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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Bacterial Artificial Chromosome (bakterialis mesterséges kromoszoma)
Chicken beta-actin promoter with CMV enhancer (csirke béta-aktin
promoter CMV enhancerrel)

Cytomegalovirus (citomegalovirus)

Cytoplasmic plasmid injection (citoplazmaba torténté mikroinjektalas)
Fluorescence-Activated Cell Sorting

Fetal Calf Serum (fetalis borjisavod)

Green Fluorescent Protein (z6ld fluorescens fehérje)

Gonadotrop Releasing Hormon (gonadoliberin))

Human Chorionic Gonadothropin

Human Immunodefficiency Virus (emberi immunhiany-el6idéz6 virus)
Intracytoplasmic sperm injection (intercitoplazmalis spermium injektalas)
Long Terminal Repeat (hossza ismétlddd végszekvencia)
Non-Homologous End Joining (nem homolog végek dsszekapcsolasa)
Nuclear Localization Signal (sejtmag lokalizacios szignal)
Overproduction Inhibition (taltermelddés-gatlas)

Open Reading Frame (nyilt leolvasasi keret)

Phosfate Buffered Saline (foszfat pufferelt fiziologias sdoldat)

Polimerase Chaine Reaction (polimeraz lancreakcio)

Pregnant Mare Serum Gonadotropin (vemhes kanca szérum gonadotropin)
Quantitative Polymerase Chaine Reaction (kvantitativ polimeraz
lancreakcio)

Somatic Cell Nuclear Transfer (testi sejtes klonozas)

Self-inactivating (6nmagat inaktivalo)

Simian Immunodefficency Virus (majom immunhiany-el6idéz6 virus)
Terminal Inverted Repeat (forditva ismétlddo végszekvencia)

Target Site Duplication (beépiilési hely kettézodés)

Ultra Violet (ultra ibolya)

Woodchuck Hepatitis Virus (mormota hepatitisz virus)

WHP Posttranscriptional Regulatory Element
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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Mikor Ereky Karoly 1919-ben (Ereky 1919) konyvében els6ként hasznalta a
biotechnologia kifejezést, még nem pont azt szertedgazé tudomanyt értette alatta, amit
napjainkban biotechnologidnak hivunk. Ereky életmtivének fontos része a nagytétényi
sertéshizlalo alapitasa, ami az 1920-as években a vilag legnagyobb kapacitasu sertésiizeme volt.
A fogalom megalkotasakor a mérndk Ereky elsésorban az ¢él6 szervezetekkel, mint
munkagépekkel valo termelést értette. Ugyanakkor, a biotechnologia masodik alappillérét abban
latta, hogy minden €16 szervezet hasonld sejtekbdl all, amely sejtek miikodését a magunk
hasznara fordithatjuk, és segitséglikkel nyersanyagokat termeltethetlink. Ezzel az alapelvvel mar
kozelitett a mai biotechnologia fogalma felé. Ereky fontosnak tartotta megismerni az ¢l6
szervezetek belsé miikodési mechanizmusait, kiillonds tekintettel a hus, tej és zsirtermelés
funkciodira, ezaltal utat nyitva alma, a hatékony ¢Elelmiszer eldallitas felé. Egész életét a
mezdgazdasagi termelés fokozasdnak szentelte, munkdssaga jO része egy nagyivli jovokép,
amely lehetévé teszi az egyre sokasodd emberiség alapelldtdsdhoz sziikséges javak
megtermelésének tokéletesitését.

A biotechnologia Ereky szerint tehat az €10 szervezetek tanulmanyozasa €s hasznalata
modellként és termékek eldallitasara. A biotechnologia napjainkban nemcsak a mezdgazdasagi
biotechnologiat foglalja magéaban, kiemelkedd szerepet tolt be az alapkutatisokban és az
orvostudomany elsddleges tdmogatd résztudomanyava valt. Mara azon célok, amelyeket Ereky
Karoly munkéssaga elénk vetitett elérhetdek a keziinkben 1évd, bar az ¢ kordban utopianak
gondolt modern biotechnologiai modszerek alkalmazasaval, mas kérdés ezek etikai megitélése.

A XIX. szazad masodik felében mar javaban folytak a késdbbi allatbiotechnologiat
megalapozd embrioldgiai vizsgalatok. A modern biotechnologiat alapvetéen kiszolgald
molekuléris biologia és rekombindns DNS technologia elterjedése viszont még varatott magara
néhany évtizedet. Miutan 1983-ban Mullis megalkotta a PCR (polimerase chain reaction) (Mullis
1986) modszerét a biotechnoldgia rohamos fejlédésnek indult és napjainkra egy onallo, vezetd
tudoménny4 nétte ki magat.

A biotechnolodgia résztudoménya a transzgenezis, amely az €16 szervezetek genomjanak
modositdsara alkalmas moddszerek halmazat oleli fel. A transzgénikus technikdk kettds
megitélésiik ellenére napjaink jelentdés tudomanyteriiletei kozé tartoznak, a transzgenezis
segitségével 1étrehozott szervezetek alkalmasak betegségek modellezésére, rekombinans fehérjék
termeltetésére, gének funkcidinak vizsgalatdra. Mara a transzgénikus ¢él6lények a

laboratoriumokbol kikeriilve a mezdgazdasagban is jelen vannak €s — akarva-akaratlan —
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belopdztak életiinkbe. Megtalalhatjuk Oket szantofoldjeiken, tanyérjainkban, de még
haziallataink kozott is.

A transzgenezis széles korli és viszonylag régota tartd haszndlata ellenére a transzgénikus
technikdk hatékonysdga nagyon alacsony, ami kifejezetten munka- és idéigényes eljarasokka
teszi ezeket, a leginkabb alapkutatasban elterjedt eljarasokat. Néhany laboratériumi allat, mint
példaul az egér és a patkany esetében ez a hatékonysag jonak szamit, tovabba elmondhato, hogy
ezen allatok tartdsa és szaporitasa kevésbé koltséges és hosszadalmas, mint nagyobb tarsaiké.
Kisebb hatékonysaggal, és nyilvanvaloan dragabban, de kivitelezhetd gazdasagi haszonallataink
transzgenezise is, a szakirodalomban megtalalhat6 tobb szaz publikdcido bizonyitja, hogy
létrehozhatunk transzgénikus sertést, szarvasmarhat, halat, baromfit, juhot és sok mas
transzgénikus allatfaj.

A nyul a laboratériumi allatok és a haszonéllatok halmazainak metszetében talalhato.
Laboratériumi modellként rendkiviil hasznos human betegségek tanulmanyozasaban, kiilonb6zo
szoveteiben pedig gyakorta termeltetiink rekombinans fehérjéket (Bdsze et al. 2003).
Filogenetikai ¢és fiziologiai szempontbol kozelebb 4all az emberhez, mint laboratoriumi
modelltarsai, az egér vagy a patkany. Sokat alkalmazott alany a reprodukcié modellezésére, és a
mikromanipulacios technikak (elémagi injektalas, embriofelezés) kiprobalasara.

A nyul genetikai moddositasarél elmondhatd, hogy ugyan régota létezik, viszont a
hatékonysdg szempontjabol még gyerekcipdben jaré mddszerek hasznalatosak a transzgénikus
nytlmodellek eldallitasara. A szakirodalomban leirt transzgénikus nytlvonalak létrehozéasanak
hatékonysaga néhany szazalék, ami nem csak iddbeli és anyagi hatranyokat hordoz magéban, de
allatvédelmi kérdéseket is felvet.

Munkam célja az volt, hogy kidolgozzak egy konnyen alkalmazhatd és az eddigieknél
nagyobb hatékonysdggal miikodo transzgénikus technologiat nytl esetében. Dolgozatomban két
masodik generacios technologiat mutatok be, ami alkalmas a nagy hatékonysagu transzgenezisre

ezen a fajon is.
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2. |[RODALMI ATTEKINTES

2.1 TRANSZGENIKUS ALLATOK

Genetikailag modositott vagy transzgénikus allatoknak nevezziik azon allatokat, amelyek
genomja valamilyen szandékos, a természetben elé nem forduld valtoztatast tartalmaz. Sziikkebb
értelemben akkor tekintjiik az allatot transzgénikusnak, ha az el6bb emlitett valtoztatast orokiti
IS. A transzgenezisnek mara sok modszerét ismerjiik €s hasznaljuk laboratoriumi allatokon. Ezek
a beavatkozasok leginkabb a korai embrionalis fejlodési szakaszokban torténnek.

EmlGsallatok transzgeneziséhez elengedhetetlen, hogy azok embridit in vitro tudjuk
tenyészteni, majd beiiltetni az allatokba. Az embriok in vitro tenyésztésére valo kisérletek mar az
1880-as években elkezdddtek. Walter Heape, az embridtranszfer uttoérdje, hajtotta végre az elsd
sikeres embri¢ atiiltetést nyulon (Heape 1891). A nyal fontos reprodukcios modell is.
Petevezetdjében ¢és méhében mds fajok embridit tenyésztették, ami az akkor még alacsony
hatékonysaggal kivitelezhetd in vitro tenyésztést helyettesitette.

A kezdeti kisérletek utan hossz idének kellett eltelnie, hogy jol miikk6do rendszerek
alakuljanak ki az embriok in vitro tenyésztésének teriiletén, amik megalapozzak és tamogatjak a
transzgenezist. Az 1900-as évek elejétdl az in vitro embriotenyésztés fejlédésnek indult és 1961-
ben mar egér embriok aggregaltatasat (Tarkowski 1961) is végre tudtak hajtani. A transzgenezis
teriiletén mérfoldkének szamit az 1966-ban kifejlesztett mikroinjektalas modszere (Lin 1966),
amelynek segitségével transzgéneket, vagy genetikailag moddositott sejteket lehet bejuttatni
embriokba. A modszer elve ¢s alapeszkozei (iiveg kapillarisok) azota sem valtoztak.

Az embridmanipulalasi eljarasok és parhuzamosan a rekombinans DNS technologia
(restrikcids enzimek, PCR, szekvenalds, Southern blot stb.) fejlédésével lehetévé valt a
transzgenezis és a transzgén beépiilésének vizsgalata. 1974-ben viralis DNS-t (simian virus 40)
jutattak egér zigotakba mikroinjektalas segitségével (Mintz et al. 1974). 1980-ban Gordon és
munkatarsai komoly attorést értek el: 1étrehoztdk az elsd, nem virélis eredetli DNS-t tartalmaz6
transzgénikus allatot (Gordon et al. 1980), amirdl a késGbbiekben azt is bizonyitottak, hogy
orokiti is a transzgént (Gordon and Ruddle 1981). Ok alkottdk meg magét a transzgénikus
kifejezést is (Murray et al. 1999), amely napjainkra gydkeres valtozason ment keresztil a

technikék fejlédése miatt.
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Az 1980-as évektol az egér elomagba torténd mikroinjektalas alkalmazasaval 1étrehozott
transzgénikus allatok hasznalata az egész vilagon ismert és tobb laboratorium altal is sikeresen

alkalmazott technikdva valt. Az egyik hires kisérlet 1982- \ GRONTH KR,

Gy, e

ben zajlott, mikor olyan transzgénikus ,,szuperegeret” hoztak
létre kutatok, ami a patkdny nodvekedési hormon génjét
hordozta transzgénként, egy m4dj specifikus promoter
iranyitasa alatt (Palmiter et al. 1982). A novekedési hormon o /
transzgénként vald bevitele kovetkeztében az allatok s | ii?}
dupldjukra néttek (1. abra). Szintén nagy sikert ,,w:;,g\ / S
konyvelhettek el Simons és munkatarsai, akik létrehoztak 1 dbra: A transzgénikus egerek a

novekedési hormon génje miatt duplajukra

egy olyan transzgénikus egeret, amely a tejében egy idegen 7#ditek a  kontroll  tarsaikhoz  képest.
(Palmiter, Brinster et al. 1982)

fehérjét (birka B-laktoglobulin) expresszalt (Simons et al. 1987). A technikat halakon is

kiprobaltak, — ahol a mikroinjektalas az embrié nagysaga miatt konnyebben kivitelezhet6 — itt is
jo eredménnyel zartak a kutatok, hiszen létre tudtak hozni példaul transzgénikus Atlanti lazacot
(Salmo salar) (Du et al. 1992).

A transzgénikus technika a nyolcvanas évek utan rohamos fejlédésnek indult, egyre tobb
allatfajt bevonva a kisérletekbe. Méra rutineljarassa valt a transzgénikus laboratériumi allatok
(egér, patkany) l1étrehozésa, de gazdasagi haszonallataink koziil is a legtobbet képesek vagyunk
genetikailag modositani (kérddzok, sertés, baromfik, halak stb).

Természetesen a hagyomanyos mikroinjektalason kiviil kiilonb6z6 mas technikakkal is
allithatunk eld transzgénikus allatokat. Az dssejtek célzott genetikai modositasaval 1étrehozhatd
kiméra allatok nagyon fontos eszkdzei mind az alap-, mind az alkalmazott kutatdsoknak.
Napjainkban elterjedt eljarasok a knock out allatok Ilétrehozasa ES sejtek és homolog
rekombinacié segitségével vagy a testi sejtes klonozds, viszont eltérd szakértelmet és
eszkozparkot igényelnek, mint a mikroinjektaldson alapuld technologidk. Nyul esetében sajnos
még nem all rendelkezésre megfeleld Gssejt vonal, igy ezeket a technologiakat még nem lehet
hasznalni ezen a fajon. Mindazonaltal a gazdasdgi haszonallataink célzott transzgenezise
egyeldre nem elterjedt (bar hosszitdvon varhatd) a jol miikodé ES sejtvonalak hidnya miatt, igy

esetiikben a mikroinjektalas és a testi sejtes klonozas a hasznalatos.
2.1.1 Mikroinjektalas

A mikroinjektalas, ami az elsd sikeres transzgénikus technikanak tekinthetd, napjaink
kifinomult eszkozeivel is ugyanugy zajlik, ahogy kitalaltak 40-50 éve (Lin 1966; Gordon et al.
1980). A frissen termékenyiilt zigota fejlédése korai, egysejtes szakaszaban két elomaggal, egy

apaival €s egy anyaival rendelkezik. Az eldmagokat egy specidlis, ugynevezett differencial

10
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interferencia optika és inverz mikroszkdp segitségével lathatova lehet tenni. A mikroinjektalast
ilyen, egysejtes, két elémagos allapotban kell elvégezni iliveg kapillarisokkal. Az embrid
rogzitése egy megfelelden kialakitott tartd kapillaris segitségével torténik. Egy masik, 1-2
mikrométer (baktérium méretii) atmérdji kapillarissal az apai eldémagba kell juttatni az injektalo
oldat néhany pikoliternyi mennyiségét. Ez az injektalo oldat tartalmazza az alacsony
segitségével alvemhes néstények petevezetdjébe keriilnek (Hiripi 2001).

