenyésztési eljarasokkal nem, vagy
csak nagyon nehezen hozhato létre a kivant fenotipus. Ezeken a probléméakon segitenek a

transzgénikus technikak (BOszg, 2000).

2.2. Transzgénikus allatok felhasznalasa a mezégazdasagban

A transzgénikus allatok felhaszndldsanak egyik elsd kisérlete a novekedési erély fokozasat
tlizte ki célként. PALMITER és mtsai (1982) az emberi novekedési hormon génjét juttattdk be egér
embriokba egy megfeleld szabalyoz6 régido felhasznalasdval. A folyamat eredményeként a
»szuperegérként” elhiresiilt allat jott létre, amely tarsaihoz képest kétszer nagyobb volt. Mas
allatfajban azonban nem sikeriilt elérni ilyen drasztikus méretndvekedést, viszont az eldallitott
novekedési hormonnal ,,dusitott” sertéseknél €s juhoknal takarméanyeértékesitési javulast mutattak ki.
Ehhez azonban hosszli tdvon szamos egészségiligyi probléma kapcsolodott (REXROAD ¢€s mitsai,
1991), mint keringési és kivalasztasi zavarok és a termékenységiik is csokkent. Sertéseknél iziileti-
¢s borgyulladast, valamint gyomorfekélyt is leirtak. POURSEL €s mtsai (1993) kisérletiikben a vagott
félsertés zsirtartalmat tekintve 85%-os csdkkenést kaptak a megnovekedett sulygyarapodas mellett.
létrehozni, mivel bizonyitottdk, hogy a pietrain és kék-fehér belga szarvasmarha fajtakban is ilyen
mutacié okozza a nagyobb izomtomeget. A miosztatin gén egy nagyhatasu fehérjét kodol, mely az
izomnovekedést szabalyozza (MCPHERRON és mtsai, 1997).

A gyapji mindségének javitdsira 1j-zélandi ¢és ausztraliai kutatdcsoportok olyan
transzgénikus juhok létrehozasat tervezték, amelyek nagyobb tomegii €s jobb mindségii gyapjut
képesek eldallitani. A legelok méretének és az allatszdm csokkenésével nagyobb sziikség lenne

ezen allatokra. Sikeriilt a gyapji novekedését fokozniuk kozvetleniil a szortiiszOkben az



ugynevezett keratin promoter szabalyozasaval IGF1 gén termékét taltermeltetve, azonban ez a
gyapju kisebb szalerdsségli és durvabb tapintasu volt és az F2 generacioban mar nem mutattak ki
kiilonbséget (SU és mtsai, 1998). Mivel a gyapju termelddésének szabalyozasa nagyon bonyolult
folyamat, ezért a jelenlegi kutatdsok inkabb ezen folyamatok feltarasat, és nem a kdzvetlen
hasznositasat célozzak.

A betegségekkel szembeni ellenéllas fokozasa az allattenyésztésben fontos feladat, hiszen az
agazat koltségeibdl 10-20%-ban részesednek az allategészségiigyi koltségek. Ezért lenne jo néhany
betegséggel szemben rezisztenciat kialakitani, illetve javitani a jelenlegi védekezést a fert6zo
betegségekkel szemben. Funkcionyerést eredményezd genetikai modositassal javithatd az ellenallo
képesség, ilyenkor altalaban 0j gént visznek be, mely kialakitja a rezisztenciat. Torténtek kisérletek
virus-burokfehérjék taltermeltetésére, ezaltal kialakitva rezisztenciat juhokban. A baranyok ki is
fejezték a virusfehérjét, de az utdodok ellendllosdgardl nincsenek informéciok. Néhanyan az
immunvalaszban szerepet jatszo fehérjét termeltettek tul (CHEN és mtsai, 1988) mig masok
specifikus rezisztenciagéneket alkalmaztak (KOLB és mtsai, 1992). DE GROOT és mtsai (2001) az
IgA ellenanyag szallitdo receptoranak fehérjéjét fejeztették ki egerek emldszovetében, de ezzel a
tejosszetétel is megvaltozott. Szarvasmarhakkal termeltettek emberi laktoferrint és lizozimot, s
ennek kovetkeztében ellenalldak lettek a tdgygyulladds (masztitisz) fert6zéssel szemben (BAWDEN
¢s mtsai, 1994).

Funkcidvesztéssel is kialakithatd rezisztencia, mely soran egy gént tavolitanak el, vagy
csokkentik miikodésének hatékonysagat, igy novelve az ellendlld képességet. Funkcidvesztés
kialakithat6 antiszensz RNS gatlds kihasznalasaval, vagy a ribozim molekuldkkal torténd gatlas
segitségével is (CANTOR és mtsai, 1993).

Leghat4dsosabbnak bizonyult azonban a betegséget okozo gének kiiitése. Egérben végeztek
kisérletet a prion fertdzések megakadalyozasara, a PrP gén kiiitésével (WEISMANN és mtsai, 2003).
Azota ezeket a kisérleteket sikeriilt haszonallatokra is sikeresen kiterjeszteni.

A tej Osszetételének megvaltoztatasa is egy a lehetséges célok koziil a mezdgazdasagban. A
kutatasok irdnyai a feldolgozds megkonnyitését, tapérték ndvelését, a tejcukor intolerancia
mérséklését célozzak meg (BOSZE, 2000). A tejet kazeinek és savofehérjék alkotjak. Elképzelhetd
ezek egymashoz viszonyitott aranyanak megvaltoztatasa, mellyel pl. ndvekedhetne a Ca-tartalom és
jobb lenne a tej héstabilitasa is. Megallapitottak, hogy egy fehérje taltermeltetése nem okoz
egészségkarosodast (CLARK, 1996). A kappa-kazein novelése 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 elsdsorban egérben, mint modellallatban. Kiilonb6zo



szabalyozorégidkat és génkonstrukcid tipusokat teszteltek. Az eredmények mind azt mutattak, hogy
ez az irany a mezdégazdasagban valoban hasznosithato, de a fehérjék egy hataron tul termeltetése
mar okozhat problémakat a laktacid6 normal lefolyasaban. A kutatasok eredményeként sikeriilt a
problémat végiil szarvasmarhaban is megoldani és hatékonyan tultermeltetni mind a kappa-, mind a
béta-kazeineket, ezaltal technoldgiai szempontbol értékesebb tejet 1étrehozni transzgénikus allatok
felhasznalasaval (BROPHY és mtsai, 2003).

A Dbéta-laktoglobulin a tehéntej egyik savofehérjéje, mely allergén hatasi az emberi
szervezet szamara. Egér modellben sikeriilt megoldani azt, hogy a taltermeltetett fehérjét ribozim
transzgénikus technikaval gatoltak, ezaltal csokkentve az allergén anyag mennyiségét. Ez a kutatés
haszonallatokban egyeldre nem folytatodott, de igéretes cél lehet egy funkciondlis élelmiszer
eléallitasa (PINTADO és mtsai, 1999).

A felndtt lakossag nagy része nem képes lebontani a tejcukrot, amely emésztési problémakat
okoz szdmukra. Az alfa-laktalbumin szerepet jatszik a tejcukor eldallitdsdban. Sikeriilt az alfa-
laktalbumin kiiitése egérben, azonban a mutans allatok teje nagyon tomény lett, igy a tejelvalasztas
is megsziint. Ennek az lehet az oka, hogy a tejcukor a tej ozmotikus koncentraciojat is szabalyozza.
Ribozim transzgénikus technikaval sikeriilt a tejcukor mennyiségét a fent emlitett fehérje gatlasaval
csokkenteni 50-80%-kal. Ugy tiinik azonban, hogy a hagyomanyos kémiai eljarasok fejlédése
ebben az esetben gyorsabb, és hatékonyabban, olcsobban és a fogyasztok szamara elfogadhatobb
modon képes a tejipar csOkkent laktdz tartalmu tejkészitményeket eldallitani.