A fent leirt, eldmagba torténd

Elémagi injektalas

K Rssiis mikroinjektalason (pronuclear injection, PNI)

- prpmpO P

ascet B kiviil 1éteznek kicsit konnyebben kivitelezhetd
kapillaris 4 eljarasok is (2. éabra). Ilyen a citoplazmaba
Elémagok  Zona pellucida torténé mikroinjektalas (cytoplasmic plasmid

Perivitellinaris térbe torténd injektalas .
- injection, CPI), ezt akkor hasznaljak, amikor a

G"' Lentivirus konstrukcié ~ génkonstrukciot plazmid formajéban juttatjak
' az  embridba. A plazmid  mellett
Cleeplezmabatartantiin/skslas koinjektalhatok példaul transzpozon

rendszerek, amik katalizaljdk az integraciot.

ClbiulHHDIS Ezen kiviil a perivitellinaris térbe is lehetséges

2. abra: Elémagi injektalas, perivitellindris térbe valo injektaldas, az 1nj ektalaso ekkor altalaban lentivirusokat

citoplazmaba torténd injektdlds. (modositva: Garrels, 2012) , . ,
‘ alkalmaznak a DNS célba juttatasara.

A kiilonb6z6 viralis vektorokkal torténd transzgenezis (Haskell and Bowen 1995)
hatékonysagat tekintve utolérhetetlen, viszont hasznalatdhoz magas biologiai veszélyességii
kockézatok tarsulnak (S2 biztonsagi fokozatu labort igényel). Tagadhatatlan elénye, hogy bar ez
is mikroinjektaldson alapul6 technika, az injektadlando oldatot itt csak az embriok perivitellindris
terébe kell jutatni és nem az elémagba.

Mindhérom esetben a mikroinjektalas célja a DNS bejutatdsa az embrid genomjaba, igy
ezek az eljarasok megkiilonboztethetdek a testi sejtes klonozastol (somatic cell nuclear transfer,
SCNT), vagy a sejtinjektalastol. Utobbi esetekben teljes genomokat juttatunk az enukleélt
petesejtbe és nem egy DNS konstrukciot. Létezik még olyan technologia is, amikor spermium
segitségével (sperm-mediated gene transfer, SMGT) visziink be transzgént a cél genomba, fontos
kiilonbség , hogy a donor petesejt és nem embrio. A DNS oldatban inkubalt spermium
termékenyiti a petesejtet, igy nincs sziikség konkrét mikromanipuléciora. Hasonl6 eljaras az akér
nyul esetén alkalmazhato ICSI (intracytoplasmic injection) is, amikor a spermium sejthartyajat

roncsolva, az képes lesz a DNS konstrukcio felvételére (Deng and Yang 2001). Ezt a
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spermiumot azutan mikroinjektalas segitségével a petesejtbe juttatva létrehozhatok transzgénikus
allatok (Garrels et al. 2012).

A mikroinjektalasos technikék sok hatrannyal terheltek, ilyen az alacsony hatékonysag, a
random integracid, ¢és az annak kovetkeztében fellépd esetleges pozicidhatds, vagy a
mozaicizmus, illetve a nem befolyasolhat6 kopiaszam. A mikroinjektalas hatranyai kozé tartozik
tovabba, hogy egyes fajok esetében az elémagok a citoplazmaban talalhato lipidek miatt nem
lathatok jol. Ezen fajok (sertés, szarvasmarha) embrioit a mikroinjektalast megel6zéen
centrifugalni kell (Hammer et al. 1986). Mivel a mikroinjektalt embriok recipiens nésténybe vald
iiltetése altalaban korai fejlodési stadiumban zajlik, igy nincs lehetdség arra, hogy kivalogassuk a
transzgénikus embridkat. Ez a modszert nagyon koltségessé és munkaigényessé teszi (Niemann
and Kues 2003).

A hatranyok visszaszoritasa érdekében a kilencvenes években a kutatok elkezdtek keresni
mas eljarasokat. Ekkor keriilt kifejlesztésre a spermiumok altali transzgenezis (Gandolfi 1998),
vagy az ICSI eljaras (Perry et al. 1999). Ezek a technikak sem terjedtek el széleskoriien, mert
annyit nem emeltek a hatékonysagon, hogy megérné ezeket a bonyolultabb modszereket
alkalmazni. Az ICSI-r6l viszont elmondhat6, hogy a human fertilitasi kézpontokban nagy
szerephez jut, mikor a terméketlenség a férfi spermiumanak mozgasképtelensége vagy
¢retlensége kovetkeztében all fenn.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a mikroinjektalas a transzgénikus allatok 1étrehozasanak
legelterjedtebb ¢és egyben legegyszerlibb modja. Hétranyai ellenére még mindig a
legkifizetédobb ¢€s legtobbszor alkalmazott technoldgia. A hatasfokanak ndvelésére kitalalt
lentivirus, transzpozon ¢és szekvencia specifikus nukledz technologiakon alapti modszerek egyre
sz¢élesebb korli elterjedése ¢és hozzaférhetdsége pedig biztositja, hogy tovabbra is a

mikroinjektalas maradjon a vezetd megkdzelités a transzgenezisben.
2.1.2. Transzgénikus allatok felhasznaldsa

A transzgénikus allatok felhasznilasa igen széleskorli. A torvények és a tarsadalmi
ellenérzés miatt elsdésorban kisérleti célokra hasznaljuk a genetikailag moddositott allatokat,
ugyanakkor sok, mar 1étez6 transzgénikus vonalnak folyik az engedélyeztetése kdztenyésztésbe
vételre vagy ipari, farmakoldgiai hasznositasra. Hosszi konyvek é€s cikkek szélnak az ehhez
kapcsolddo etikai kérdésekrdl €s sok — egymésnak gyakran ellentmondd — tanulmany késziil a
genetikailag mddositott organizmusok kornyezeti hatasair6l. Nem tisztem megitélni ezeket, igy a
transzgénikus 4allatok felhasznaldsdnak témakorét csak torténeti jelleggel, a teljesség igénye

nélkiil szeretném attekinteni, fOleg a mez0gazdasagi oldalra kitekintve.
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A tudosok eleinte az allattenyésztés termelékenységének fokozasara akartak alkalmazni a
transzgénikus technikdt. A huméan ndévekedési hormon génjét hordozd szuperegér példdjan
felbuzdulva, szerettek volna létrehozni hasonl6 nyulat, sertést és juhot is (Hammer et al. 1986;
Pursel and Rexroad 1993). Emberi novekedési hormon génjét juttattdk egy egér promoter
(metallothionein I) iranyitdsa alatt az egysejtes embriokba. A megsziiletetett transzgénikus
egyedeket aztan tovabbszaporitottak és vizsgaltak. A 1étrehozott transzgénikus vonalaik azonban
szamos egészségligyi problémaval terheltek voltak (Pursel and Rexroad 1993). Sertések esetében
példaul iziileti- és borgyulladas Iépett fel. Minden esetre ezek a kutatok létrehoztak az els6
transzgénikus haszonallatokat, ami mindenképpen nagy jelentdséggel bir.

A novekedési hormon transzgénként vald hasznélatat aztan a mar emlitett transzgénikus
lazacon is kiprobaltak (Du et al. 1992). Ez a
lazac egy, amigy minden halban megtalalhato
novekedési hormon génjének szekvencidjat
kapta transzgénként, ami egy szintén halbol
szarmazd AFP (anti-freeze protein) promoter
iranyitasa alatt all. A kontroll egyedekhez
képest a transzgénikus allatok fele annyi idd

(masfél év) alatt érik el a vagosulyt (4-6 kg) (3.

\ : abra). 2013-ban ezt a transzgénikus vonalat
3. dbra: Transzgénikus lazac (fent) és kontroll tarsa varhatéan az USA-ban koztenyésztésbe veszik,
(foto: AquaBounty) igy elséként engedélyeznek a  human
taplalkozasi lancba belépd transzgénikus allatot. Jol mutatja a transzgenezis elleni tarsadalmi
ellenérzést és az engedélyeztetési eljaras hosszu €s bonyolult folyamata, és a tény, hogy 24 év
telt el a transzgénikus lazac 1étrehozasa és varhatd engedélyeztetése kozott. Kimondhato, hogy a
transzgénikus allattok kdztenyésztésbe valo felvétele nehéz és iddigényes folyamat.

Szuperizmolt allatok a természetben el6forduld spontan mutaciok kovetkeztében is
léteznek. A miosztatin gén (GDF-8) egy nagyhatasu gén, ami tobbek kozott az izomtomeg
szabalyozasaért felel (McPherron and Lee 1997). Ennek a génnek a természetben is eléforduld
mutédnsai a kék belga vagy a piemonti szarvasmarha fajtak, amik ennek a nagyhatasti génnek a
kiilonbozé mutacioi kovetkeztében szuperizmoltak. Transzgenezis segitségével egyeldre csak
rendelkezd transzgénikus allatok, vagy azok normal genotipussal keresztezett F1 hibridjei, akar
mezdgazdasagilag is jol hasznosithatok lennének.

A novekedési erély fokozasa mellett funkcionalis élelmiszerek létrehozasa érdekében is

késziiltek mar kiillonb6zd transzgénikus allatok. Bar az emldsok nem képesek tobbszordsen
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telitetlen zsirsavak létrehozasara, mégis az emldés, igy az emberi Szervezetben is fontos
funkciokkal birnak ezek a zsirsavak. Ugyanakkor ndvények ¢€s alsobbrendii él6lények
tartalmazzak azt az enzimet, amivel lehetdség van szdmukra ilyen zsirsavak eldallitdsara. A
kutatok ezért a spenot egy deszaturaz génjének (FAD-2) kodolé szekvencidjaval
mikroinjektaltak sertés embriokat (Saeki et al. 2004). A megsziiletett malacok a gént
expresszaltak és kedvezdbb telitetlen/telitett zsirsav arannyal rendelkeztek human taplalkozasi
szempontbol, mint nem transzgénikus tarsaik (Niemann and Kues 2007). Nem mellesleg Saeki
¢s kutatdcsoportja volt az els6, aki in vivo allatmodellben egy novényi fehérjét expresszaltatott
sikerrel (Saeki et al. 2004). Ugyanezt a sémat kovetve hoztak létre Lai és munkatarsai kedvezd
zsirsavarannyal rendelkezé sertéseket, azzal a kiilonbséggel, hogy Caenorhabditis elegans-bol
szarmazd deszaturaz gént vittek be transzgénként a vonalba (Lai et al. 2006). Tovabbi
transzgénikus 4llatokkal folytatott kisérletek taldlhatok a funkciondlis élelmiszerek teriiletén.
Tobbféle szarvasmarha vonal 1étezik, melynek tejosszetételét megvaltoztattak, hogy kedvezdbb
legyen kozvetleniil a human taplalkozas vagy a sajtkészités szempontjabol. Ilyen vonal a Brophy
¢s munkatarsai altal 1étrehozott is, ahol a kazein fehérjék expresszids szintjét emelték meg. Az
elobbiekkel ellentétben, ebben az esetben a kazein szinteket két, a szarvasmarhaban amugy is
jelen levé gén segitségével novelték (Brophy et al. 2003).

De nem csak funkciondlis élelmiszer kialakitasa érdekében tettek a transzgénikus
szakemberek 1épéseket, hanem a kornyezetvédelem irdnyaba mutatd vonalak kialakitdsa is
megtortént. A mezdgazdasag egyik fontos feladata lenne, hogy tigy termelje meg a sziikséges
javakat az emberi taplalkozas kielégitéséhez, hogy kozben a kornyezetet nem, vagy csak
fenntarthat6 moédon rombolja. JOl tudjuk, hogy milyen messze allunk ennek megvaldsitasatol,
ezért egy nagyrészt amerikaiakbol 4llo kutatocsoport létrehozott egy transzgénikus sertést,
amivel a sertéstelepek sulyosan kornyezetterheld hatdsat csokkenthetik. A monogasztrikus
allatok, mint a sertés (és a baromfi), tragydja magas foszfor tartalml, mivel a ndvényi
takarmanyokbol szarmaz¢ fitat lebontasara képtelenek. A tenyésztésiik kozben melléktermékkeént
keletkezd tragya természetbe juttatdsa eutrofizacios folyamatokhoz vezet, ami a sertésadgazat
egyik legsulyosabb kornyezetterhelése. Az ,,enviropig” fantdzianevili transzgénikus sertést 2001-
ben mutattak be kanadai kutatok (Golovan et al. 2001). Ez a sertésvonal a nyalaban az E. coli-bol
szarmazo fitaz gént termeli, ami 75%-kal csokkenti a tragya fitat tartalmat. Az ,.enviropig”
koztenyésztésének engedélyeztetése jelenleg is folyik. Igaz, hogy az ,,enviropig” segitségével az
agazat kornyezetterhelése csokkenthetd, ugyanakkor nyilvanvaldéan nem ez a jarhato Ut a
fenntarthat6 mezdgazdasag iranyaba.

A transzgénikus allatok mezdgazdasagi felhasznélasa tehat még csak gyerekcipdben jar,

foleg ha Osszehasonlitjuk a gyogyszeripari alkalmazéasukkal. Kiilonb6zd szdveteikben
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farmakolégiai célokra eléallitott rekombinans fehérjéket termeld transzgénikus allatok egész sora
all rendelkezésre. Léteznek transzgénikus szarvasmarhak, nyulak, kecskék, amelyek a tejlikben,
vériikben termelnek rekombindns fehérjéket, példaul albumint, fibrinogént, kollagént. Ezen
fehérjék human gyogyaszati felhasznalasa sok esetben mar eljutott az engedélyeztetési eljaras
klinikai fazisaba (Niemann and Kues 2007).

Sokatmondé tény, hogy bar a fogyasztok a genetikailag modositott allatokat nem szeretik
— legalabbis tudtukkal —tanyérjukban latni, azért lakésaikba beengedik transzgénikus haziallatok
formajaban. Ilyen az Amerikdbol mara szinte az egész vilagon elterjedt transzgénikus zebrahal
(Glowfish) vagy a Tajvanbol szarmazoé transzgénikus medaka. Ezek a laboratoriumi tartalyokbol
az otthoni akvariumokba emigralt halfajok kiillonboz6 transzgénként bevitt riportergéneket
tartalmaznak, furcsdn mégis elfogadhatova valtak a térvények és kozvélemény szamara.

A mezdgazdasdgban vagy a farmakologidban hasznositott transzgénikus vonalaknal
sokkal t6bb hasznot hajtanak a laboratoériumi felhasznalast transzgénikus allatok, igaz kozvetve.
A transzgénikus allatok alkalmasak betegségmodellek létrehozésara, gének, szabalyozo régiok,
génfunkciok, fehérjék vizsgalatara ¢és termeltetésére. Tovabba lehetséges biokémiai Utvonalak
modellezése hibéas fehérjék termeltetésével vagy knock out allatok létrehozaséval. Mivel a
ragesalok kevésbé hasonlitanak az emberhez, ezért mostandban egyre elterjedtebbek a nytl,
sertés, juh, szarvasmarha modellek, amelyek sokkal jobb kozelitést adnak fiziologiai, anyagcsere
¢és ¢lettartam szempontjabodl is. Kifejlesztettek transzgénikus sertéseket az Alzheimer-kor, a

cisztas fibrozis és juh modellt a Huntington-kor vizsgalatara (Garrels et al. 2012).