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

A termeltetésével) (PINTADO ¢és mtsai, 1999).

2.3. A transzgénikus allatok alkalmazasa a gyogyaszatban

A transzgénikus allatok felhasznalasdnak legjelentésebb ¢és legsikeresebb teriilete a
gyogyaszati alkalmazasok széles kore. A transzgénikus allatok méra alapvetd fontossaguak az
alapkutatasokban, illetve a modellallatok 1étrehozasaban. Sok emberi betegség illetve azok egyes
részfolyamatai vizsgéalhatok transzgénikus dallatokon. Ezen alkalmazasok segitik a folyamatok
pontos molekularis szintli megértését. Felhasznalasukkal csokkenthetd az 1) hatoanyagok,
moddszerek mellékhatdsainak mértéke az emberi gyogykezelések sordn (DOYLE és mtsai, 2011).
Természetesen a legfontosabb modellallatok a ragesalok (egér, patkdny), azonban ujabban egyre

jobban el6térbe keriilnek a haziallatok is ilyen szempontbol. Els6ésorban a sertést kell itt



megemliteni, mely sok vonatkozasban jobban tiikr6zi az emberi betegségeket, mint az egy¢b
laboratériumi allatok. Példaul az agykéreg, valamint egyéb agyi betegségek modellallatanak sokkal
alkalmasabb a sertés illetve a minisertés (KRAGH és mtsai, 2009).

A modellallatokon tal két nagyon igéretes teriiletet szeretnék bemutatni a dolgozatban, a
xenotranszplantaciot, valamint a transzgénikus bioreaktorokat.

A xenotranszplantacios kisérletek célja, hogy transzgénikus allatok szerveit fel tudjak
haszndlni az emberi szerv potlasaként. A kisérleteket leginkabb minisertéseken végzik (KLYMIUK,
2010). A fajok kozotti betegségek atvitelének Iehetdsége a sertés esetében kicsi, mivel
szarmazastanilag viszonylag tavol all az embertdl. Kénnyen hozzaférheto faj, szervei anatomiaja és
mérete hasonld elrendezésti, és 1j fertdézéses betegségek megjelenése nem valdszinli, mert
haziasitasa 6ta szorosan egyiitt él az emberrel. Kiilonboz6 stratégidkat dolgoztak ki a kutatok, hogy
transzgénikus modszerekkel olyan szerveket allithassanak eld, melyek nem okoznak hiperakut
(azonnali) kilokddést, és ily mdodon a késdbbiekben beiiltethetdk legyenek emberi szervek helyére,
ezaltal enyhitve a donorok hidnya okozta hosszu vardlistak problémajan (GALLI, 2010).

A legigéretesebb ¢és legeredményesebb teriilet a transzgénikus bioreaktorok hasznositésa.
Fehérje jellegi hatoanyagok kivalaszthatok transzgénikus éllatok testvaladékaiba. Mivel az altaluk
termelt fehérjéket tisztitani kell, ezért nagy mennyiségben termelddo testfolyadékokban termeltetik,
pl. vizeletben (16), tejben (szarvasmarha, kecske, juh), esetleg vérben. Az eml6-specifikus vektorok
elterjedésének ¢és a tej kevésbé bonyolult fehérje-Osszetételének, valamint a termel6dd nagy

mennyiségének koszonhetden a tejben vald termeltetés terjedt el.

1. tabldzat: Klinikai kisérleti fazist elért hatéanyag termeltetések (BOsze, 2000)

Termeék Felhasznalas Gyart6 Fejlesztési fazis
L Cisztikus fibrozis o _
Alfa-1-antitripszin PPL Klinikai II. fazis
Tiid6tagulas
Alfa-1 proteinaz Orokletes
- GTC Fejlesztés alatt
inhibitor rendellenesség
Antitrombin 111 Sziv koronariak bypass GTC Klinikai III. fazis
Béta interferon Szkler6zis multiplex GTC Fejlesztés alatt
_ Cisztikus fibrozis o
Epe s6 stimulalta o Klinikai kiprobaléasra
_ Akut hasnyalmirigy- PPL
lipaz elokészitve
gyulladas
C-1 észteraz Klinikai kiprobalasra
- Akut szivinfarktus PHARMING
inhibitor elokészitve




A tablazat (1. tablazat) csak néhany kivalasztott, ¢s mar klinikai kisérleti fazist elért hatdanyag
termeltetését mutatja transzgénikus allatokban az ezredfordulon. Az elért eredményekrdl azonban
érdemes megjegyezni, hogy mar szdzas nagysagrendli azon hatéanyagok szama, melyet kisérleti
koriilmények kozott termeltetnek transzgénikus allatokban. Ezekbe a kisérletekbe magyar kutatok is
bekapcsolddtak, és a Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kézpontban is kiilonbdzé hatdanyagokat
termeltettek transzgénikus egerek és nyulak tejében. A legfrissebb eredményeket ezen a teriileten
BOSZE és mtsai foglaljak 0ssze a 2008-as cikkiikben. A kisérletek sikerét mi sem jelzi jobban, mint
hogy 2009-ben az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszerbiztonsagi Hivatala (FDA)
engedélyezte az elsO genetikailag modositott allat altal termelt rekombinans fehérjét, ATryn néven.
Ez a készitmény az emberi antitrombin III fehérje, melyet egy ritka genetikai betegségben
szenveddk kezelésére lehet alkalmazni
(http://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/BloodBloodProducts/ApprovedProducts/LicensedPro
ductsBLAs/FractionatedPlasmaProducts/ucm134046.htm). A  készitmény mar Eurdpaban is

elérhetd.

2.4.Transzgénikus allatok az iparban

A transzgénikus allatok 4ltal termelt anyagok mara mar az ipart is elérték. Transzgénikus
kecsék tejében termelt pokselymet szeretnék felhasznalni nagy szildrdsagi és konnyli anyagok

helyettesitésére (WILLIAMS €s mtsai, 2003).

2.5. Fébb transzgénikus technikiak emlésékben

A fobb modszerek kozé — mellyel transzgénikus emldsallatot lehet l1étrehozni — tartozik a
mikroinjektalas, a genetikailag modositott embrionalis dssejtek segitségével valo kiméra 1étrehozas,
a retrovirusok felhasznaldsa, a spermiumokkal valo génbevitel, valamint a klonozas genetikailag

modositott testi sejtek felhasznalasaval (BOSZE és GOCzaA, 2005).

2.5.1. Mikroinjektalas

A mikroinjektalas technikdja sordn a megtermékenyitett petesejteket kimossak a ndivaru
allat petevezetdjébol. Ezeknek a megtermékenyitett, még osztddas eldtt allo zigdtaknak elsésorban
apai elémagjaba juttatjak kozvetleniil a kis mennyiségii hig DNS oldatot. (Altalaban az apai elémag

nagyobb ¢és jobban lathato.) A bevinni kivant gén beépiilése a kromoszdémaba véletlenszertien zajlik.



A zigbta osztodasaval a transzgén bejut az utddsejtekbe. Altalaban 1-50, de akar 1000 kopiaban is
integralodhat a transzgén. A modositott embridkat alvemhes anyédkba tiltetik. Ha a génbeépiilés nem
egysejtes allapotban torténik, a megsziiletett allat mozaikos lesz, tehat nem tartalmazza minden
sejtje a transzgént. Ilyenkor el6fordul, hogy az ivarsejtekben sincs jelen, igy nem orokiti az adott
gént az utodjaiba. Ez a probléma bizonyos fajok esetén elérheti a 30%-ot is. Elonye, hogy nagy
DNS szakaszok is bejuttathatok ily modon (pl. mesterséges kromoszomak). A modszer jol
jellemzett és olcsonak tekinthetd, és gyakorlatilag minden fontos emldsfajban miikodik. Hatranyai
kozt emlithetd meg hogy kis hatékonysagu, a génbevitel véletlenszeri, és nehezen iranyithato a

génkifejez0dés mértéke. A modszer hatékonysagat kiilonb6zo fajokban az alabbi tablazat

tartalmazza (2. tabldzat).

2. tablazat: A mikroinjektalds hatékonysdaga kiilonboza fajokban (BOsze, 2000)

Fajok Embridk Vemhesiilési | Donorok | Sziiletési | Transzgenikus F2
szama/ arany (%) szama/ arany allatok generacio
szuperovulacio recipiens (%) (sziiletés %- | sziiletéséig
aban) eltelt id6
(honap)
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-
. 5 20 1 10 5 100
2.5.2. Klonozas

Klonozas soran testi sejtet vagy annak sejtmagjat tltetik at sejtmag nélkiili petesejtbe. A
testi sejtek jol transzformalhatdk, igy transzgénikus allat eldallitasra alkalmasak. Az elsé klonozott
transzgénikus allatot SCHNIEKE és mtsai hoztak 1étre 1997-ben. A modszer eldnyei, hogy minden
betiltetésre keriild6 embrid transzgénikus és a leendd allat ivara befolyasolhat6. Az eldzetes
szelekcionak koszonhetden nincs mozaikossdg. Rovidebb i1dé alatt eldallithato a kivant

jellemzdkkel rendelkezd allat. Célzott génbevitelre és génkiiitésre alkalmas. Negativuma, hogy



nagy a sziiletési halalozas és nagyon kicsi a hatékonysag, valamint a sejtek re-programozéasanak

folyamatat sem ismerik pontosan (SUMER, 2011).

2.5.3. Retrovirus medialta génbevitel

A retrovirusok kozé tartozd vektorokkal mar igen koran, 1985-t6] végeztek transzgénikus
kisérleteket. A retrovirusok képesek nem és lassan 0sztddo sejteket is megfertézni. A retrovirusok
csaladjaba tartozo lentivirusok tlinnek a legalkalmasabb és leghatékonyabb viralis vektoroknak. A
vektort a korai zigdta perivitellinaris terébe juttatjdk be mikroinjektalassal. A vektor tartalmaz
viralis szabalyozo6 szakaszokat is a beépiteni kivant génen kiviil, ami biztositja a virus bejutasat és
beépiilését a sejtmagba. Eldnye a nagyon jo hatékonysag (40-60%), valamint az, hogy egy helyre
csak egy kopia ¢épiil be a transzgénbdl, mely néha fontos lehet. Hatranya, hogy csak kis DNS
szakaszok vihetdk be (max. 10 kb), és gyakori hogy sok helyre integralédik. Nem minden fajban
milkodik 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 és mtsai adtak hirt
arrdl, hogy ezt kihaszndlva sikeriilt transzgénikus egereket létrehozniuk. A technika azonban
nehezen ismételhetd, igy sokan megkérddjelezik hatékonysagat. A spermatozoak idegen DNS-sel
valo inkubdldsa utan transzgénikus allatokat allitottak eld tobb fajban (baromfi, nyul, sertés,
szarvasmarha, juh). Néhanyan extrakromoszomalis sokszorozodni képes strukturaként allapitottak
meg az idegen DNS jelenlétét, mig masok stabil kromoszomalis beépiilést igazoltak. A modszer egy
tovabbfejlesztett valtozata az intracitoplazmatikus spermium injektalds (PERRY és mtsai, 1999). E
soran a spermiumokat lefagyasztjak, majd felengedés utan DNS oldatban inkubaljak, végil a

sejtmagokat a megtermékenyitetlen petesejtbe injektaljak.

2.5.5. Embrionalis o0ssejtekkel valo transzgénikus allat eléallitas

Az embrionalis dssejteket felhasznald technika sordn az embriondlis dssejtekbe (ES sejtek)
kozvetleniil viszik be a transzgént. Az ES sejteket az egér holyagesira allapoti embridjanak belsd
embridcsomojabol izolaljak. A DNS bevitel 4altalaban elektroporacioval torténik. Miutan

molekularis modszerekkel kivalogattdk a megfeleld, transzgénikus sejteket, sejttenyészetben
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fenntartjdk Oket. A sejttenyészet sejtjeit azutan holyagcesira allapotd embridkba juttatjdk be, vagy
specialis technikaval aggregaltatjak 8 sejtes embriokkal (NAGY és mtsai, 1990). A kialakult kiméra
embriokat alvemhes ndstényekbe iiltetik. A megsziiletett kiméra utédok szerencsés esetben
ivarsejtkimérak lesznek, és a kovetkezd generacioban mar lesznek olyan utédok, melyek minden
sejtjiikben hordozzak a transzgént. A technika oriasi eldonye, hogy célzott génbevitelre alkalmas
homolog rekombinécid segitségével, emiatt iranyithaté a génkifejez6dés mértéke. Szovet- és
fejlodésspecifikus célzott modositas is kivitelezhetd a technikaval. A modszer hatranya az, hogy
kevés fajban miikodik (csak ragesalokban), draga, és nagy szakértelmet igényel. A jovOben nagy

valtozas varhato az indukalt pluripotens sejtek (IPS) megjelenésével.

2.6. Transzgénikus technikak nyulban

A nyul embriologiai kutatdsok mar igen koran elkezdddtek. Az elsé embrid atiiltetést is
nytlban végezték 1890-ben. Az els6 transzgénikus nyul 1étrehozasa is koran megtortént 1985-ben
HAMMER és mtsai fejlesztésével. Mesterséges kromoszoéma alapu transzgenezist 1998-ban sikeriilt
nyulban eldszor 1étrehozni. Az embrionalis dssejt (ESC) technoldgia egéren mar harom évtizede
milkddik, s bar nytlon is tobb probalkozas tortént jo6 mindségli ES sejtek alapitasara, €16
transzgénikus kiméra utdd embrionalis Ossejtbol torténd eldallitasa csak az i1dén sikeriilt
(ZAKHARTCHENKO ¢és mtsai, 2011). Az elsé klonozott transzgénikus nytl létrehozasa kinai
kutatoknak sikeriilt, feln6tt fibroblasztbol (LI S és mtsai, 2009). Magyar kutatok alkalmaztak

elészor sikeresen a lentivirus alapll transzgenezist hazinytlban (HIRIPI és mtsai, 2010).

2.7. Az eukariota transzpozonok

Az eukaridta transzpozonokat vagy mas néven mozgékony genetikai elemeket kezdetben
,,szemét” DNS-nek gondoltak, de rajottek, hogy korantsem lényegtelen a szerepiik. A gerincesek
nagy részében mar inaktivalodtak, azonban molekuléris genetikai modszerekkel Gjra aktiv allapotba
hozhatok.