Godolléi  laboratoriumunkban rekombindns fehérjék termeltetésére hozunk Ilétre
transzgénikus nyul vonalakat. Ezen fehérjék farmakologiai szempontbdl fontosak. A hemofilia-A
betegségben szenvedok nem képesek aktiv VIII-as véralvadasi faktor termelésére. A beteg
szamdra csak a tisztitott és koncentralt vérplazma, illetve az emberi sejtkulturdban termelt
gyogyhatasu fehérje jelent megoldast. Csoportunk olyan transzgénikus nyulat hozott 1étre, amely
a tejben termeli az emberi V1ll-as véralvadasi faktort. A transzgénikus allat a transzgént mendeli
uton Orokitette és a hemizigdta utddgeneracioban a fehérje aktiv formajat 3-4 ng/ml
koncentracioban termelte (Hiripi et al. 2003).

Az alkalikus foszfatdz egy fontos gyodgyaszati fehérje a Gram-negativ bakteridlis
liposzacharidok okozta megbetegedésekben. A szdvet specifikus alkalikus foszfatazt (TNAP)
nehéz megfeleléen kitisztitani huméan szérumbdl. A nyul tejben vald termeltetés egy jo
alternativa. Szintén godolléi kozremiikddéssel sikeriilt l1étrehozni olyan transzgénikus nyul

vonalat, amelyben egy eml6 specifikus promoter iranyitasa alatt a human TNAP kodolo régidja
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expresszal. A transzgén stabilan 6roklodik és a transzgénikus nyulak tejében megtalalhaté az

aktiv human szovet specifikus alkalikus foszfataz (Bodrogi et al. 2006).

Megitélésem szerint a transzgénikus allatok hasznélatdnak leginkabb elfogadott és helyes
modja az alapkutatdsban valo alkalmazasuk. A transzgenezissel megalkothatd biologiai
modellrendszerek segitségével eddig ismeretlen gének, szabalyoz6 szekvenciak szerepét
érthetjik meg, humén betegségek genetikai hatterét térképezhetjiik fel. Ezért a transzgenezis
fontos és hasznos részét képezheti a tarsadalmat segitd tudomanyoknak, amennyiben a

transzgénikus allatok 1étrehozésa csak eszkoze és nem célja a kutatasoknak.
2.2. LENTIVIRUSOK

A retrovirusok olyan burokkal rendelkezd RNS virusok, melyek sajat reverz transzkriptaz
enzimiik segitségével képesek az RNS-iikr6l DNS-t irni. Ezt a DNS molekulat aztdn a gazda sejt
genomjaba épitik (provirus), ehhez a szintén sajat kodolasu integraz fehérjéjiiket hasznalva. A
genomba beéplilve a gazda transzkripcids €s transzlacids rendszerét kihasznalva, a gazdaban j,
fert6zOképes virusok szerelddnek 6ssze (Goff 2001).

A retrovirusok jellemzden testi sejtek genomjaba integralédnak, azonban léteznek olyan
esetek, mikor a csiravonal sejtjeibe beépiilve ugynevezett endogén retrovirusokkd (ERV)
alakulnak. Ezekre jellemz0 a vertikalis transzmisszid tehat, hogy az ivarsejteken at 6roklédnek
az utddokba, ahol akar evolucids tavlatokon at is jelen lehetnek, nagyrésziik persze mutaciokon
keresztiil inaktivalodik.

A lentivirusok a retrovirusok egy génuszat alkotjak. A lentivirusoknak 6t szerocsoportjuk
1étezik, a gazdéak szerint csoportositva, altalaban gerinceseket tamadnak, azon beliil is emldsoket,
igy gazdasagi haszonallataink jelentds fertdzd agensei. A lentivirusok kiilonb6zd szervekben
okozhatnak maradand¢ fertézést és elvaltozasokat, egyik f6 jellemzdjiik a hosszl inkubacids 1do.
(A ,lenti” sz6 latinul lassut jelent.) A beépiilés el6tt ezeket a virusokat nehéz detektalni. Képesek
az osztdodd és nem o0sztddo sejtek fertdzeésére is, ami megkiilonbozteti ket a retrovirusoktol.
Utobbiak leginkabb mitotikusan osztodo sejtekbe képesek integralodni (Pfeifer 2004). RNS
genomjukban a gag, pol és env géneket kodoljak (Goff 2001), ezek hasonld funkciojuaka
retrovirusokkal. De tovabbi szabalyoz6 gének is tamogatjak sikerességiiket (pl. tat, rev)
(Desrosiers 2001), amik segitségével példaul iranyitani tudjak expressziojukat. A lentivirusok a
komplex retrovirusok altalanos génjein kiviil tartalmaznak még szabalyozo fehérjéket is, amik az
életciklusukat befolyasoljak.

Egy tipikus lentivirus genomja (ssRNS) koriilbeliil 10 kb és a gag cisztronaltal kodolt
struktirfehérjékbdl allo kapszidban taldlhatd. A kapszidban ezen kiviil helyet kap a pol génrdl
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ir6do virus specifikus reverz transzkriptaz, integraz és proteaz is (Spirin et al. 2008). A reverz
transzkriptaz enzim felelés a késObbiekben az egyszali RNS genom duplaszali DNS-re
forditasaért. A kapszid ezeken kiviil tartalmaz néhany szabalyozé fehérjét, és tRNS-t, ami a
provirus atirasaban primerként kap szerepet. A kapszidot koriilvevé burok a gazdasejt
membranjabol jon létre, de a virus két felszini fehérjéje is részt vesz a kialakitasdban. A gp41
egy transzmembran, mig a gp120 egy kiils6 alegységét képezi a buroknak. A burok és ezéltal a
virus specificitasat ezek a sejtfelszini fehérjék adjak.

A provirus génjei 5’ és 3’ iranyban is LTR-ekkel (Long Terminal Repeat) vannak
koriilvéve, ezekben az ismétldd6 szekvenciakban kapnak helyet a szabalyozo elemek (cis-acting
elengedhetetlenck, valamint egy enhancer elem és egy promoter. Az 5° LTR utan talalhaté még
két lényeges funkcionalis egység, a PBS (primer binding site) és a ¥ szekvencia. Ez utobbi a
viralis RNS dimerizaciojaért és a virus Osszepakolddas inditasaért felel. Az utolsod szabalyozd
elem egy purin-gazdag régio, amely a kiegészitd szal megirasakor jatszik szerepet (Spirin et al.
2008). Az elkésziilt provirus tehat a sajat szabalyozo szekvenciai segitségével funkcionalis
transzkripcids egységként viselkedik a gazdasejtben, és a gazdasejt transzkripcids rendszerét
felhasznalva irddnak at rdla a virus fehérjéi.

A virus genom transz elemei koziil elsé a gag gén, ez a gag prekurzor fehérjét kodolja,
amibdl egy érési folyamat soran a matrix €s a kapszid fehérjéi késziilnek. A pol gén atfedésben
van a gag-gal, egylitt alkotnak egy ORF-et, amirdl a gag-pol prekurzor fehérje termelddik. Ennek
proteolizisébdl 1étrejonnek a virus miikodéséhez sziikséges integrdz, protedz és reverz
transzkriptaz enzimek. A harmadik f6 gén az env, ez a specifikus burok felépitéséhez sziikséges
informaciokat hordozza (gp41 és gpl120). A gag €s pol génekrdl szdrmazo fehérjék érésében a
viralis proteaz, mig a kopenyfehérjék érésében a gazda sejt proteaza mikodik kozre (Spirin et al.
2008). A felsoroltakon kiviil helyet kap még a lentivirus genomban a Tat és Rev, illetve a Vif,
Vpu, Vpr és Nef ORF-je is. Ezen fehérjék mindegyike a viralis fehérjék szintézisében vesz részt
a gazda sejten beliil, tovabbi szerepiik van a virusok Osszepakolasaban €s a gazdasejtbdl vald

kilépésben (Spirin et al. 2008).
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A virus ¢letciklusanak (elsé 1épésében a burokfehérjék felismerik a majdani gazdasejt

membrénjat és sszeolvadnak azzal. Igy a

kapszid a gazdasejtbe jut, ahol @ Receptorkotés

mikrotubulus  rendszer  segitségével
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aktivitasa jatszik szerepet: RNS-fliggl 4. dbra: A lentivirusok életciklusa (Schumann 2007)

DNS polimeraz, DNS-fliggd DNS polimeraz, ¢s RNaz H, ez utobbi tavolitja el a DNS/RNS
duplexrdl az RNS szalat. A létrejott provirus ezutdn tobb virdlis ¢és gazdafehérje
Osszekapcsolodasaval egy tigynevezett preintegracios komplexet alkot, ami aktiv transzporttal
képes bejutni az akar nem osztodd gazdasejt sejtmagjaba. Ennek a komplexnek az alkotdi a
provirus DNS-en kiviil a Vpr és a matrix fehérjék is, tovabba az integraz, ami a NLS-t (nuclear
localization signal) tartalmazza. A Vpr az aktiv transzfer katalizaldsdban vesz részt, tovabba
felelds azért, hogy a sejtmagba 1épéskor a sejt G2 fazisban legyen, minthogy az 5° LTR-ben
talalhat6 viralis promoternek ebben a fazisban a legnagyobb az aktivitasa. A sejtmagba bejutva a
virus a NHEJ (non homologous end joining) mechanizmus segitségével integralodik. Ekkor
jatszanak szerepet az LTR-ekben taldlhato att ismétlddések, amiknél fogva az integrdz a
provirust cirkularizalja, illetve ezek az ismétlédések sziikségesek a NHEJ-hoz is. Az integracios
hely teljes mértékben random, nem kotott specifikus nukleotid szekvencidkhoz, igaz, a
provirusok 4ltalaban aktivan expresszalodd kromoszoma régiokat céloznak meg. Az
integralodott provirust a gazda genom expresszalja, a rdla termel6dé RNS-ek alternativ intron
kivagodasait kovetden pedig létrejonnek a virus fehérjéi. Az teljes mRNS képezi majd az uj virus
genomot a kapszidba csomagolva. Ezek a kapszidok kilépnek a gazdasejtbdl €s a fertézési ciklus
elorol kezdoédik (Spirin et al. 2008).

Ertheté médon legjobban jellemzett és 6 képviseléje a lentivirus génusznak a HIV
(human immunodeficiency virus) virus, annak ellenére, hogy a lentivirusok elsd leirt tagjat
(MVV) juhbdl izolaltak. A HIV 10 kb-nyi genomja a legtobbet tanulmanyozott RNS molekulava
valt a felfedezése ota eltelt 30 évben (Lever et al. 2004). Hozzatartozik az igazsaghoz, hogy a
szamolatlan publikédcid ellenére még mindig nem vagyunk tisztdban a HIV mindossze 9
génjének pontos mitkdodésével.

A transzgenezisben ¢és génterapiaban altalaban HIV-1 vagy SIV (simian

immunodeficiency virus) alapu vektorok hasznélatosak. Ugyanakkor sok mas lentivirusbol is
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hoztak mar 1étre vektor konstrukciokat, példaul a EIAV (equine infectious anaemia virus) a FIV
(feline immunodeficiency virus) és a BIV (bovine immunodeficiency virus) (Lever et al. 2004).
A lentivirusokon kiviil més virusokat is alkalmaznak a transzgenezis teriiletén, ilyen a
MLV, aminek a felhasznaldsa hosszu multra tekint vissza. De az adenovirusok is széles korlien
elterjedtek, mert kicsi a méretiik és sok szdvetet tudnak fertézni. Azonban a lentivirusokon
alapuld géntranszfer tekinthetdé a legbiztonsagosabbnak a virdlis vektorokkal végzett
génmodositasok koziil. A lentivirus vektoroknak jol manipuldlhaté genomjuk mellett nagy
elénylik, hogy akar 7-8 kB-nyi szekvenciat is be tudnak vinni 0sztod6 és nem o0sztddo sejtekbe

egyarant (Lever et al. 2004).

2.2.1. Lentivirus vektorok

A virusok a gazdasejtek mechanizmusait tigyesen kihasznalva képesek masolddni. Ezen
kiviil evoluciojuk alatt hatékony fegyvereket fejlesztettek ki a sejtekbe vald behatolasra, ezért
hasznosak a biotechnologia szamara, mint génbeviteli vektorok.

Az ugynevezett elsd generacids lentivirus vektorokat HIV-1 virusbol alakitottak ki
(Naldini et al. 1996), ezek a burokfehérje génjén kiviil minden viralis gént tartalmaztak. A
masodik generacios vektorokbol mar tobb gén hianyzik, a HIV virus kilenc génjébdl ezek 6tot
hordoznak. Azdta persze sok fejlesztésen mentek keresztiil a lentivirus vektorok a hatékonysag
és a biztonsag novelésének érdekében (Dull et al. 1998). A harmadik generacios, human
génterapiaban is hasznalatos, lentivirus vektorok mar csak a gag, pol és rev géneket kodoljak.

Az ugynevezett SIN (self-inactivating) vektorokban az LTR-ek koziil hianyoznak vagy
deléciokat tartalmaznak (Zufferey et al. 1998) a viralis enhancer és promoter szekvenciak, igy
lecsokken a valdszinilisége az onkogének aktivacidjanak a beépiilés soran (Pfeifer et al. 2004).
Réadasul a SIN vektorok a géncsendesitésnek sem célpontjai, hiszen nem tartalmazzak a viralis
promotert. Helyette altaldban egy konstitutiv promoter szerepel, mint a human citomegalovirus
promotere (CMV) vagy a csirke béta aktin és CMV promoterekbdl mesterségesen létrehozott
CAG promoéter. Természetesen szovet specifikus vagy indukalhatd expresszio kialakitasa is

lehetséges lentivirus vektorokkal.
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A lentivirus vektorok készitése az

egyik nagy szaktudast igényld teriilete a Virusgenom M]’-'-D'ﬂ

biotechnologidnak, mivel az értekezésnek ez )
Vektor plazmid Osszeszerel§ plazmid

nem képezi targyat, igy csak a sematikus
b TR I | =

elvét szeretném bemutatni a virusvektorok

Osszedllitasanak. Laboratériumi koriilmények G

v e . . ., Burokfehérje plazmid
kozott tranziens vagy stabil transzfekcios

rendszerekben hozzak 1étre a lentivirus is;f,i':,zlfo'é

vektorokat (5. abra). Az Ggynevezett

Osszepakold sejtvonalba (ez a HEK 293(T) s dbra: A lentvirus vektor Gsszepakold rendszer és plazmidjai
sejtvonal altalaban eleve expresszalja a rev (Pletfer 2009

gént) kotranszfektalnak harom kiilonb6z6 plazmidot (Amado and Chen 1999). Egyrészt egy
vektornak nevezett plazmidot, ami tartalmazza a virus LTR-jei koz¢ klonozott transzgént a
megfeleld promoterrel. Mésrészt az oOsszeszerelo plazmidot, ebben megtaldlhatok a vektor
egyszeri Osszepakolasahoz sziikséges fehérjék génjei (gag, pol). Az 0Osszeszereld plazmid
szekvenciai koziil hidnyoznak azok a szignalok, amik az 0 virusok 1étrejottét indukaljak. Szintén
nem szerepel benne a burokfehérje génje, mert azt egy harmadik — burok— plazmidon juttatjak a
rendszerbe. A burokfehérje gén egy heterolog virusbol szarmazik, altalaban a VSV-G (vesicular
stomatitis virus) G glycoprotein env génje vagy a MLV burokfehérje génje. Az Osszepakolt
vektor a HIV-t6l eltéré burokfehérje kovetkeztében nem csak a T-sejtek fertézésére lesz képes.
A vektorokat ezek utan a sejtekbdl kitisztitjak és titertiket dusitassal beallitjak.