A gerinces allatok genomjanak mintegy 40%-at alkotjak ismétlédd transzpozonok és mobil
szekvencidk, melyek szétszorva talalhatok az egész genomban. A transzpozonok alapvetden két
nagy csoportba sorolhatok: az RNS és a DNS transzpozonokéba. Az RNS transzpozonok vagy mas
néven retrotranszpozonok RNS intermedieren keresztiil reverz transzkriptazt kodolva két Iépésben
helyezddnek at. Ide sorolhatok a virdlis eredetii transzpozonok, a SINE elemek (rovid szétszortan

1smétlédo elemek), a LINE elemek (hossza szétszortan ismétlodo elemek). A SINE elemek kb. 200-
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300 bp nagysaguak, tehat kis méretiiek, 10-100 ezer kopiaban talalhatok meg a haploid genomban.
A LINE elemek kb. 1000 bp hosszuak, amelybdl a fele (500 bp) kodolja a SINE elemek
mobilizaldsdhoz sziikséges reverz transzkriptdz enzimet. Az RNS alapu transzpozonok
felhasznalasa a biotechnoldgiaban eszkozként nem terjedt el annyira, mivel felépitésiik ¢és
mukodésiik bonyolultabb, mint a DNS alapu transzpozon rendszereké (CALLINAN és mtsai, 2006).
A DNS transzpozonok mérete atlagosan 1000-5000 bp. 5° és 3’ terminalis ismétlodést
tartalmaznak. Miikodésilikhoz elengedhetetlen az aktiv transzpozaz, mely a szekvencia kivagasédhoz
¢s masolasahoz sziikséges, illetve a két terminalis rész, amely a beillesztést segiti. Integracio soran a
célszekvencia megduplazodik, mely minden DNS transzpozon ismertetdjegye. Két nagy csaladba
oszthatok, attol fiiggden, hogy replikalodnak-e az inszerci6 soran. A nem replikalodo csalad tovabbi
alcsaladokra oszthatdé a bazissorrend, a terminalis ismétl6dés, valamint a célszekvencia-
duplikélodéas bazissorrendje alapjan. Milkddési mechanizmusuk a kivagodas-beillesztés. Mivel
egyszerli felépitésiiek, jol jellemzettek, a mai biotechnoldgidban mint eszkdzdket hasznositjak

mindenhol, ahol DNS beépitésre sziikség lehet (MARTIN MUNOZ-LOPEZ és mtsai, 2010).

2.8. A DNS transzpozonok felhasznalasa transzgénikus allatok

eloallitasara

Rengeteg transzpozonrdl kimutattdk, hogy képes katalizalni transzpoziciot gerinces és egyeb
allati szervezetekben. A rovar eredetli piggyBac és Minos emlds sejtekben miikodik, a Sleeping
Beauty (SB), Frog Prince, Hsmarl, Harbinger3 DR is alkalmazhatdo az tjraaktivalas utan
gerincesekben. A Toll és Tol2 szintén gerincesekben mitkodoképesek. Ac/Ds transzpozon pedig
zebradanioban jelent jarhato utat. Ahhoz azonban hogy transzgénikus éldlényeket hozzunk létre
transzpozonok segitségével, nem elég hogy milkddnek a megfeleld sejtekben. Sziikség van arra is,
hogy ezt megfeleld hatékonysaggal tegyék meg. Ennek hidnydban nem érdemes dolgozni veliik.
Sejtkultiraban ritka genetikai események is nyomon kdvethetdk, de ehhez megfeleld szdml embrio
nem all rendelkezésre gerinces allatokbol. Transzgénikus kisérletekben a transzpozazt altalaban
mRNS forméban juttatjdk be a koinjektaldas modszerével a petesejtekbe/zigotakba. A fenti
modszerrel sikeriilt transzgénikus halakat 1étrehozni Tc3, Mosl, Tol2 és SB transzpozonokkal,
transzgénikus karmosbékat SB és Tol2 rendszerrel, transzgénikus egereket SB, piggyBac, Tol2
transzpozonokkal. A fenti kisérletek részletes leirasat lasd Ivics és 1zsvAk 2010-ben megjelent
cikkében.
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2.9. A Sleeping Beauty jellemzése és alkalmazasa transzgénikus

teriileten

A transzpozon rendszerek koziil kiemelkedden fontos a Sleeping Beauty rendszer, melyet
2009-ben az év molekuldjanak valasztottak. Felfedezdjiik egy kiilfoldon és hazankban egyarant
aktiv kutatopéros, Izsvdk Zsuzsanna és Ivics Zoltan. A két magyar szerzé halfajok genomialis
vizsgalata soran bukkant rd a gerincesek torzsfejlédése soran inaktivalodott TCl/mariner tipusu
transzpozonra. Ez a tipus elég gyakori, a human genom 3%-at alkotja, kb. 20.000 inaktiv ilyen
tipusu transzpozont hordozunk. Molekularis biologiai modszerekkel (mutagenezissel) aktivaltak
(Ivics és mtsai, 1997). A molekulat tovabbfejlesztették, ¢és tovabbi mutagenezis 1épésekkel
aktivitisat szazszorosara novelték. Igy mar alkalmassa valt transzgénikus allatok létrehozéasara
(MATES és mtsai, 2009). A Sleeping Beauty transzpozon hordozza minden DNS transzpozon
alapvetd vonasait, az I. ,nem replikal6dd” osztilyba tartoznak. Célszekvencidjuk mindig AT
dinukleotid, ezért beépiilése gyakorlatilag véletlenszeriinek tekinthetd (200 millié potencidlis
beépiilési helye 1étezik).

A rendszer segitségével sikeriilt transzgénikus zebraddnidt, transzgénikus kétéltiit
(Xenopus), transzgénikus egeret és patkdnyt, tovabba célzott génmodositast egér €s patkany
esetében 1étrehozni (IvICS és 1zSVAK, 2010). Legujabban transzgénikus, célzottan génmoddositott

sertést is létrehoztak felhasznalva a Sleeping Beauty technoldgiat (GARRELS és mtsai, 2011).

2.10. A Sleeping Beauty transzgenezis nyulban

A Sleeping Beauty transzpozont a godolléi  Mezdgazdasagi  Biotechnologiai
Kutatokozpontban — a vilagon elséként — felhasznaltdk transzgénikus nyulak létrehozédsara. A
transzgenezis soran a mesterséges CAG promoter szabalyozasaval a sarga fluoreszkald gén egy
specifikus forméjat (Venus protein) expresszalattak a nyulak minden sejtjében. A Sleeping Beauty
transzpozazt RNS forméban koinjektaltdk a markergén konstrukcidoval egyiitt egysejtes
nyulzigdtakba. A transzgenezis hatasfoka jelentdsen meghaladta a hagyomanyos mikroinjektalasos
transzgenezis hatasfokat. Ez esetiikben 15%-0s hatékonysagot jelentett a megsziiletett utdodok
esetében. Kisérleteinkben a fenti nyulakban vizsgaltam a transzgén oOroklédését, valamint a

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

3.1.  Genomialis DNS izoldlasa nyul szévetekbol

A genomidlis DNS tisztitasdhoz LAIRD és mtsai (1991) modszerének modositott valtozatat
hasznaltuk. A nyul kiilonb6z6 szoveteibdl szarmazd mintdkat 55°C-on egy éjszakan keresztiil
razattuk lizis pufferben (50mM Tris pH 8.0, 10mM EDTA, 10mM NacCl, 1% SDS, 0.1 mg/ml
Proteinaz-K). A megemésztett szoveteket centrifugaltuk (1 perc, 13000 rpm), majd a feliiliszot 250
ul fenollal és ugyanennyi kloroformmal extrahaltuk, végiil centrifugaldssal szétvalasztottuk a
fazisokat. Levagott hegyu pipettaval a vizes fazist atmértiik j csovekbe, majd hozzaadtunk 500 pl
izopropanolt és 10 percig centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk, és a fehér alsé csapadékot 1 ml
70%-o0s etanollal mostuk. Ujabb centrifugalas utan az etanolt eltavolitottuk, majd megszaritottuk a
mintakat. A kiszaradt mintat 50 pl MQ vizben feloldottuk. A feloldott DNS koncentracidjat ezutan
spektrofotométerrel megmértilk (Nanodrop ND-1000), majd vizzel bedllitottuk 100 ng/ml

koncentraciora.