A hérom kiilon plazmid hasznélata és az, hogy a plazmidok szekvencidi kozotti
hasonldsag nagyon csekély biztositja a varatlan rekombinacids események alacsony gyakorisagat
a vektor készités folyaman. Az Osszepakold sejtvonalban végbemend tranziens expresszid
eredményként létrejonnek olyan transzfer vektorok, amelyek képesek bejutni osztddd és nem
osztodo sejtekbe egyarant, és ott a magukkal hozott enzimek segitségével integraljadk a gazda
genomjaba a transzgént (Naldini et al. 1996).

Lentivirusos transzgenezis esetében a virusvektort tartalmazé injektalé oldatot nem kell
az eldmagba juttatni, hiszen a vektor képes a sejtmembranokon atjutni. Az egysejtes embridkat

koriilvevd zona pelluciddn azonban nem képes atlépni, igy az injektald oldatot a zona pellucida

ala kell bejuttatni mikroinjektalas segitségével (1d. 2. abra).
2.2.2. Lentivirus vektorok alkalmazdsa a transzgenezisben

A retrovirus alapt vektorokat széleskorlien alkalmazzak mind az alap-, mind az

alkalmazott kutatdsok tdmogatasidra a farmakoldgia, mezdgazdasag €s a human génterapia
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teriiletein. Ez utdbbi felhasznaldsa a legjellemzébb, a huméan génterapiahoz hasznalatos
protokollok nagy része viralis génbeviteli modszereken alapul (Spirin et al. 2008).

Jaenisch és munkatarsainak MLV-vel (murine leukemia virus) végzett Gttoré kutatdsai
utan (Jaenisch et al. 1975; Jaenisch 1976) koriilbeliil 30 évet kellett varni, hogy a virus
replikacioban gatolt lentivirus vektorokkal végzett els6é sikeres transzgenezist 2002-ben
elvégezzEk.

A molekuléris biologusok transzgenezis esetén a virusok azon képességeit hasznaljak ki,
hogy a sejtbe vald bejutason tul integralni tudnak DNS szekvencidkat a genomba. Jaenisch ¢€s
munkatarsai 1975-ben 4-8 sejtes egér embridkat fertéztek a retrovirusok csaladjaba tartozo
MLV-el, majd blasztociszta stadiumban beiiltették azokat alvemhes ndstények méhébe. A virus
integralodott néhany megsziiletett allat kiillonboz6 szoveteibe (Jaenisch et al. 1975). Egy évvel
késobb leirtak, hogy a 8 sikeresen fertézott egyedbdl két vonalat is 1étre tudtak hozni (Jaenisch
1976). Tehat a retrovirusokkal torténé embriokori fertézés segitségével endogén retrovirusokat
hoztak létre mesterséges uton, igaz expressziot a megsziiletett F1 generacioban nem tudtak
kimutatni. Ugyanakkor észrevették, hogy a bedgyazddas utani fejlettségi stadiumban 1évo
embriodk fertézésekor géncsendesités nem 1épett fel (Jahner et al. 1982).

Az elézéekben emlitett géncsendesités amiatt kdvetkezett be, hogy a retrovirdlis LTR
szekvencidk olyan gazda fehérjéket vonzanak, amelyek epigenetikai valtozasokat
eredményeznek a beépiilt virus szekvenciakon. A legfébb modositas, amely a géncsendesitéshez
vezet a viralis promoter szekvencidk metilacidja. A magas ardnyld géncsendesités persze
megneheziti a retrovirusok segitségével torténd transzgenezist, féleg mivel nem csak egérre
jellemzd.

Miutan bebizonyosodott, hogy retrovirusokat endogén (csirasejtben talalhatd provirus)
virusséd lehet tenni a megfeleld idében torténd alkalmazasukkal, megkezdddott a virusok
génjeinek funkcionalis boncolgatasa. Ekkorra mar azonositottdk azokat a géneket, amelyek a
patogenitast, replikaciot €s a terjedést szolgaljak. A lentivirus vektorok eléallitasakor a cél, hogy
a virus genomot helyettesitsék egy olyan szekvencidval, ami a fert6zott sejtekben majd
expresszalodik. Az igy létrehozott viralis vektorok mar jo eszkozei a transzgenezisnek, hiszen
nem célpontjai a géncsendesitési folyamatoknak, nem képesek a gazda sejtben virussa szerelddni
(SIN vektor), viszont egy virus hatékonysagaval fertéznek.

Elséként 2002-ben rukkolt eld két kutatdcsoport a SIN (self-inactivating) lentivirusok
vektorok segitségével 1étrehozott transzgénikus embriokkal és allatokkal. Pfeifer és munkatérsai
bebizonyitottak, hogy lentivirusok segitségével lehetséges egér ES sejtekbe bejuttatni
transzgéneket, amelyek a differencialddas utdn is stabil expresszidt mutatnak embrioid

testecskékben (EB) és teratomakban egyarant (Pfeifer et al. 2002). Raadasul a transzfektalt ES
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sejteket blaszocisztakba injektaltdk. A megsziiletett utodok kozott voltak ivarsejt kimérak. A
kisérleteket morula allapoti embriok injektalasaval folytattdk, ez esetben is bebizonyosodott,
hogy az altaluk hasznalt lentivirus vektor segitségével képesek transzgénikus 4llatokat
létrehozni. A masik kutatocsoport egysejtes egér embridkat fertézott lentivirus vektorral,
amelyben egy konstitutiv prométer iranyitasa alatt egy GFP fehérjét termeld gén volt a transzgén
(Lois et al. 2002). A transzgenezis hatékonysaga ugyan nem volt kiemelked6 (8%), viszont a
hordoz¢ allatok 90%-a stabil, magas expresszids szintet mutatott, ami fontos eredmény az addig
géncsendesitéssel terhelt modszer esetén.

Az eredmények ezutdn sorra sziilettek mas fajokban is, létrehoztak transzgénikus
patkanyt, sertést és szarvasmarhat. Mindegyik kisérletben nagy hatékonysagrdl szamoltak be a
kutatok. Egér esetén 68-73%, patkdnyban 22-46% volt a torzstdl fliggéen. Nagyobb allatok
transzgenezisére is kivaloan alkalmas a modszer, sertésnél és szarvasmarhdnal 70-93%-0s
hatékonysagot is elértek a kutatok. Rdaddsul az embridk talélése sokkal nagyobb a hagyomanyos
elomagos injektalashoz képest (Park 2007).

Tehat a lentivirusos technologia hasznalata a 2000-es években elérte cstucspontjat,
bebizonyosodott, hogy kiilonféle expresszids kazettdkkal nagy hatékonysaggal lehet eldallitani
lentivirus vektorok segitségével transzgénikus allatokat. Azonban a lentivirus vektoroknak sok
hatranya is van — a géncsendesitésen kiviil —, amit a kutatok mar ekkoriban jol lattak. Az els6
ilyen jelenség a mozaicizmus. Mozaikosnak tekintlink egy transzgénikus allatot akkor, ha nem
minden sejtje tartalmazza a genetikai modositast. Vannak olyan transzgénikus technikak,
els6sorban a célzott génmoddositdshoz kotdtten, amikben a mozaicizmus elfogadott jelenség.
Azonban a korai embriondlis korban, egysejtesen manipulalt embriok transzgenezisénél elvaras,
hogy a transzgén még az elsd sejtosztodast megeldzden beépiiljon a genomba, €s azt az utod
minden sejtjében hordozza, igy az ivarsejtjeiben is. A lentivirusok beépiilése egy hosszabb
folyamat, ami magaban foglalja a sejtbe és a sejtmagba vald bejutést, a provirus létrejottét, a
preintegracios komplex felépiilését, és az integraciét magat. Erthet, ha ez a sokfaktoros
folyamat elhuzodik a sejtosztodasig, foleg az olyan fajok esetében, ahol az els6 néhany
sejtosztodas nagyon koran megtorténik (nyul). Bar a vad tipust lentivirusok esetén akar 1-2 6ra
is elegendd lehet ehhez a folyamathoz, a transzgenezishez eleinte kialakitott lentivirus
vektoroknak 12-48 orara van sziikségiik az integracidhoz (Park et al. 2007). Mozaicizmus
kialakulhat ezen kiviil akkor is, ha az integracids folyamat nem kezdddik meg egysejtes
stadiumban. 2000-ben végzett kutatdsok vetették fel azt a gondolatot, hogy a preintegracios
komplex a beépiilés megkezdéséhez akar tobb sejtciklus lezajlasat is igényelheti (Park et al.

2000). Az egyre fejlettebb lentivirus vektorok természetesen csokkentik a mozaicizmus
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jelenségét, mindazonaltal a transzgenezis ezen modszere még mindig sok mozaikos alapitot
eredményez.

A kovetkezO probléma a vektor készités soran Iép fel. Az Osszepakold sejtvonalbol
szarmazo vektorokat nagyon alapos tisztitdsnak kell aldvetni annak érdekében, hogy
megszabaduljunk a feleslegben termelddott virus 0sszetevoktol (foleg a kopenyfehérjétol), mivel
ezek toxikusak lehetnek az embri¢ szaméra. gy eléfordulhat, hogy az egyik tisztitasbol
szarmazo injektald oldatot nagy sikerességgel tudjuk hasznalni, viszont egy masik tisztitasbol
szarmazo6 injektald oldat az embridkat elpusztitja. Hasonld probléma meriilhet fel a dusitas soran
is, hiszen a tul nagy titer(i injektalo oldatok karosak az embriokra nézve.

A harmadik nagy problémakdr az integralodott kopidk szdmanak kérdése. Elsére ugy
tlnhet, hogy jo,ha tobb kdpidban épiil be egy transzgén, hiszen anndl erésebb és bizonyosabb
expressziora szamithatunk. Azonban a kopiaszdm befolyédsolhatatlansaga, illetve a ndvekvo
kopiaszdmmal egyenesen ardnyos inszercidos mutagenezis valoszinlisége hatuliitdi ennek a
rendszernek is. Az egy-egy kopiaban a genom kiilonb6z6 helyeire beépiilt transzgének az utod
generaciokban hasadnak, ami nem szerencsés egy stabil transzgénikus vonal kialakitasanal.
Elényként mindenképpen meg kell emliteni, hogy a lentivirusos transzgenezis esetén egy
integracids esemény egy transzgén kopia beépiilését eredményezi, ami nagyon fontos eldrelépés
a plazmid alapt, altalaban tandem transzgén beépiilésekhez képest.

Azt is szamitasba kell venni, hogy a lentivirus vektorok hordozo kapacitasa koriilbeliil 5-
7 kb. Ha ennél nagyobb transzgént szeretnénk a vektorba berakni, akkor logaritmikusan fog
csokkenni a virustiter. A vektor alapja 1,6-2,2 kb, mig a maximalisan hordozhat6 transzgén
nagysaga HIV-1 alapi vektor esetében koriilbeliil 18 kb (Kumar et al. 2004). Azonban, ha
transzgénikus 4llatok eldallitasar6l van sz6, akkor az altalanosan elfogadott maximalis
hordozokapacitas nem tobb, mint 10 kb (Park 2007).

A lentivirus vektorokkal torténd transzgenezis nagyon sok allatfajon lehetséges.
Gazdasagi haszonallataink kozil lentivirus alapu transzgenezis segitségével létrehoztak mar
szarvasmarhat, sertést, csirkét, juhot (Robl et al. 2007). Féleg azon fajoknal van jelentésége, ahol
a hagyomanyos mikroinjektalas nehézkes, mert az eldmagok nehezen lathatok (sertés, juh). A
laboratoriumi allatokon is széleskorlien és gyakran alkalmazott technologia, 1étezik tobbféle
lentivirus vektrorral eldallitott transzgénikus egér, patkany is. Féemldsok transzgenezisében
kiemelked6 szerephez jutnak a lentivirus alapu technikak, eddig csak lentivirusos transzgenezis
segitségével hoztak 1étre transzgénikus féemlésoket (Gogvadze and Buzdin 2009).

A transzgénikus allatok eldallitdsdban, s6t a human génterdpidban betdltott hatalmas
szerepiik ellenére még mindig vannak aggalyok a lentivirus vektorok haszndlata koriil. Az

vilagos, hogy sokkal nagyobb biologiai kockdzatot jelentenek, mint az egyszeri DNS
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konstrukciok. A napjainkban haszndlatos SIN vektorok biztonsagosnak mondhatdk, de ezzel
egylitt is kettestipusu biosafety anyagként kezelendok. Nagyon alacsony a valdszinlisége a
harom vagy tobb plazmidon taldlhaté gének rekombinacidjanak, igy ezek a vektorok sem az azt

hasznalo6 kutatokra, sem az allatokra nem veszélyesek a megfeleld szabalyok betartasa mellett.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a lentivirusos transzgenezisnek a 2000-es években
hatalmas szerep jutott, tigy tartottak, hogy a transzgénikus technologiakat nagyban eldsegitheti.
A mai napig is fontos teriiletét képezi a biotechnoldgidnak ez a résztudomany, féleg a human
génterapiaban vald alkalmazéas nagyon elterjedt, azonban a transzgenezisben betoltott szerepe
csokkendben van. Tehat a lentivirusok alkalmazasa a transzgenezisben valoban mérfoldkonek
szamit, azonban napjainkra az egyre fejlédo és biztonsdgosabbnak tekintett technologidk, mint a
transzpozon vagy szekvencia specifikus nukleaz rendszerti modszerek egyre jobban terjednek a

virus alapuakhoz képest.
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2.3 TRANSZPOZONOK

Az 1940-es években az az altalanos nézet volt elfogadott, hogy a DNS egy nagyon
stabilmolekula, szerkezete alig valtozo6, a mutaciok nagyon hossza id6 alatt disulnak fel benne.
A tudosok akkoriban ugy gondoltak, hogy a gének sajat 16kuszaikrol nem tudnak elmozdulni.

Mara ugyan mar jol ismert tény, tobbek kozott Barbara McClintock uattord
munkdassaganak koszonhetden, hogy léteznek mozgékony genetikai elemek, azonban az 1940-es
években merész gondolat volt ezt kijelenteni. McClintock hosszu idon keresztiil végezte
citogenetikai kisérleteit kukoricaszem szineinek vizsgélataval kapcsolatosan. Munkassaganak
legfontosabb mérfoldkdve a crossingover és a kukorica elsé géntérképének leirasa mellett, hogy
elséként (McClintock 1948) szamolt be olyan mozgékony genetikai elemek 1étezésérdl, amelyek
a kukorica genom egyes részei kozott valtoztatjak helyiiket. Munkassaga sajnalatosan az 1960-as
évekig szkepticizmusba iitkdzott.

1969-ben aztan James Shapiro is leirt E. coli-ban (Shapiro 1969) egy olyan bakterialis
eredeti DNS szekvenciat, amely képes a transzpoziciéra, azaz a genomban vald
helyvaltoztatasra. Az attorés az 1970-es években kovetkezett be és ekkorra megsziiletett a
mozgékony genetikai elemek egyszerti és mai napig is elfogadott definicioja, miszerint ezek
olyan DNS szekvenciak, melyek helyvaltoztatasra képesek a genomban. (Schaack et al. 2010).
fgy a hetvenes évek végére elfogadotta valt, hogy léteznek mozgékony genetikai elemek és
allhatatos munkajanak eredményeként Barbara McClintock 1983-ban osztatlan orvosi Nobel-
dijat kapott ezek felfedezéséért.

McClintock ¢és palyatarsainak elgondoldsa vilagossa tette, hogy transzpozicid
jelenségének segitségével akar hossza DNS szakaszok képesek athelyezddni és/vagy
megduplazoédni a genom egyes részei vagy akar genomok kozott (transzpozicid). A mozgd
genetikai elemek természetesen nem csak kukoricaban és E. coli-ban, hanem mas
organizmusokban, igy magasabb rendli eukaridtakban is léteznek, s6t gyakran dontd hanyadat
képezik ezeknek a genomoknak..

Barbara McClintock szines kukoricaszemeitél hosszii ut vezetett napjainkig, mikor
kiilonbozé mozgékony genetikai elemek segitségével transzgénikus allatokat tudunk létrehozni,
vagy a transzpozicio jelenségét a human génterdpidban hasznalni. Természetesen ezen jelenség
felhasznalasa nem jelenti azt, hogy mindent tudunk a mozgékony genetikai elemekrdl, ahhoz
viszont elegendd tudds van a birtokunkban, hogy segitségiikkel egyre gyorsabban ¢s
hatékonyabban legyiink képesek transzgénikus allatok eldallitasara. Kétségtelen tény, hogy

emldsallatokon a transzpozon alapi modszerek napjaink legfejlettebb ¢és mindezidaig
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legeredményesebb technikai. Hasznalatuk mérfoldkovet jelent a transzgenezis vilagaban, ahogy
McClintock felfedezése is az 1940-es években.

A transzpozonokat alapvetden két nagy csaladba soroljuk (6. dbra).

Retrotranszpozonok DNS transzpozonok
E.! _". .‘:‘w'ii-’ E,. afﬂ | 1or20RF | ﬁ':,
LTR elemek (copia, gypsy...) TIR elemek (Tc1/mariner, piggyBac,P)
nem LTR elemek (LINE) Helicon elemek
oia e e e ] comor o
nem autondm elemek (SINE) Maverick elemek

6. abra: A transzpozonok fajtai. Kézos jellemzdjiik, hogy mindkét oldalrol, valtozo hosszusagu, forditottan ismétlédo
szekvenciak veszik oket koriil, melyeknek fontos szerep jut a transzpozicio folyaman, de gyakorlati hasznossaguk sem
elhanyagolando, hiszen genetikai markerként hasznalhatok. Ami a két nagy csoportot megkiilonbozteti, az az, hogy mig a
retrotranszpozonok masolodnak és halmozédnak, addig a DNS transzpozonok leggyakrabban csak dthelyezédnek a gazda
genomban. (Fescotte, Jiang et al. 2002 nyoman,).

A transzpozonok elsd osztalydba (class I) azok az elemek tartoznak, melyek RNS
intermedieren keresztiil halmoz6dnak a genomban, ezeket retroelemeknek nevezziik és az emlés
genomok jelentds részét alkotjak. A masodik (class II) osztaly tagjai — a DNS transzpozonok —
ezzel szemben 4thelyezddnek, igy sokkal kisebb a részaranyuk a kiilonb6zé genomokban
(Gogvadze and Buzdin 2009). Mindkét transzpozon csaladnak vannak autoném és nem autonom
tagjai. Az autoném elemek tartalmaznak olyan ORF-eket (nyilt leolvasasi keret), melyekben a
transzpozicidjukhoz sziikséges fehérjék génjei helyezkednek el. A nem autoném elemeknek
nincs jelentds méretli kodold szekvencidjuk, csak a transzpozicidhoz elengedhetetlen
szekvenciakat hordozzak (Feschotte et al. 2002), ilyen példaul az LTR szekvencia. Fontos
jellemz6 még a transzpozonok csoportositasaban, hogy a transzpoziciojuk soran milyen

célszekvenciat taldlnak meg.
2.3.1. | .osztaly:retrotranszpozonok

Tehat az els6 csalad, a retrotranszpozonok jellemzdje, hogy egy RNS intermedieren
keresztiil, reverz transzkripcié hasznalatdval masoljak magukat, majd az igy létrejott cDNS
formajaban integralédnak a gazda genomba, igy kopia szamuk egyre novekszik. Ez az
ugynevezett copy & paste metodus, minden teljes replikacios ciklus egy uj kopiat eredményez a
gazda genomban, amivel annak méretét is ndveli egyben. A retrotranszpozonokat tovabbi két
csoportba osztjuk aszerint, hogy tartalmaznak-e Long Terminal Repeat-et (LTR) (hosszu

ismétlédo végszekvencidk).
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Az LTR retrotranszpozonok inkabb a novényekben fordulnak eld, néhanyszaz
bazispartol akar 25 kb-ig terjed méretiik, integracidjuk soran egy 4-6 bp-os célszekvenciat
duplaznak meg. Az LTR-ek egy iranyba mutatnak és méretiik akar 5 kb is lehet (Wicker et al.
2007). Az autonom LTR elemek két gént kodolnak: egyrészt a gag cisztront, ami a kapszid-szeri
fehérjét kodolja, masrészt a pol gént. A pol gén egy olyan poliproteint kodol, aminek van
proteaz, reverz transzkriptdz, RNaz H ¢&s integraz aktivitasa is. A csaldd nem autonom elemei
akar a teljes kodold szekvenciat is nélkiilozhetik (Feschotte et al. 2002).

A retrovirusok ¢és az LTR retrotranszpozonok evolucidosan nagyon kozel allnak
egymashoz. Az LTR transzpozonok képesek virusként miikddni, ha megszerzik az env (envelope
protein) gént és egy sor masik fehérje génjét, valamint szabalyoz6 szekvencidkat. Ugyanigy egy
retrovirus is képes retrotranszpozonna alakulni, hogyha elvesziti az extracellularis mozgashoz
sziikséges, eldbb felsorolt fehérjéket. Ekkor mar csak vertikdlis transzmisszidval, ivari Gton
terjedhet tovabb. Az igy kialakuld endogén retrovirusok beilleszthetdk a retrotranszpozonok L.
osztalyaba, azon beliil is az LTR retrotranszpozonok csoportjaba (Wicker et al. 2007).

Az LTR-t nem tartalmaz6 retrotranszpozonokat is tudjuk osztilyozni, tigynevezett
LINE (long interspersed nuclear elements) és SINE (short interspersed nuclear elements)
elemekre.

A LINE elemek 5 kilobazisnal hosszabb szekvencidk, és az emlés genomokban altaldban
10* koépianal tobbszor fordulnak elé (Berg and Howe 1989). Az ide tartozd elemek 5
szupercsaladba tartoznak, reverz transzkriptazon kiviil kodolhatnak kiilonb6zd endonukledzokat
és RNaz-H-t is (Wicker et al. 2007). A LINE elemek koziil az L1 elemek ma is miikdo
transzpozonjai a human genomnak (Gogvadze and Buzdin 2009).

Itt kell még megemliteni, hogy human génnek &ltalaban legalabb 1-10 pszeudogénje
létezik. Jellegiiket tekintve ezek a gének nem tartalmaznak intronokat, promotert, van poly(A)
veégiik és rovid direkt ismétlddések hataroljak oket. Feltételezhetd, hogy ezek a pszeudogének,
olyan cDNS-ek beépiilései a gazdagenomba, amit LINE elemek reverz transzkriptaz enzime
hozott 1étre, a gazda transzkriptumaibol (Esnault et al. 2000).

Az LTR-t nem tartalmazd retrotranszpozonok masik csoportjaba sorolt SINE elemek,
4ltalaban nem hosszabbak, mint 500 bp és nem autonémak, koriilbeliil 10° kopidban fordulnak
elé genomonként (Berg and Howe 1989). Autonomiajuk elvesztése nem delécio kovetkezménye,
meg (Wicker et al. 2007). Sajat szekvenciajukban nem kodolnak fehérjéket, igy a terjedésiikhoz
szlikséges enzimeket sem. Transzpozicidjukhoz egy olyan reverz transzkriptdzt hasznélnak,
amelyet egy madsik transzpozoncsalad - rendszerint az elézdekben emlitett LINE elemek -

kodolnak (Eickbush 1992). Ezt az is bizonyitja, hogy a SINE elemek hossz 3’ vége nagy
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hasonlésagot mutat az ugyanabban a gazda genomban megtalalhatdé LINE elemek 3’ végével
(Feschotte et al. 2002). A human genom 10%-at alkot6 un. Alu elemek is ennek a csaladnak a
tagjai, amik akar 500000 kopidban is el6fordulnak, igy a leggyakoribb repetitiv szekvenciai a
human genomnak (Gogvadze and Buzdin 2009).

A retrotranszpozonokat nem hasznaljuk transzgénikus allatok 1étrehozasara.
2.3.2. ll.osztaly: DNS-transzpozonok

A transzpozonok masik — és jelen vizsgalodas szempontjabdl fontosabb — masodik (class
II) csoportjaba a DNS transzpozonok tartoznak. Legfontosabb jellemzéjik, ami
megkiilonbozteti ket a retrotranszpozonoktol, hogy DNS intermedieren keresztiil terjednek, igy
nincs sziikségiik reverz transzkripciora, nem masoljadk magukat és ennek megfeleléen nem is
arasztjak el olyan mértékben a genomot, mint a retrotranszpozonok.

A DNS transzpozonokat két nagy csoportba, alosztalyba (subclass 1,2) sorolhatjuk a
mikddési mechanizmusuk alapjan. Az els6 alosztalyba sorolhatd elemek duplaszala DNS
formajaban vagodnak ki a gazda genombol, majd épiilnek be Gjra. Ezen elemek mozgasa a cut &
paste mechanizmuson alapszik (Berg and Howe 1989).

A masik alosztalyba tartoznak a Helitronok, amelyek a rolling-circle replikaciot
hasznaljak terjedésiikhoz, illetve a Maverickek. Az utobbi két csaladba tartozd elemek, DNS
intermedieren keresztiil szaporodnak ¢s masoljak magukat (copy & paste), am ezeknek pontos
miitkodési mechanizmusa még nem ismert (Feschotte et al. 2007).

A DNS transzpozonokat a TIR (terminal inverted repeat) szekvenciajuk hossza alapjan
csoportosithatjuk. Kiilonb6z6 célszekvencidkat részesitenek eldnyben transzpozicidjuk soran,
ami meg is duplazodik (TSD- target site duplication) az integraci6 alatt.

A DNS-transzpozonok is sokasodhatnak a genomban 0igy, ha a kromoszéma replikacio
alatt torténik a transzpozicidjuk és a transzpozicid egy mar replikalodott szakaszrél egy még nem
replikalodottra torténik (Wicker et al. 2007). Igy ezek a genetikai elemek is képesek a genomban
jelentés mértékben felszaporodni (Craig et al. 2001).

2.3.2.1. Tcl/mariner szupercsalad

A két leginkabb kutatott tagjar6l nevet kapott Tcl/marinerszupercsalad, a DNS
transzpozonok elsd alosztalyaba tartozik. Amikor 1983-ban David Hirsch és Scott Emmons
felfedezte a Tc1 mobilis elem repetitiv szekvenciajat C. elegans-ban, (Emmons et al. 1983) még
nem tudhattdk, hogy az ¢ldvilagban legszélesebb korben eldéforduld szupercsoportjat
azonositottak a transzpozonoknak. Ezen szupercsalad tagjai megtaldlhatok a novényekben,
baktériumokban, fellelhetjiikk 6ket az allatok legtobb taxonjaban, igy a kerekesférgekben,

halakban és emldsokben is (Garcia-Pérez et al. 2010). Igaz, a gerincesekben torténd felfedezésiik
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egészen 1994-ig varatott magara (Radice et al. 1994). Elterjedtségiik ellenére minddssze 10
olyan elemet ismeriink, amelyek napjainkban is aktivak €s nem tartalmaznak inaktivalo
mutéciokat. Tovabba 1étezik 4 tagja (egy koziilik a Sleeping Beauty) a szupercsaladnak, amit
inaktiv elemekbdl molekularis modszerekkel rekonstrudltak.

A szupercsalad tagjai a 17-1100 bp hosszii TIR szekvencidkon beliil egy darab ORF-et
tartalmaznak. Ez a gén egy 282-345 aminosav nagysagu fehérjét kodol. Igy ezek a transzpozazok
altalaban 1300-2400 nukleotid hosszuak. A szupercsaladba tartozd transzpozoknak harom
doménjiik van: DNS-k6té domén (HTH), egy nukleusz lokalizacios szignal (NLS), és a
katalitikus domén (Garcia-Pérez et al. 2010). Altalanossagban elmondhato, hogy bar kozos dssel
rendelkeznek, a szupercsalddnak vannak egészen egyszert tagjai, amikben a transzpozaz génje
csak egy DNS-koté6 doménnel rendelkez6 TIR-el van koriilvéve. Ugyanakkor 1éteznek
bonyolultabb felépitésii tagok, amik tobb kotdhelyet tartalmaznak a TIR szekvencidkban, igy
Osszetettebb a transzpoziciojuk (Plasterk et al. 1999).

D‘M»D A transzpozicié a nem masoldddé DNS transzpozonok

| manszrozaz - esetén  a  kovetkezOképpen zajlik (7. abra). A TIR
| Ll szekvenciakat két transzpozdz molekula specifikusan
komplex

felismeri és megkoti (SEC, single end complex). Ezutan
mindkét transzpozaz hasitjia a DNS-t és kivagja azt a

[\l

Paired-end komplex genombol. A két transzpozdz molekula egymashoz

| kapcsolodva egy dimert alkot (PAC, paired end complex). Az
Osszekapcsolddott transzpozdzok — a genombdl szdrmazd
transzpozon szekvencidval egyiitt — megtaldljdk a

Célszekvencia megtalalé komplex

7. dbra: A DNS transzpozonok mikidése célszekvenciat (TA dinukleotid). Mivel a Tcl/mariner
(Garcia-Pérez 2010 nyoman) szupercsalad esetében a célszekvencia minddssze egy TA
dinukleotid, igy a beépiilés gyakorlatilag random helyre torténik a genomban (Garcia-Pérez
2010). A DNS szakaszt aztan a célszekvencia egyszalu hasitasaval és a kivagott szakasz
beillesztésével athelyezi, majd a gazda repair mechanizmusa a keletkezett rést feltolti. A
transzpoziciohoz hozza tartozik a célszekvencia kett6zddése (TSD, target site duplication), ami a
szintén gazda repair mechanizmus miikddésének kdvetkezménye, ez a duplazddas a transzpozon
kivagodasa utan a gazda genomjaban maradhat (footprint) (Claeys et al. 2013).