3.2.  Teljes RNS izolalasa nyul szovetekbol

A frissen fagyasztott nyulszovetmintakat a Qiagen RNeasy® Plus Mini kitjével izolaltuk,
mely tartalmaz genomi DNS eliminator oszlopokat is. A tisztitast a kit utasitasai szerint végeztiik. A
pontos protokoll megtalalhaté a gyarté honlapjan (http://www.giagen.com). A mintakat guanidin-
isothiocyanat pufferben homogenizaltuk Precellys homogenizatorral, majd a genomi DNS
eliminaldsa utan RNS ko6t oszlopra vittiik fel. Mosasi 1épések utan a tiszta RNS-t RN4z mentes

vizzel elualtuk az oszloprol 30 pl térfogatban, majd spektrofotométerrel megmeértiik a

crer

3.3.  Nukleinsav elektroforézis
A DNS horizontalis agardz gélelektroforézist a standard technikdnak megfelelden végeztiik
el. A PCR termékeket 2%-os rutin agar6z gélben (Invitrogen) futtattuk és etidium-bromiddal

festettiik meg 0,25 ng/ml koncentracidban.

3.4.  Fehérje izolalas
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A frissen fagyasztott nyulszovet mintdkhoz 7-8 térfogatnyi jéghideg PBS-t adtunk (foszfat
pufferelt sooldat). A szdveteket keramiagolyds Precellys homogenizatorral 5000/perc razatassal 20
masodpercig homogenizaltuk, majd lecentrifugaltuk. A felsé fazist minta pufferrel (1.2 g SDS, 6
mg bromfenolkék, 4.7 ml glycerol, 1.2 ml Tris 0.5M pH 6.8, 0.93 g DTT/10 ml) 5 percen keresztiil

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

3.5.  PCR (Polimeraz lancreakcié)

Polimeraz lancreakci6, a DNS szakaszok in vitro enzimatikus felszaporitasa, amplifikacioja
héstabil DNS polimerédz felhasznéaladsdval. A PCR reakcidé harom 1épésbdl all, a DNS olvadasabol
(denaturaciobol), a primerek kotddésébol (annealingbdl) és a polimerizaciobdl (extenziobol). Ez a
harom szakasz ismétlédik 30-40 alkalommal.

A PCR koriilmények: 100 ng templat DNS, 20 pl végtérfogatban; RedTaq ReadyMix, mely
primereken és a templaton kiviil minden sziikséges anyagot tartalmazé mastermix 10 pl, Primerek
0.4 uM végkoncentraci6 primerenként. Az amplifikalas koriilményei: 4 perc kezdeti denaturalés
94°C-on; 30 masodperc 94°C, 30 masodperc 60°C, 30 masodperc 72°C, 30 cikluson keresztiil, majd
72°C 3 percig.

3.6.  Felhasznalt oligonukleotidok

RT-PCR kontroll primerek:
GAPDHnNy-F 5’ caacatcaagtggggtgatg 3’
GAPDHnNy-R 5’ gaggcagggatgatgttctg 3’

Venus gén kimutatasahoz hasznalt oligonukleotidok a genomi PCR-ben:
Venus_gF 5’ gtcctecttgaagtcgatge 3°
Venus_gR 5’ gctacgtgcaggagagaace 3’

Venus gén jellemzéséhez felhasznalt oligonukleotidok az RT-PCR reakcioban:
Venus rF 5’ ggtcectettetegttaggg 3°
Venus_rR 5’ tacaagaccagagccgaggt 3’
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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 végeztiik el, a gyartd
utasitasainak megfeleléen. A kit MultiScribe reverz transzkriptazzal dolgozik, random hexamereket
hasznalva. Reakciokoriilmények: 25°C 10 perc, 37°C 120 perc, 85°C 5 perc. A cDNS
szintetizalasat kovetden elvégeztiik a kivant minta amplifikdlasat 1 pl atirt cDNS-b6l, a 3.4.-es
fejezetben megadott reakciokoriilmények kozott. A Venus amplifikdlasahoz az Venus_rF és
Venus_rR primereket hasznaltuk, endogén kontrollként hasznalva a GAPDhny-F és GAPDhny-R
primereket.

3.8. Western hibridizacio

A transzgén expresszidjanak vizsgalatat protein szinten Western blot analizissel végeztiik. A
minta eldkészitését kovetden (3.3. fejezet) a fehérjéket 10% SDS-poliakrilamid gélen
elvalasztottuk. Tomorité gél: 0.5 M TrisCl 0.4% SDS, pH 6.8; szeparaldé gél: 1.5 M TrisCl 0.4%
SDS, pH 8.8. A gélt 0.5% SDS tartalmt Tris-glicin pufferben (Sigma, pH 8.3), 25-35 mA
aramerdsség mellett futtattuk. A fehérjemintak szétvalasztasa utan a gélt 2x15 percig transzfer-
pufferben (16.67mM Tris, 128mM glicin, 10% metanol) mostuk és a blottolashoz elékészitettiik a
Hybond-p membrant, amelyet 2 percig metanolban, 5 percig desztillalt vizben, végiil 15 percig
transzfer-pufferben nedvesitettiink. A fehérjéket transzfer-pufferben, elektromos blottold
késziilékkel vittiik at a membranra. A késziilék hasznalata sordn 30 percig 100 V fesziiltséget
allitottunk be. A blottolas utan a membrant 1 oran keresztiil TBS-T pufferben (Tris pufferelt
sooldat, 0.05% Tween 20 detergens) blokkoltuk, amelyben 5% zsirmentes tejport oldottunk fel. A
membranra atvitt fehérjét a GFP/EGFP/Venus ellen termelt ellenanyaggal 1:250 higitasban
reagaltattuk egy oran keresztiil ugyancsak 5% tejpor tartalmi TBS-T pufferben. Az inkubalast
kovetéen a membrant 4x10 percig TBS-T oldatban mostuk. A megkotddott elsédleges ellenanyagot
peroxidazzal kapcsolt, szamarban eldallitott anti-kecske IgG antitesttel (Abcam) inkubaltuk 1:2000
higitasban, majd ismét 3x10 percig TBS-T pufferrel mostuk a membrant. A megkdtodott
masodlagos antitestet luminol alapi kemilumineszcencias szubsztrat oldat (0.25 mg/ml luminol, 33
pug/ml para-kumarinsav, 0.01% H,0,, 0.01M Tris/HCl pH 8.5) hozzaadasaval detektaltuk

(Amersham). A kemilumineszcens jelek elohivasdhoz Hyperfilm (Amersham) filmet hasznaltunk.
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3.9. Az YFP fehérje detektalasa lampaval

A Venus fehérje a sargan vilagitdo fehérje (Yellow Fluorescent Protein) egy specialis
valtozata, egy riportergén, melyet mesterségesen allitottak elé (SHANER és mtsai, 2005) Aequorea
victoria kristalymedizabdl. Segitségével vizualisan konnyedén kimutathatok azok a transzgénikus
egyedek, melyek expresszaljak a gént. Sotétben megfeleld lampéaval megvilagitva, specialis sziirén
keresztiil vizsgalva zdldes-sargan vildgitanak az allat azon részei, amelyek kifejezik a transzgént.
515 nm hulldmhosszu fénnyel gerjesztve 528 nm hullamhosszu fénykibocsajtas tapasztalhato. A
specidlis lampa ¢és szird a Biological Laboratory Equipment, Maintenance and Service Kft.

termékei.