Mivel transzgenezishez az olyan DNS transzpozonok haszndlatosak, melyek a klasszikus

cut & paste mechanizmussal miikddnek €s szerencsés, ha tobb gazda genomban is képesek a

mitkodésre, igy a Tcl/mariner szupercsalad elemei jo jeldltjei a transzgenezis katalizalasanak.
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2.3.3. Transzpozonok, transzpozicio, evolucio

Tehat a transzpozonok a prokaridtakban és az cukaridtadkban egyarant jelenlévo
mozgékony genetikai elemek. Olyan (néhany szaz bazispartol akar tizezer bazisparig terjedd)
DNS szakaszok, melyeket ismétlodd szekvenciak hatarolnak, és megvan az a képességiik, hogy a
genom egy lokuszardl egy maésikra ,,ugorjanak”. Erre a transzpozicidés eseményre altalaban az
elobb latott két folyamatot hasznaljak, copy & paste metddussal altalaban a retrotranszpozonok,
mig a cut & paste tipusu transzpozicioval jellemzOen a DNS-transzpozonok mozognak a
genomokban.

A transzpozonok meglepden nagy részét alkotjdk mind a ndvény, mind az Aallati
genomoknak. Talan az egyik legmegdobbentébb adat, hogy az arpa koriilbeliil 5000 Mb-snyi
genomjanak 98%-at teszik ki transzpozon alapli szekvencidk. A huméan genom 45%-at
transzpozonok ¢és hozzajuk hasonld ismétlodo elemek képzik, igaz ezeknek csak elenyészo
hanyada (<0,05%) aktiv (Cordaux and Batzer 2009). Az emberi genomban koriilbeliil 30-40
transzpozon alcsaldd maradt aktivan mobilis az evoluci6 soran. Ezek azért jelentdsek, mert a mai
napig okoznak 10-100 sziiletésenként egy-egy 0j integraciot, ezzel hozva létre 0j betegségeket
vagy géninterakciokat (Mills et al. 2007).

Sokaig ezeket a szekvencidkat csak "szemét" DNS-ként tartottdk szdmon, ma mar tudjuk,
hogy ezek a mobilis genetikai elemek fontos részét képezik a genomnak. Megvaltoztatjak a
gének szerkezetét, hatnak azok miikodésére, a szekvenciadk ujrakeverésével ektopikus
atszervezddéseket és kiilonb6z6 génexpresszios mintazatokat alakitanak ki (O'Donnell and Burns
2010). Képességiik, hogy a genomban inverziokat, deléciokat, transzlokaciokat és addiciokat
idézzenek eld, bizonyitja, hogy ezen mobilis elemek jol kidolgozott genetikai mérndkei a
természetnek (Craig et al. 2001). Jellegzetességeikbdl adodoan az evolicids szerepiik hatalmas,
tevékenységilikkel hozzajarulnak a gazda szervezetek stresszhez vald alkalmazkoddséhoz,
ellenalloképességek megjelenését okozhatjak, a genetikai diverzitast novelhetik (Chénais et al.
2012). Igy a transzpozonok valésziniileg az egyik f6 mozgatorugdi az evoltcionak (Claeys
Bouuaert et al. 2013).

Vannak olyan elképzelések, miszerint a transzpozonok mobilizaciojat valamiféle
kornyezeti stressz okozza, amikor is a mobilis genetikai elemek transzpozicidja elindul. Az igy
l1étrejott ) valtozdsok, fenotipusok a gazda genomjaban eldsegithetik a stresszhez valo
alkalmazkodast és ezen keresztiil a gazda és egyuttal a transzpozon fennmaradasat is (Levin and
Moran 2011). Léteznek olyan példak is, mikor a stresszre megvaltozik a mobilis elem
célszekvencidja. Az élesztdben megtalalhatd TyS retrotranszpozon azon doménje, mely a

célszekvenciat meghatarozza egyiittmikodésben all egy Sird4 elnevezésii heterokromatin
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fehérjével. Ha az ¢lesztd hijan van az aminosavaknak, vagy nitrogénszegény kornyezetben kertil,
ugy — a stresszre adott valaszként — a Sird4 foszforilacidja csokken. A foszforilacid
csokkenésének kovetkeztében az addig a gén-szegény heterokromatinba torténd beépiiléseket
eldnyben részesitd transzpozon célszekvencidja megvaltozik és a genom egészébe képes
integralddni, igy a génekbe is. Az ez altal okozott mutaciok a gazdat segithetik a stresszhez valo
alkalmazkodasban (Dai et al. 2007).

A masik oldalrdl viszont, negativ hatdsokkal is rendelkeznek, hiszen terjedésiikkel
géneket tehetnek tonkre, vagy a gazdanak hatranyokat okozhatnak a természetes szelekcio soran.
Persze ezaltal a sajat tulélésiiket nehezitik meg, hiszen a gazda szdmdara veszélyeket hozo,
betegségeket okozo beépiilések miatt a gazda kiszelektalodik. Ezért transzpozonok evolucidjuk
soran kiilonféle célz6 mechanizmusokat fejlesztettek ki, hogy integracidjuk biztonsagos helyre
(nem kodold, nem szabalyozo régio) torténjen, ezaltal csokkentve a gazddban okozott kart.

Ugyszintén a gazda is rendelkezik kiilonb6z6 védekezé mechanizmusokkal, amit jél tud
hasznositani a transzpozonok kéros integracioi ellen. Ilyen mechanizmus a citozin metilacio, ami
az 500 Mb-nal nagyobb eukariota genomokra jellemz0. Sok adat utal arra, hogy a DNS metilacio
szabalyozza a transzpoziciot. Emldsoknél a legtobb ilyen metilacid a repetitiv szekvencidkra
jellemz6 és Osszefliggésben all a retrotranszpozonok transzkripcidjanak elnyomasaval (Levin and
Moran 2011). A DNS citozin-5-metiltranszferaz 3-szeri gén (Dnmt3l) a nem o0sztodo
spermatogonium Ossejtek  prekurzoraiban expresszalodik  perinatalisan, amikor
retrotranszpozonok keresztilmennek a de novo metilacion. Ennek a génnek a mutacioja
megakadalyozza a retrotranszpozonok de novo metilacidjat, igy azok transzkripcidja magas lesz
a spermatogéniumokban ¢és spermatocitakban (Bourc’his and Bestor 2004). Ez — eddig
tisztazatlan modon — az ivarsejtek meidzisanak karosodasahoz vezet (Levin and Moran 2011),
igy a nagyszamu transzpozicids esemény ¢€s 1) beépiilés nem 6roklédik.

De ha latogatast teszlink a ndvényekhez, ott is lathatjuk a transzpozonok elleni védekezés
példait. Ludfiben (Arabidopsis thaliana) végzett kutatasok igazoljak, hogy a kiilonbozo
metilacioban szerepet jatszo génekben bekdvetkezd mutaciok miatt csdkkent citozin metilaciot
mutatd genotipusokban megemelkedik a transzpozon kdopiadk szama (Levin and Moran 2011). A
magyarazat ugyanaz, mint az el6z6kben, tudniillik a repetitiv szekvencidk és a transzpozonok
csokkent metilacioja emeli a transzpozonok transzkripcidjanak valoszinliségét. Ebben az esetben
nem csak a retrotranszpozonok esetén mutattdk ki a fokozott transzpoziciot, hanem a DNS-
transzpozonok koz¢é sorolt Mutator csalad egy tagja (VANDAL21) is érintett volt (Tsukahara et
al. 2009). A felsoroltak alapjan elmondhatdé, hogy az epigenetikai valtozasok nagyban

befolyasoljak sok transzpozon mobilitasat.
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Az epigenetikus valtoztatasokon kiviil poszt-transzkripcidos mechanizmusok is 1éteznek a
transzpozonok gatlasara. Alacsonyabb rendii ¢l6lényekben siRNS utvonaljellemzé a
transzpoziciés események gatldsdra. A  transzpozonok szekvencidir6l ir6dd6 RNS
transzkriptumokbol a Dicer csalad fehérjéi endogén siRNS-eket készitenek. Aztan ezek a 21-24
nukleotid (nt) hosszl, egyszalu kisRNS-ek beépiilnek az Argonauta fehérjébe, ami az igy
létrejové RNS-indukalt csendesitd komplex (RISC) egyik f6 alkotdja. Az Argonauta fehérjében
talalhat6 kisRNS segitségével a RISC megcélozza a komplementer mRNS-t, kapcsolodik ahhoz,
ami végsO soron a transzpozon mRNS lebomlasahoz vezet (Levin and Moran 2011). Tehat az
RNS interferencia jelensége a transzkripcio utan is képes a transzpozonok szabalyozasara.

Hasonlé mechanizmus jatszodhat le a piRNS-ek Utvonalén is példaul gyiimoleslégyben.
A piRNS-ek (PIWI-interacting RNS) is kisRNS-ek, 24-35 nt hosszuak, a genomban kodolt
klaszterekrdl irédnak. Ezek a klaszterek gyakran tartalmaznak olyan szensz és antiszensz
szekvenciakat, amelyek transzpozonokbol szarmaznak (Aravin et al. 2007). Az ezekrél a
l6kuszokrol szarmazo piRNS-ek érésiik utan egy specializalt Argonautaval, a PIWI fehérjével
(Aub) mikodnek egyiitt. A piRNS altal iranyitott PIWI megtalalja és megkdti a komplementer,
transzpozon MRNS-t, majd lebontja a megcélzott mRNS szekvenciat, ezaltal gatolva meg a
transzpozon miikodését. Az endonukledz aktivitds rdadasul 1étrehoz egy, a transzpozon mRNS-
érdl szarmaz6 masodlagos kisRNS darabot is, ami beépiil egy Argonautaba (AGO3) és a piRNS
prekurzor mRNS-ek vagasaval Gjabb piRNS-ek érését eredményezi (ping-pong) (Aravin et al.
2007). Indirekt bizonyiték a rendszer mikodéképességére, hogy a PIWI fehérjékben
bekovetkezé mutaciok emelik a retrotranszpozonok expresszidjat (Aravin, Hannon et al. 2007).
A folyamatban részt vevo {6 fehérjek, a PIWI (Aub) és az AGO3 elsOsorban ivari szovetekben
expresszal. Bar a legtobb ehhez a témahoz kapcsolodo cikk gyiimolesléggyel foglalkozik, ezen
fehérjék ortologjai egérben, patkdnyban és emberben is megtalalhatok.

Persze tobbféle stratégia létezik a transzpozicids események gyakorisaganak
csokkentésére. Ilyen példaul a Tcl/mariner szupercsalad esetén megfigyelt OPI (overproduction
inhibition), ebben az esetben, ha tal sok transzpozaz van jelen, az csokkenti a transzpozicid
valdszinliségét.

Lathatd tehat, hogy a transzpozon és a gazda genom kozotti kényes viszonyt, mind a
transzpozonban magaban, mind a gazda genomban kodolt informaciok egyiittesen
egyensulyozzak. Végsd soron viszont a transzpozicié, mind a gazda, mind a transzpozon

szamara veszélyes folyamat.
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2.3.4. Transzpozon alapu transzgenezis

A mikroinjektalasrol, mint a transzgenezis legaltalanosabb eszkozérél és annak
hatranyairol mar esett sz6. Két {6 hatuliitdjét azonban Ujra feleleveniteném, ezek az alacsony
hatékonysag és a kopiaszam befolydsolhatatlansaga. A mikroinjektalas hatékonysaga egér
esetében 5-10%, a megsziiletett utodok kozt 1évo transzgénikus egyedek szamat tekintve.
Ugyanez az arany nyul esetében sokkal alacsonyabb, 1-6%-ra tehetd. Nyilvanvalo, hogy ez az
alacsony hatékonysag a transzgenezist idoigényessé €s koltségessé teszi. Az is fontos hatrany,
hogy az igy létrehozott transzgénikus allatok kopiaszam tekintetében nagyon eltérdek lehetnek.
Az injektalt DNS méretétdl és koncentraciojatol fiiggden alakuld kopiaszam alkalmasint elérheti
a tobb ezret is, bar jellemzden inkabb 5-10 alatt van (Hogan et al. 1986). A mikroinjektalas alap
technikdja, hogy linearis DNS fragmentet juttat az eldmagba, ami ezutan passzivan épiil be a
kromoszoémakba, egy kettds DNS torés (double strand brake, DSB) helyén. Ezek a DSB-ek
kiilonboz6 kiilsé fizikai vagy kémiai mutagének hatasaként (UV sugarzas, oxigén szabadgyokok,
stb.) jonnek létre, és helyiik a genomban nem befolyasolhatd. A kettds szala DNS torések a sejt
sajat javitd mechanizmusat beinditjadk, ami véletlen hibaként az injektalt transzgén DNS
fragmentet is beépiti a helyreéllitott kromoszomaba (Garrels et al. 2012). A transzgén
véletlenszerii beépiilési folyamatanak természete még nem tisztazott (Cordaux and Batzer 2009).
Ez a beépiilés egy passziv természetii folyamat. Ilyenkor johetnek Iétre a konkatamer
beépiilések, amelyek tobb transzgén fragment Osszetapadasa és beépiilése kovetkeztében
alakulnak ki és a transzgenezis szempontjabol rendkiviil hatranyosak.

Az utdbbi években a transzgén integracid folyamatanak reformja folyik. Napjainkban sok
aktiv beépiilésii rendszert hoztak létre kutatok, az egyik ilyen (a virdlis mellett) a
transzpozonokon alapulé rendszer. A Tcl/mariner csaladbol néhany transzpozont rekonstrualtak
az aktiv transzgenezishez vald hasznalathoz (Sleeping Beauty, Frog Prince, HSMARI). Illetve
van néhany, mai napig mozgéd transzpozon (Tol2, piggyBac), amit szintén alkalmaznak a
transzgenezis soran (Garrels et al. 2012). Ezek mindegyike nagyban noveli a transzgenezis

hatékonysagat, ami az elsddleges elvaras ezekkel a transzpozon rendszerekkel szemben.
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8. dabra: A Sleeping Beauty transzpozon rendszer. A rendszer
tartalmaz egy transzgént hordozo plazmidot és a transzpozaz

rendszer Ugy miikddik (8. dbra), hogy a sejt ;. kor)(Garrels et al. 2012).

vagy mRNS, esetleg fehérje formajaban. A

altal 1étrehozott transzpozaz kiemeli a plazmidbol a transzgént, az azt korilvevd TIR
szekvencidknal fogva. Majd a célszekvencia megtaldldsa és hasitdsa utdn a transzpozaz a
transzgént a genomba illeszti. A célszekvencia valtozé lehet, piggyBac esetében TTAA, a
Tcl/mariner csalad tagjainak TA, mig a Tol2 transzpozaznak nincs preferalt beépiilési helye.
Egy ilyen integracidés esemény egy kopidt visz be, a konkatamer képzés igy elkeriilhetd.
Réadasul a transzpozon rendszerek segitségével eddig nem is remélt hatékonysagot lehet elérni,
nemcsak laboratoriumi allatokon, hanem nagyallatokon is.

A kopiaszam féken tartasa és a hatékonysag novelése mellett a transzpozon rendszerek
azzal az eldnnyel is birnak, hogy sok fajon alkalmazhatok. Japan kutatok 2000-ben transzgénikus
zebrahalat (Danio rerio) hoztak Ilétre Tol2 transzpozaz rendszer segitségével, a Tol2
transzpozont a medaka (Oryzias latipes) fajbol azonositottak, és mRNS formajaban
koinjektaltak. Ugyanez a transzpozon transzgénikus karmosbéka (Xenopus tropicalis)
eldallitasara is hasznalhato. A Sleeping Beauty transzpozon rendszernek szintén az az egyik nagy
elénye, hogy sok fajban alkalmazhatd, igy a biologiai modellallatokon is (pl. karmosbéka,
zebrahal, egér, patkany).

2.3.4.1. Sleeping Beauty Transzpozon Rendszer

1997-ben magyar kutaték rekonstrualtdk a Sleeping Beauty (SB) transzpozont a
molekularis genetika modszereivel (lvics et al. 1997). A SB egy szintetikus mobilis elem, amit 8
lazac faj genomjaban talalt 12 transzpozon szekvencidkbol rekonstrudltak PCR mutagenezis
segitségével. Miutan a SB-r6l bebizonyosodott, hogy jol lehet hasznalni kiilonb6zd
sejttenyészetek vagy allatok transzgeneziséhez, a kutatok szerettek volna 1étrehozni egy jobban
mikodé, még nagyobb hatékonysagu transzpozazt. Ezért vizsgaltdk kiilonb6zé Tcl
transzpozazok szekvencidjat, keresve azokat a régiokat, amik konzervaltak. A filogenetikai

Osszehasonlitds utan helyspecifikus PCR mutagenezis segitségével létrehoztak hiperaktiv
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transzpozazokat (Geurts et al. 2003). Koziiliik a legsikeresebbnek talalt SB100X elnevezésii
transzpozaz, az eredetinél szazszor hatékonyabb (Matés et al. 2009), amely az amugy rosszul
transzfektalhaté HelLa sejteken 35-50%-o0s hatékonysaggal mikodik. Egér esetében a
transzgenezis hatékonysagat akar 40%-osra is emelheti (Matés et al. 2009; Carlson et al. 2011).

A SB transzpozaz koté helyei egy korilbelil 230 bp hosszu ismétlddé szekvencidban
talalhatok (IRDR) a transzpozon szekvencia mindkét végén (Izsvak et al. 2000). Ezek az IRDR
szekvenciak tartalmazzak a két 32 bp hosszisagu transzpozaz kotéhelyet (Cui et al. 2002).

A Sleeping Beauty transzpozaz célszekvencidja minddssze egy TA dinukleotid, ami a
transzpozicid utan megkett6zodik. Mikor a SB mobilizadlodik egy néhany bazispar hosszi
lenyomatot hagy maga utan (TAC(A/T)G) (Liu et al. 2004). Ez a célszekvencia az egér
genomban kortlbeliil 200 millidszor van jelen, igy az integracids események akar a genom 10%-
aba lehetségesek (Geurts et al. 2006), azaz randomnak tekinthet6k.

Ez a transzpozon alapu technologia hatékonynak bizonyult mar példaul egér, patkany,
sertés, birka esetében (Eickbush 1992; Esnault et al. 2000; Katter et al. 2013, Geurts et al. 2012).
Nagyon sok kutatas folyik olyan human sejtvonalakon (Chénais et al. 2012), amiken ezzel a
technologidval végeztek valamilyen genetikai modositast, tovabba génterdpias kisérletekben is
gyakorta hasznalt eszk6z (Levin and Moran 2011).Bar a Sleeping Beauty transzpozon rendszert
az allatfajok széles korén kiprobaltdk mar, transzgénikus nyul vonalat mindeziddig nem
kozoltek.

A Sleeping Beauty transzpozon az elébb felsoroltak koziil kétségkiviil mara az egyik

legsikeresebben alkalmazott transzpozon rendszer emldsdkben.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. PLAZMID VEKTOROK KEZELESE

A transzgenezishez kapott plazmidokat minden esetben felszaporitas céljabol tjra
transzformaltuk a kovetkezOképpen: 5-6 ng plazmid DNS-t ovatosan az el6zéleg jégen
felolvasztott kompetens DH-5a E. coli (Invitrogene) sejtekhez adtuk. Jégben hagytuk fél oran at,
majd 45 mésodpercig 42°C-os vizfiirdSben hdsokkoltuk. Ujabb két percig jégre tettiik, majd 1 ml
LB tapoldatban (Sambrook 2001) 37°C-os termosztatban razattuk. Egy ora elteltével 50-200 pl-t
antibiotikum szelektiv LB taptalajra szélesztettiik, ezt 37°C-on inkubaltuk egy ¢&jszakan at. A
kindtt telepeket leoltottuk antibiotikumot is tartalmazd folyékony LB tapoldatba és overnight
inkubaltuk 37°C-on. A felszaporitott plazmidokat Qiagen plazmid izolalo kit (QlAprep Spin
Miniprep Kit, Qiagen) segitségével, a gyartd utasitasainak megfelelden kitisztitottuk, majd
restrikcios enzimek és gélelektroforézis segitségével ellendriztiik.

Kisérleteinkhez a fragment méretétdl fliggben 0,5-2%-0s agardéz (Sigma) gélt
hasznaltunk, etidium-bromiddal kiegészitve. Molekulemarkerként 1 kb-os DNS létrat
alkalmaztunk. (GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermentas). A gélelektroforézist 1Xx TAE (40 mM
Tris-acetat, | mM EDTA) oldatban végeztiik.

3.2. AZINJEKTALO OLDATOK ELOALLITASA

3.2.1. Lentivirus

A lentivirusos kisérletekhez hasznalt SIV-CAG-GFP-WPRE-SIN-LTR plazmidot Didier
Negre ¢és Francois-Loic Cosset bocsijtotta rendelkezésiinkre. A lentivirusos konstrukciok
Osszeszerelése kiilon szakértelmet ¢és felszereltséget igényel. Ezeket a konstrukcidkat a Pécsi
Tudoményegyetem Immunologiai és Biotechnoldgiai Intézetében Kvell Krisztian és Czompoly
Tamas készitette el szamunkra (Gogvadze and Buzdin 2009).

A transzgénikus vonal létrehozasahoz egy SIN konstrukcidt hasznaltunk, amit egy
masodik generacios 0sszepakolo sejtvonal segitségével hoztunk 1étre (Negre et al. 2002). A SIV
alapu vektorban a mesterséges CAG promoter taldlhatd, amely egy csirke béta-aktin promoterbdl
¢s egy CMV enhancerbdl allt, tovabba a megfeleld eukaridta génexpressziohoz sziikséges
elemként tartalmaz egy nyul béta globin intront. A vektor transzgénként a GFP riportergén
szekvencidjat hordozza. Helyet kapott még a vektorban egy szabalyozo elem, amely a WHP
(mormota hepatitisz virus) poszttranszkripcios szabalyozo eleme (WPRE). A WPRE egy 80 bp-

os szekvencia, amely a transzkripcid utan kialakit egy harmadlagos szerkezetet, ezaltal segiti eld

crcr
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a virdlis enhancerek ¢s promoéter nem miikddik, igy a beépiilt vektorrol nem johetnek 1étre
szaporodoképes virusok (SIN). Tovabbi szabalyozo elem a vektor 3’ nem transzlalodo
primer szekvenciaként miikodik. Rdadasul a viralis elemek transzkripcionalis inaktivacidja
megkonnyiti a transzgén kifejez6dését, hiszen a cis-acting elemek nem aktivak (Hiroyuki et al.
1998).

A lentivirus vektorok Osszeszerelése ugy torténik, hogy a transzgenezishez sziikséges
géneket (integraz, reverz transzkriptdz), a virus sejtmagba jutdsdhoz sziikséges kopenyfehérjét
(vesicular stomatitis virus G glycoprotein) és a bevinni kivant transzgént (GFP) kiilon
plazmidokon, er6s promoéterek szabalyozasa mellett Kotranszfektdlnak egy, a virus
Osszeszerelésre alkalmas sejtvonalba (jelen esetben: HELA 293T). A GFP-t expresszalo
sejtekfeliiliszojat ezutan ultracentrifugalassal elvalasztottdk. Az elkésziilt lentivirus vektorokat
tartalmazod fazist -70°C-on taroltuk a mikroinjektalasig. A kész konstrukcioval transzformaltak
egy sejtvonalat és FACS segitségével meghataroztak a transzformans sejtek szamat, amelybdl a

virustiterre lehet kovetkeztetni.
3.2.2. Sleeping Beauty

A Sleeping Beauty transzpozon medialta transzgenezishez hasznalt pC-Globin2-SB100x
¢s pT2/Venus plazmidokat Izsvak Zsuzsanna berlini csoportjatol kaptuk.

400 pl steril desztillalt vizben felvett plazmid DNS-hez 1,5 ml-es Eppendorf csében 400
ul fenol/kloroform oldatot (1:1, Sigma) adtunk. 15 masodperc razatas utan két percig hagytuk
pihenni, majd kétszer megismételtiik ezt a miiveletet (a fennmaradé RN4z inaktivalasa céljabol).
5 percig centrifugaltuk 13000 rpm sebességgel. A centrifugdlas utan a felsd fazist egy uj csdbe
pipettaztuk, majd 400 pl kloroformot adtunk hozza, amivel 15 masodpercig vortexeltiik, majd
ujabb 5 perc centrifuga utan a felsd fazist ismét 11j csObe helyeztiik at. Hozzaadtunk tized térfogat
3 M natrium acetatot (pH 5,5) és 2,5 térfogat abszolut alkoholt (Reanal). Kicsapas utan 15 percig
4°C-on centrifugaltuk, majd a feliiliszot eltavolitottuk. Ezutan egy 70%-os etanolban torténd
mosas kovetkezett, 10 percig hagytuk hatni az alkoholt a centrifugalas eldtt. Az alkoholos mosast
kétszer végeztiik el, hogy eltdvolitsunk minden esetlegesen visszamaradt kemikéliat, amik
zavarhatjak a késébbiekben az in vitro transzkripciot vagy - donor plazmid esetén - az embriok
fejlodését. A tiszta csapadékot beszaritottuk, majd steril desztillalt vizben vagy injektald
pufferben (EmbryoMax, Millipore) visszaoldottuk. A koncentracidokat spektrofotométeres
(NanoDrop, ND-1000) méréssel allitottuk be.

Sleeping Beauty transzpozon rendszer hasznalatakor a transzgént tartalmazdé donor

plazmidot és a transzgenezist katalizalé transzpozazt koinjektdljuk az egysejtes embriok
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eldmagvaiba. Az injektald oldat elkészitésénél fokozottan kell iigyelni, hogy a benne 1évo
transzpozaz mRNS-e ne bomoljon le. A transzpozazt koédold plazmid felszaporitasa utan eld

kellett allitanunk az mRNS-t.
3.2.2.1. A Sleeping Beauty transzpozaz mRNS eldallitasa

A transzpozaz kddolo szekvencidja az elézdleg felszaporitott, majd kitisztitott pC-
Globin2-SB100X plazmidon talalhato. A plazmidbol 2 pg-ot a gyartd utasitasai szerint
emésztettiink Clal restrikcids endonukledzzal (Fermentas). Az emésztés hatékonysagat 1 %-0s
agardéz gélen ellendriztik. A linearizalt plazmid DNS-t fenol-kloroformos extrakcidval
megtisztitottuk. Az mRNS szintetizalasahoz mMessage mMachine T7 kitet (Ambion)
hasznaltunk a gyart6 utasitasait pontosan kovetve. Az in vitro transzkripcié utdn a DNS-t a
kithez melléket TurboDN4azzal eliminaltuk, majd a reakcié anyagaitdl ujabb fenol/kloroformos
kicsapassal szabadultunk meg, a visszamaradt Sleeping Beauty transzpozaz mRNS-t
beszaritottuk és 20 pl injektald oldatban visszaoldottuk. A transzkripcié sikerességét 1 %-0S
agar6z gélen ellendriztiik, a gélelektroforézishez hasznalt eszkozoket elézoleg 70 %-0s etanol,
0,2 N-os natriumhidroxid oldattal és desztillalt vizzel RNaz mentesitettiik. A gél elkészitéséhez,
megmeértiik és az oldatot beallitottuk 10 ng/pl-es koncentraciora. Az oldatot -70°C-on taroltuk.

o IXTBE: 108 g/l Tris-acetat, 55 g/l bor sav, 20 ml/l 0.5SM EDTA, tizszeresére
higitva.

3.2.2.2. Donor plazmid eléallitasa

A pT2/Venus donor plazmidot felszaporitottuk, majd az elé6z6ekben leirtakhoz hasonléan

fenol-kloroformos extrakcio utan injektald pufferben (Millipore) feloldottuk. A donor plazmid

crer

3.2.2.3. Az injektalo oldat sszedllitasa

Az injektald oldat 5 ng/ul SB100X mRNS-t és 0,4 ng/ul Venus riporter gént hordozo
donor plazmidot tartalmaz injektalo pufferben. Igy a mar eldallitott, a végleges injektald
koncentracio kétszeresével rendelkezé6 mRNS és donor plazmid oldatot csak egy-egy aranyban
kellett sszekeverniink. Az elkészitett injektalo oldatot 10 ul-es adagokban, -70°C-on taroljuk a
felhasznalasig. Ellendrzésképpen egy adagot egy o6rdn at 37°C-on inkubdltunk, majd 1 %-0s
agaroz gélen - szintén RNaz-mentes koriilmények kozott - megfutattuk, hogy lassuk nem
bomlott-e le az mRNS. Az adagokat minden esetben egyszer hasznaltuk, nem fagyasztottuk

vissza azokat.
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3.3. TRANSZGENIKUS ALLATOK ELOALLITASA

3.3.1. Laboratoriumi nyulak tartdsa

A transzgénikus nyulvonal eléallitaisahoz a laboratoriumi gyakorlatban bevalt Hycole
fajtat hasznaltuk. Az allatokat konvencionalis allathazban tartottuk, egyedi ketrecekben, 18+3°C

hémérsékleten, 12 6ra megvilagitas, ad libitum takarmanyozas mellett.
3.3.2. Szuperovulaltatds, embriokezelés

A Hycole ndstény embriédonor nyulakat 3-4 honapos korban, legalabb 3,5 kg teststly
megléte mellett, 120 nemzetkdzi egység PMSG-vel (pregnant mare serum gonadotropin,
Folligon, Intervet International B.V., Holland) oltottuk be intramuszkularisan. 72 6ra elteltével
180 nemzetkozi egység hCG-vel (human chorion gonadotropin, Choragon, Ferring Gmbh)
intravénasan kezeltiik a néstény nyulakat. Ugyanekkor mesterségesen termékenyitettiik is Oket,
Hycole himek frissen vett spermajaval. A megtermékenyiilést kovetd nap reggelén a néstények
petevezetdjét eltavolitottuk. A petevezetokbdl a zigotakat 20% FCS-sel (fetal calf serum,
Invitrogen) kiegészitett PBS médiumba mostuk ki. A mikroinkjektalasig az embriokat M2
médiumban asvanyi olajjal (Mineral oil, Sigma) lefedve, 38,5°C-on, 5% COz-dal telitett
kornyezetben tartottuk.

e M2 médium: NaCl 5,532 g/I, KCI 0,356 g/l, CaCl>x2 H20 0,251 g/l, KH2PO4 0,162 g/l
MgSOs 0,293 g/l, CH:COCOONa 0,036 g/, glikéz 1,0 g/l, szarvasmarha szérum
albumin (V. frakcio) 4,0 g/1, fenol vorés 0,01 g/, HEPES 4,969 g/1 desztillalt vizben
oldva. Sziiréssel sterilizalva.)

e PBS tenyésztéoldat szérum kiegészitéssel: 16 mg KCI, 16 mg KH2PO4, 8 mg MgCI2,
640 mg NaCl, 92 mg Na2HPO4, 8 mg CaCl2, 2,4 mg penicillin, 8 mg streptomicin, 20

ml magzati borji savd (FCS) 100 ml desztillalt vizben oldva. Sziiréssel sterilizalva.
3.3.3. Mikroinjektalas

Kisérleteinkben a mikroinjektalas két alapvetdé modszerét hasznéltuk: egyrészt a
hagyomdnyos elémag injetkalast a Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel torténd
transzgenezishez, masrészt a lentivirus konstrukcidk perivitellinaris térbe torténd injektalasat. A
mikroinjektalds ezen két modja szerencsésen nagyjabol ugyanazzal az eszkodzigénnyel
rendelkezik.