3.10. A transzgénikus allatvonalak fenntartasa és szaporitisa

Az alapitd transzgénikus nyul egyedeket vad tipust egyedekkel keresztezve hemizigota
F1 hemizigota egyedeket egymdssal keresztezve 1étrehozzuk az F2 utédokat, melyek kozott mar
homozigéta utdodok is vannak a transzgénre nézve. Csak azt a vonalat fogadjuk el valodi
transzgénikusnak, amelyben a transzgén az F1 generaciot kovetéen mendeli torvények szerint
oroklodik, tehat kb. 25% homozigéta, 50% heterozigota és 25% vad tipust. A transzgénikus

vonalakat legegyszeriibben homozigodta vonalak formajaban tartjuk fent.

17



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A transzgén (Venus) kimutatasa az alapité utédaibol

Az alapito transzgénikus egyedeket vad tipust nyulakkal mesterségesen termékenyitettiik,
majd az adott parositasbol megsziiletett utddokat molekularis elemzésnek vetettiik ald. A
vizsgalatok az alapité egyedben meglévd Venus transzgén kimutatasat céloztak. A transzgént PCR
modszerrel mutattuk ki. A molekularis elemzéshez specifikus oligonukleotid primereket terveztiink
a transzgén kodold szakaszara Primer3 web alapil szabad felhasznalasu szoftverrel. A tervezés
sordn a program egy 130 bp hosszusagu specifikus fragmentet feltételezett. A tervezést kdvetden az
oligonukleotid primereket leellendriztilk, hogy nem képesek-e mashova is kapcsolodni a nyul
genomban. Mivel a nyul teljes genomja ismert, ezért ez a feladat kdnnyen kivitelezhetd. Az
ellendrzéshez az UCSC genomszerver Blat programjat hasznaltuk (www.genome.ucsc.edu).

Az utodokban elvégeztiilk a PCR elemzést, majd a mintakat agar6z gélben elvalasztottuk, és
az eredményérdl fényképet készitettiink. Egy reprezentativ vizsgalat eredményét mutatja az . kép.
Az SB3JT alapité egyed 5 utddja, az alapitod, valamint egy negativ kontroll, vad tipusu nytl PCR

eredménye lathat6 a képen.
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1. kép: Az SB3JT alapito utodainak tesztelése PCR modszerrel. 1. DNS létra, 2-6
utodok, 7-negativ kontroll, 8-alapito egyed (pozitiv kontroll)

A kisérletbdl jol lathato, hogy az SB3JT alapitd egyes utddaiban ugyaniugy kimutathatd a
transzgén jelenléte, mint az alapitd egyedben. A tesztelt 6t utddbol harom transzgénikus volt, ami
azt mutatja, hogy a transzgén atadasa a kovetkezd generacioba jo hatékonysaggal torténik. Ez
nagyon fontos felismerés, mivel a nyul estében nem minden transzgénikus modszer alkalmazasaban

tapasztalhatd ugyanez. Lentivirus alapu transzgenezissel nagy hatékonysaggal lehet transzgénikus
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alapitokat létrehozni, ezek majdnem mindegyike mozaikos forméban hordozza a transzgént,
rdadasul a kovetkezd generacidba csak kisebb mint 1% valdsziniiséggel jut be a transzgén (HIRIPI és
mtsai, 2010). A hagyoményos transzgenezis esetében nincs ilyen probléma, azonban a hatésfoka
nagyon alacsony. Fenti kisérletiink igazolta, hogy a Sleeping Beauty medialta transzgenezis — mely

nagyon j6 hatékonysaggal rendelkezik — képes a transzgén atadasara a kovetkezd generacioba.

4.2. A transzgén utodlasanak megyvitatasa, osszevetve a varhato

mendeli aranyokkal

Az 6roklédést ezt kovetden részletesen is megvizsgaltuk. Osszesen 4 alapitot tartottunk meg,
ebbdl egy ndstény alapitotél még nem sziiletett egyetlen utdod sem, ugyan harom egymast kovetd
mesterséges megtermékenyitést végeztek el rajta. Egy alapité pedig még nem volt ivarérett a
vizsgalatok idején, igy két transzgénikus alapit6 egyed Osszes F1 utodjat teszteltiik PCR modszerrel.
Az SB3JT alapité 68 utddjat, mig az SB3JTBT 27 utédjat vizsgaltuk meg. A vizsgalatok
eredményeit a 3. tablazat tiinteti fel. A tablazatban az alapitoktol szarmazd Osszes egyed
megtalalhato, valamint koziiliik a pozitiv utddok szama. Jol lathatod, hogy mindkét vonal esetében a
transzgénikus (pozitiv) utdédok szdma kissé¢ elmaradt a mendeli 6roklddés szerint vart értéktdl. F1
generacioban a transzgénikus utodoknak a fele varhatéan hordozza a transzgént. A mendeli
szamaranyoktol torténd eltérés valdszinli oka az lehet, hogy az alapitok kis mértékben mozaikosak.
Ez, mint mar emlitettem azt jelenti, hogy az allat nem minden sejtjében talalhatd6 meg a transzgén.
A fenti probléma azonban nem a transzpozon kozvetitett transzgenezis sajatja, sokkal inkabb a
nyulra, mint fajra jellemzd. A transzgén beépiilésnek az egysejtes stadiumban kell lezajlania,
kiilonben mozaikos lesz az alapitd. Esetlinkben az alapitok kismértékii mozaikossaga vizualisan is
megfigyelhetd. A nyul korai embrionalis fejlédése rendkiviil gyors, az egyik leggyorsabb az
emlésok kozott, igy az egysejtes idészak is viszonylag rovid (SULTANA ¢s mtsai, 2009). Emiatt
rovidebb 1dd 4ll rendelkezésre a transzgén beépiilésének. Ez jellemzd a lentivirusos nytl
transzgenezisre, valamint a hagyoméanyosan mikroinjektalassal 1étrehozott transzgénikus alapitokra
egyarant (CASTRO ¢és mtsai, 1999). Az eltérés a mendeli ardnyokt6l azonban nem szamottevd, igy

kijelenthetjiik, hogy a transzpozonokkal torténd génmodositas jol hasznalhato transzgenezisre.
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3. tablazat: A Venus transzgén oroklodeésének részletes vizsgalata

Vonal neve | Utddok szama | Pozitiv utédok szama Mendeli 6roklodés szerint varhatod

utodok szama

SB3JT 68 25 34

SB3JTBT 27 10 13

4.3. A transzgén detektalasa kiilonboz6 szovetekben RNS szinten

A transzgén kimutatasat RNS szinten RT-PCR, reverz transzkripciot kovetd polimerdz
lancreakcioval vizsgaltuk. Az RT-PCR reakcioban hasznalt oligonukleotidok génspecifikusak,
azonos modon terveztiik, mint az 4.1. fejezet primereit.

Az RT-PCR primereket célszerii szomszédos exon-intron hatdrok kozelébe tervezni, igy
konnyen kimutathat6 az esetleges DNS szennyezddés a mintakban. Az altalunk hasznalt Venus
génkonstrukci6 azonban nem tartalmaz introni szekvencidt a Venus génben, igy a génspecifikus
primer tervezésénél erre nem volt modunk. Ezért az RNS izoldlds soran DNaz kezelést
alkalmaztunk, valamint az endogén kontroll primer esetében mar Ggy jartunk el, hogy az esetleges
DNS szennyezddés mas méretli fragmentet hozzon létre, mint a ¢cDNS-rdl kapott amplikon. A
kisérlet eredménye a 2. képen lathat6. Vizsgalatainkba bevontuk az agy, sziv, tiido, maj, 1ép, vese,
here, hasnyalmirigy, izom, bdr és vékonybél mintakat, valamint egy nem transzgénikus nyul
majabol szarmazd kontroll mintat is. A kisérletet ugy terveztiik, 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 Osszes szOvetben erds transzgén eredetli expresszio tapasztalhato.
Mivel az éltalunk hasznalt génkonstrukcid olyan promotert hasznal, mely gyakorlatilag minden
sejtben mukodik, igy a kapott eredmény megegyezik a varhatdo eredménnyel. A CAG szabalyoz6
szakasz melyet hasznaltunk, egy mesterséges promoter, mely a viralis eredetli CMV alap promotert
és egy csirke Béta-globin enhancer elemet hordoz. Amellett, hogy széleskorti, altaldban erds
expressziot is biztosit, melyet mutat az RT-PCR kép is, annak ellenére, hogy nem kvantitativ. A
fenti promodter hagyoméanyos mikroinjektalas esetén is jol miikodott nyulban, ezért esett rd a

valasztas (TAKAHASHI és mtsai, 2007).
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2. kép: Az SB3JT alapito genomi PCR alapjan pozitiv transzgénikus utodjanak
szovetspecifikus RT-PCR vizsgadlata Venus specifikus primerrel. 1. és 14. DNS létra, 2-12
szoveti mintdk a kovetkezo sorrendben: agy, sziv, tiido, mdj, lép, vese, here, hasnydlmirigy,

izom, bor és vékonybél, 13. vad tipusu nyul maja - negativ kontroll.

Fontos eredmény, hogy a transzgén megjelenik mindharom eredetli csiralemezben. Ez
valdsziniisiti, hogy az altalunk nem vizsgélt kisebb szovetek is hordozzak és megjelenitik a
transzgént. A kisérlet mellé¢ elvégeztik a mintdk reverz transzkriptdz mentes Aatirdsat, és
felszaporitasat, de természetesen ezekben a mintakban nem kaptunk semmilyen jelet sem. (Ez az
adat nem keriil bemutatasra.)

Az atirt cDNS-ekrdl a kovetkezd 1épésben endogén kontroll PCR-t is végeztiink. Endogén
kontrollként a GAPDH (glicerinaldehid-foszfat-dehidrogenaz) gént hasznaltuk (3. kép). Ez egy
ugynevezett haztartasi gén, tehat minden sejt expresszalja és gyakorlatilag minden fejlodési
fazisban megtalalhat6. A felvételen az agy, sziv, tiid6, maj, 1ép, vese, here, izom és vékonybél
szovetekben lathato a gén kifejezOdése, a 1étra masik oldalan pedig a negativ kontroll majszovet
volt. Erdemes megfigyelni, hogy az azonos mennyiségii cDNS-16] itt sokkal gyengébb jelet kapunk,
mint a transzgén esetében. Ez egyrészt koszonhetd a haztartasi gének altalaban folyamatos, de nem
tul erds expressziojanak, masrészt az erds CAG promoternek. A kapott jel minden esetben a cDNS-
re jellemzd, nem tapasztaltunk a DNS-re jellemzd nagyobb molekulastlyu jelet, ami az RNS

tisztasagat is mutatja. Itt sem mutatjuk be a transzkriptdz mentes kontrollokat.
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3. kép: Az SB3JT alapito genomi PCR alapjan pozitiv transzgénikus utodjanak
szovetspecifikus RT-PCR vizsgadlata kontroll primerrel. 10. DNS létra, 1-9 széveti mintdk a
kovetkezo sorrendben: agy, sziv, tiido, mdj, lép, vese, here, izom és vékonybél, 11. viz -

negativ kontroll.

Vizsgalatainkat kiterjesztettiik 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.

4.4. A transzgén Kifejezédésének vizsgalata fehérje szinten Western

hibridizacioval

A transzgén kifejez0dése RNS szinten nem feltétleniil jelenti a transzgénrdl torténd fehérje
megjelenését is. A fehérje megjelenésének vizsgalatat Western hibridizaciéval vizsgaltuk. A
fehérjét GFP/EGFP/Venus specifikus poliklonalis antitesttel hibridizaltuk, az anyag és modszer
részben leirtak szerint. A 4. képen az eldhivott felvétel lathato. A kivélasztott szovetmintak (tiidd,
m4j, sziv, vese, bOr) mind pozitiv eredményt adtak, az utols6 minta negativ maéjszovetbdl
szdrmazott. A transzgénrdl atirddott fehérjének 30 kDa nagysagunak kell lennie és ez is megegyezik
a pozitiv szovetek eredményeivel. A rovid el6hivasi id6 (2 masodperc), €s az antitest jelentOs
higitdsa is mutatja, hogy a gén kifejez6dése fehérje szinten is erdsnek mondhat6. A fentiek

igazoljak, hogy a transzgénrdl intakt fehérje képzddik.
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4. kep: Az SB3JT alapito pozitiv transzgénikus utodjanak Western hibridizdcios vizsgalata.
1-5 széveti mintak a kévetkezé sorrendben: tiido, maj, sziv, vese, bor, 6. vad tipusu nyul

mdja — negativ kontroll.
4.5. A transzgén kifejezodésének vizualis megjelenitése

Kisérleteinkben a termeltetett célgén a Venus nevll riportergén volt. A technolodgiai
fejlesztéseknél, mint esetiinkben célszerli riportergéneket alkalmazni, mivel kdnnyen nyomon
kovethetdek. A zold fluoreszcens fehérje és az ebbdl szarmaztatott egyéb fehérjék, mint a Venus
fehérje raadasul €16 szoveti kdrnyezetben is alkalmasak a vizsgalatokra. A megfeleld gerjesztd fény
hatasara a transzgént kifejez6 szervek ,,vildgitanak™.

Esetiinkben kivancsiak voltunk, hogy a transzgén kifejez0dése mikor indul meg az
embrionalis fejlddés soran. A kisérlethez ndstény nyulat szuperovulaltattunk, majd a
szuperovulaltatas HCG 1épését kovetden transzgénikus bak spermdjaval mesterségesen
termékenyitettiink. Masnap egysejtes zigotakat gyiijtottiink a ndstény petevezetdjébdl, majd 37°C-
on 5% CO, mellett PBS+20% FCS-ban (Fetal Calf Serum) tenyésztettiik a zigotakat. Az embridkat
fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk kiilonb6z6 stadiumokban, és megallapitottuk, hogy
legkorabban késéi morula (szedercsira) allapoti embrioban lehetséges a transzgén detektaldsa.
Legkorabban fényképezhetd expresszidt a blasztociszta (hdlyagesira) allapotban sikeriilt kapni (5.
kép). Ez 0sszevag masok eredményeivel, ahol a CMV tipusu promoterek legkorabban morula —
blasztociszta allapotban expresszaltik a transzgént nyulban. Erdemes megemliteni, hogy a nyul
sajat génkifejezddése 8 sejtesen indul, addig a petesejt citoplazma RNS molekulait hasznositja az
embrio. Ez az atkapcsolds mas fajokban (pl. egérben) kordbban megtorténik, mar a kétsejtes
allapotban.

Az 5B képen jol lathato, hogy az UV fénnyel megvilagitott embridban az embridcsomo és a
trofektoderma sejtjei is expresszaljak a transzgént. Ez azt feltételezi, hogy nemcsak a megsziiletett

utdd testi sejtjei, hanem az extraembriondlis szovetek is kifejezik majd a transzgént.
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3. kép: Blasztociszta allapotii embriok expressziojanak detektalasa fluoreszcens mikroszkoppal. A —
normal megvilagitas, B — UV megvilagitas, C —kevert kép.
A fenyképeket Dr. Gocza Elen készitette.

A megsziiletett utddokon is megfigyelhetjiik UV fényben a transzgén jelenlétét. A 6. képen
napos nyulak lathatéak. A kép els6 felén természetes fényben elhelyezve lathatoak a fiokak, ilyen
fényviszonyok kozott nem fedezheto fel kiillonbség a transzgénikus és a negativ egyedek kozott. A
masik oldalon ugyanazok a kisnyulak lathatoak UV fénnyel megvilagitva. Megéllapithatjuk tehat,
hogy ebben az esetben a két sz¢€ls6 fidka transzgénikus, és a transzgén lampaval torténd kimutatasa
konnyen megoldhato.

Az altalunk vizsgalt két transzgénikus vonal minden egyes utddat alavetettiik a lampaval
torténd transzgén detektalasnak, majd ezt kovetéen eredményeinket Osszevetettiik 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 detektalhatéoan pozitivak, mig a negativok
mindkét esetben negativok maradtak. Ez nagyon fontos eredmény, ami azt mutatja, hogy minden
allat, mely hordozza a transzgént egyben expresszdlja is azt. Lentiviralis transzgenezis esetén
(PFEIFER ¢és mtsai, 2009), és hagyomanyos mikroinjektalasnal is eléfordul, hogy bizonyos utédok
annak ellenére, hogy transzgénikusak nem expresszaljak a célgént, mig mas utdédok igen. Ennek oka
leggyakrabban a DNS metilaciohoz kothetd transzgén csendesités. Transzgén csendesitést a mi

esetiinkben egyetlen alkalommal sem tapasztalhattunk.
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6. kép: Kisnyulak normal (A) és UV (B) megvilagitas mellett.
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5. KOVETKEZTETESEK

A Mezogazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpontban sikeresen alkalmaztdk — elséként a
vildgon — a transzpozon iranyitotta transzgenezist hazinyulban. Kisérleteinkben mi azt vizsgaltuk,
hogy a bevitt transzgén hogyan 6roklédik, és hogyan fejezddik ki az utodokban RNS és fehérje
szinten.

Megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt riportergén nagyon jo hatékonysaggal jutott a
kovetkezd generacioba. Bar az arany kissé eltér a mendeli 6roklodés szabalyainak varhato értékétol,
de ez annak koszonhetd, hogy az alapité egyedek mozaikosak voltak.

RT-PCR vizsgalataink bizonyitottdk, hogy a transzpozon altal bevitt transzgén az utdédok
minden vizsgalt szovetében megjelenik. A vizsgalt szovetek mind a harom csiralemezt
reprezentaljadk. Az expresszid magas szintli volt. Fehérjevizsgalataink minden vizsgélt szovetben a
megfeleld méretii, érett fehérje megjelenését mutattak ki.

A fehérje vizualis megjelenitése alapjan kijelenthetjiik, hogy azon utodok, melyek
hordozzdk a transzgént, egyben expresszaljak is azt, tehat a vizsgalt transzgénikus vonalak
egyikében sem tapasztaltunk transzgén csendesitésre utalé nyomot.

Kisérleteink alapjan kijelenthetd, hogy a Sleeping Beauty transzpozon medidlta
transzgenezis nyulban nemcsak egy nagyon hatékony transzgénikus technika, hanem konnyen
orokithetd a kovetkezd generacidoba, magas szintli expresszio €rhetd el mind a harom csiralemezben
RNS ¢és fehérje szinten egyarant, és a moddszer mentes a transzgén csendesités hatranyos

fellépésétol.
A tovabbiakban vizsgalatainkat szeretnénk RNS szinten Kkiterjeszteni, €s kvantitativ

modszerekkel is meghatarozni az expresszios szinteket a YFP-re tervezett specifikus TagMan

probaval.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az emldsallatok genetikai anyagénak megvaltoztatasa fontos alap-, és alkalmazott
kutatasokat érinté feladat. Bizonyos emldsallatokban, a hagyomanyos transzgénikus modszer, a
DNS mikroinjektalas jo hatékonysaggal miikodik. Mas fajokban, mint példaul a hazinyalban, a
transzgenezis hatasfoka nagyon alacsony. Ugyanakkor bizonyos betegségek modellezésére (példaul
egyes szivbetegségek, érelmeszesedés) a transzgénikus nyulak alkalmasabbak, mint az egér. Ezért
fontos feladat a hazinytl esetében a transzgenezis hatékonysaganak novelése. Mivel a nyal korai
embrionalis fejlédése specialis vonasokat mutat, ezért az Uj generacids transzgénikus technikak
bevezetése sem jelenthet biztos megoldast. A lentivirus alapu transzgenezis, mely a modell- és
haziallatok tobbségénél hatékony mddszer, a nytl esetében 6roklddési €s expresszids problémakat
mutat annak ellenére, hogy az alapité egyedeket nagy hatékonysaggal lehet 1étrehozni. Munkank
soran a legtjabban alkalmazott transzpozon alapt transzgenezissel eldallitott transzgénikus nyulak
molekularis jellemzését végeztiik el.

A transzgenezis soran egy halakbol szarmazd mesterségesen hatékonnya tett transzpozont, a
Sleeping Beauty-t alkalmaztuk. Kisérleteinkben a YFP (Yellow Fluorescent Protein) riportergént
egy virdlis eredetli mesterséges szabalyozo régioval jutattuk egysejtes allapotd nyulzigotakba, a
transzpozon hatékony kozremiikodésével. A promoter biztositja gyakorlatilag minden sejtben a
fehérje kifejez0dését. A megsziiletett alapitokbol transzgénikus vonalakat hoztunk létre. Feladatom
a transzgénikus vonalakban a transzgén 6roklédésének, valamint a transzgénikus utédokban a gén
kifejezddésének vizsgalata volt.

A transzgén 6roklodését PCR alapu kimutatassal vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy az
utodokba jo hatékonysaggal adodik 4t a transzgén. Bar a varhatdé mendeli aranyoknal kisebb a
transzgénikus utdodok szdma, ez azzal magyardzhatd, hogy a létrehozott transzgénikus alapitd
enyhén mozaikos (nem minden sejtje hordozza a transzgént).

Megallapitottuk, hogy azok az utddok, melyek pozitivnak bizonyulnak, minden esetben ki is
fejezik a transzgént, azaz nem taldltunk semmilyen géncsendesitésre utaldo jelet ezzel a
technologiaval.

A transzgén szoveti megjelenését RT-PCR modszerrel vizsgaltuk RNS szinten, valamint
Western hibridizacioval fehérje szinten. Az altalunk vizsgélt szovetek mindegyikében sikertilt
kimutatni a transzgénrdl atir6do érett RNS-t valamint a fehérjét is.

Vizsgalataink bebizonyitottdk, hogy a Sleeping Beauty transzpozon segitségével alkalmazott

transzgénikus technikéval nemcsak eredményesen lehet transzgénikus nyulakat létrehozni, de a
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bejuttatott gén jo hatékonysaggal is 6roklodik, és a transzgén megjelenése a vartnak megfeleld
mértékil és mindségil.

A tovabbiakban vizsgalatainkat szeretnénk RNS szinten kiterjeszteni, és kvantitativ
modszerekkel is meghatarozni az expresszios szinteket a YFP-re tervezett specifikus TagMan

probaval.
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