Els6é 1épésként elokészitettilk a mikroinjektalashoz sziikséges eszkozoket. A bal oldali
manipulator karba a tart6 kapillarist helyeztiikk (d=100 pm, Harvard Apparatus, GC-100T-15),
mig a jobb oldali karban az injektald kapillaris kapott helyet (d=1-2 um, Harvard Apparatus,
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GC-100TF-15). Ezeket a vékony tlivegkapillarisokat mikropipetta htizoéval (Sutter Instrument
Co., Model-97) készitettiik el, a gép pontosan beallithaté paraméterekkel (heat: 600, pull: 200,
velocity: 130, time: 180) dolgozva biztositja, hogy mindig azonos karakter(i livegkapillarisokat
készithessiink. A tartd kapillarisokat vastagabb atmérdjiilk miatt akar kézzel, akar géppel is
huzhatjuk, a végleges atmérot és format pedig mikrohuta segitségével alakitjuk ki, ugy hogy az
embriodk stabilan be tudjanak iilni a tart6 kapillaris 6blébe. A mikroszkop és a manipulator karok
elokészitése utan az embridkat szemrevételeztiik.

A donor allatok petevezetdibdl kimosott egysejtes embridkat kivalogattuk. A
mikroinjektalashoz megfeleld, jol kivehetd elomaggal rendelkezd embriokat mélyitett
targylemezen 1évé 20 pl-es médium (20% FCS-sel kiegészitett PBS) cseppbe helyeztik. Az
embriodkat tartalmazé médiumcseppet embridolajjal fedtiik le, elkeriilve ezzel a parolgas miatti
koncentraci6 valtozast. A targylemezt ovatosan a mikroszkdp (Olympus IMT-2) targyasztalara
helyeztiik, és a mikromanipulator karok (Narishige) segitségével elvégeztiik az injektalast. A
tartd kapillaris segitségével becserkészett embriok eldmagjaba néhany pikoliter, vagy -lentivirus
konstrukcié haszndlata esetén - a perivitellinaris terébe koriilbeliil 100-200 pikoliter injektalo
oldatot juttattunk. A mar injektdlt embridkat a targylemezen elkiilonitettilk a nem kezeltektdl.
Maximalisan 25 embridt helyeztiink a médiumcseppbe, elkeriilve, hogy tul sokaig legyenek erds
megyvilagitas és nem optimalis hémérsékleti tartomanyban, ami a késébbi fejlodésiikre ravetheti
a bélyegét. Az injektalas végeztével az embriokat athelyeztik egy 0j csepp 20% FCS-sel

kiegészitett PBS médiumba és termosztatban inkubaltuk a beiiltetésig.
3.4. EMBRIOBEULTETES

A fiatal, 2-3 honapos, recipiens Hycole fehér néstényeket az embridk beiiltetése el6tti
napon 0,2 ml GnRH analog készitménnyel (Receptal, Intervet) kezeltiik intravéndsan. A miitétet
laparoszkdpos modszerrel végeztiikk, igy okozva a lehetd legkevesebb sériilést az allatnak
(Besenfelder and Brem 1993). Az anesztéziahoz 0,4 ml Xilazin (CP-Xilazin 2% inj A.U.V., Cp-
Pharma Handelsges. mbH) és 0,7 ml Ketamin (Cp-Pharma Handelsges mbH) oldatot
hasznaltunk. Az altatdsban 1évé allatok hasardl a szért lenyirtuk, hogy ne zavarja a mitéti
eljarast. Koldoktajékon szikével apro (2-3 mm-es) bemetszést ejtettiink az allatokon, egy vékony
trokar hasfalba torténd bevezetésének megkonnyitésére. A trokdr segitségével az allat hastliregét
feltoltottiik levegdvel, igy a laparoszkdp bejuttatasakor elkeriilhetd a belsé szervek megsértése.
Megszamoltuk a petefészken elhelyezkedd ovulacids helyek (corpus hemorragicum) szamat,
hogy tudjuk a GnRH injekcié valoban hatdsos volt-e. A petefészekhez kozel a hasfalon keresztiil
a felfujt hasiiregbe szurt vénas kaniil (Introcan-Safety IV Catheter W, BBraun) t{ijét a t6lcséren

keresztiil a petevezetObe jutattuk. A kaniil tiijét egy tivegkapillarisra (Brand, 701902) cseréltiik.
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Ez a kapillaris tartalmazta a médiumban uszé6 embriokat, ezt két levegdbuborék, majd két
médiumcsepp vette koriil. A buborékok azt a célt szolgéljak, hogy biztosan lassuk, az embridk
bekerlilnek a petevezetébe. Az alvemhes nyulak jobb és bal petevezetdibe oldalanként 8-10, a
mikroinjektalast talélt, egy- vagy kétsejtes embriot transzferaltunk. A laparoszkop eltavolitasat

kovetden a vagast 7,5 mm-es sebkapoccsal (Kruuse, 151905) zartuk.

3.5. TRANSZGENIKUS VONAL LETREHOZASA ES FENNTARTASA

3.5.1. Alapito egyedek kivalasztasa

A transzferbdl sziiletett kisnyulak fiilébdl néhany naposan DNS mintat gytijtottiink. Az
allatokat egyéni azonositd jeloléssel lattuk el. Mind a transzpozonos transzgenezis, mind a
lentivirusos transzgenezis esetén egy-egy fluoreszcens riporter gént vittiink be, igy élvezhettiik
azt a konnyebbséget, hogy a transzgénikus (és transzgént egyuttal expresszalo) allatokat UV fény
segitségével megtalalhattuk. Természetesen PCR modszer segitségével is megerdsitettiik az
alapité (hemizigota) egyedek genotipusos statuszat.

Az alapit6é egyedek azonositdsdhoz a riporter gén expresszioja mellett PCR modszert is
hasznaltunk. A megsziiletett nyulakbdl néhany napos korban szévetmintat vesziink, ebbdl
egyszerl fenol/kloroformos extrakcioval (Gogvadze and Buzdin 2009) kivontuk a genomi DNS-
t. A kinyert DNS-t PCR reakcioval teszteltikk a transzgén jelenlétére. A reakcid primereit az
interneten ingyenesen hozzaférheté Primer3 programmal terveztiik (https://frodo.wi.mit.edu). A
primereket az 1. tablazat tartalmazza. A reakciok Osszeallitasahoz MyTag Red Mix DNS
polimerazt hasznéltunk a gyarté (Bioline) utasitasai szerint PTC-200 Thermocycler késziiléken,
12,5 pl végtérfogatban. A PCR kondicidk: 95°C 3:00 denaturacié utan 30 ciklus 95°C 0:15,
60°C 0:15, 72°C 0:10 majd 72°C 3:00 perc kovetkezett. 1 %-os agar6z gélen futtattuk meg a

PCR reakciokat a pozitiv alapitok utan kutatva.

1. tablazat: Primerszekvenciak az alapito allatok azonositdasahoz

Primer neve Primer szekvencia (5'-3' orientacio) Fragment méret (bp)
GFP legjobbF ctcgtgaccaccctgacctac

GFP legjobbR catgatatagacgttgtggctgtt 202

VenusF ggtccctcttctcgttaggg 334

VenusR tacaagaccagagccgaggt

A kivélasztott alapitd egyedeket 3-4 honapos korukban vad tipusu nyulakkal paroztattuk,
az igy sziiletett utédok koziil szintén PCR-rel vélogattuk ki a transzgénre nézve immar

heterozigota allatokat. A hemizigéta egyedek egymas kozti, illetve a hemizigota és az alapitd
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egyedek keresztezésével megsziiletett G2 generacio egyedei kozott vizsgaltuk, hogy a mendeli
szabalyoknak megfeleld szegregaciot (25% homozigota) kapunk-e. A homozigdtdnak vélt
egyedeket QPCR-rel elkiilonitettiik, majd vad tipusi nyulakkal paroztattuk. Azon egyedeket

fogadtunk el homozigétanak, melyeknek minden utéda pozitiv volt a transzgénre nézve.
3.5.2. Expresszios vizsgalatok

3.5.2.1. Reverz Transzkriptciés PCR

A génexpresszid vizsgalatat szoveti szinten RT-PCR segitségével végeztiik. Szovetenként
50 mg mintat gyljtottiink és az RNS kivonasaig folyékony nitrogénben taroljuk. A mintdkat
gépben homogenizaltuk (Precellys 24, Bertin) hideg RNAzol™ B (Tel-Test Inc.) feltaro
pufferben. A homogenizatumot 10 percig 4°C-on, 13000 rpm centrifugaltuk, majd a fels6 fazist
200 pl kloroformmal tisztitjuk. A fazisokat egy Ujabb centrifugalas (15 perc, 13000 rpm)
elvalasztottuk és a felsd, vizes fazisbol az RNS-t egy térfogategység izopropanollal (Merck)
kicsaptuk. A kicsapott RNS-t centrifugaltuk, majd 70 %-0s alkohollal mostuk. A csapadékot
ismételt centrifugalassal a cs6 aljara tapasztottuk, majd beszaritottuk. A beszaritott RNS-t 30-100
ul RNaz-mentes vizben (Gibco) visszavettilk, DNaz (Qiagen) kezeltiik, és felhasznaléasig -70°C-
on taroltuk. Az RT-PCR reakciot a gyartdo (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems) utasitasait kovetve mértiik Ossze, 20 ul végtérfogatba 500 pg RNS-t
tettlink. A reverz transzkripciot PCR gépben (MJ Research PTC-200) végeztiik a kit ajanlasat
(25°C 10 perc, 37°C 120 perc, 85°C 5 perc) betartva random hexamerekkel. Az igy felszaporitott
CDNS-ekbdl 1 pl-t hasznaltunk a mésodik, mar specifikus primerekkel végzett PCR reakcidoba. A
reakciokba a Sleeping Beauty-s konstrukcio esetén a Venus, mig a lentivirusos konstrukciod
esetén a GFP riporter génre tervezett primereket raktuk. Endogén kontrollként pedig a GAPDH
génre tervezett primert hasznéaltunk. A PCR kondicidk: 95°C 3:00 denaturacio utan 30 ciklus
95°C 0:15, 60°C 0:15, 72°C 0:10 majd 72°C 3:00 perc kovetkezett. A keletkezett termékeket 1

%-0s agaroz gélen (Invitrogen) valasztottuk el. A primerek szekvenciait a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat:RT-PCR-hez hasznalt primerek

Primer neve Primer szekvencia (5'-3' orientacio) Fragment méret (bp)
GFP probaF caagggcgaggagctgtt 564

GFP préobaR gaactccagcaggaccatgt

VenusF ggtccctcttctcgttaggg 334

VenusR tacaagaccagagccgaggt

GAPDHnyF caacatcaagtggggtgatg 381
GAPDHnyR gaggcagggatgatgttctg
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3.5.2.1. Western blot

A transzgén fehérje szintli expresszidjanak vizsgalatat Western blot segitségével végeztiik
el. 7-8 térfogatnyi jéghideg PBS-ben homogenizaltuk a szoveteket. A szoveti maradvanyoktol
centrifugalas (1 perc, 13000 rpm) utdn, a feliillusz6 megtartdsaval szabadultunk meg. A
fehérjekivonathoz ezutan f-merkapto-etanolos felvivé puffert adtunk (0,5 M Tris-HCI, 10 %
SDS pH 6,8, 30 % glicerin, 0,012 % bromfenol-kék, 6 % B-merkapto-etanol) és denaturaltuk
95°C-on 5 percig. Denaturdld gélben 10 % poliakrilamid és SDS jelenlétében elvalasztottuk a
fehérjéket. A tomorité gél 0,5 M Tris-HCl-ot, 0,4 % SDS-t (pH 6,8), mig maga a szeparald gél
1,5 M Tris-HCl-ot, 0,4 % SDS-t tartalmazott, ez utobbi pH-ja azonban mar 8,8-as volt
(Gogvadze and Buzdin 2009). Az eléz6 este Ontott gélen zsebenként 10 pl denaturalt
fehérjemintat valasztottunk el 0,5 % SDS tartalmu Tris-glicin pufferben, 25-35 mA aramerdsség
mellett, Hoefer Minigel futtatokadban (Hoefel Scientific Instruments). A szeparalt mintakat
tartalmazo gélt kétszer 15 percig mostuk transzfer pufferben, ami 60 mM Tris-t, 40 mM CAPS-t
(pH 9,6) tartalmazott, ekézben a PVDF membrant (Hybond-P, Amersham) is el6készitettiik a
blottolashoz, 2 percig metanolban, 5 percig desztillalt vizben nedvesitettiik, majd 15 percig
transzfer pufferben aztattunk. Elektromos (Semi-dry) blottold berendezéssel (Hoefer Scientific
Ins.) 30 perc alatt, 100 V fesziiltség mellett rogzitettiik a mintdkat a membranon. A blottolas
végeztével a membrant 5 % tejport tartalmaz6d TBS-T (Tris pufferelt sdoldat, 0,05 % Tween 20
detergens) pufferben blokkoltuk. Az egér anti-EGFP (Living Colors™, monoclonal, JL-8,
Clontech) elsddleges ellenanyagot 1:250 higitasban ugyancsak 5 % tejport tartalmaz6 TBS-T
oldataban reagaltattuk 90 percig 4°C-on a fehérjékkel. Majd a membrant négyszer 10 percig
mostuk TBS-T oldatban. A masodlagos ellenanyagot, mely anti-mouse IgG-HRP (Sigma,
A6154) 1:5000 higitasi aranyban 45 percen keresztiil 4C°-on inkubaltuk a membranon. Ezutan
ujabb harom TBS-T-s mosas kovetkezett. A masodlagos antitestet luminol alapt
kemilumineszcencias kit (ECL-Plus Kit, Amersham) és autoradiografia (Hyperfilm, Amersham)

segitségével tettlik lathatova.

«re

3.5.3.1. Southern blot

Az alapité allatok 20 mikrogramm genomi DNS-ét BamHI restrikciés endonukleazzal
hasitottuk, majd 1 %-os agardz gélen elvalasztottuk. A gélt 10 percig depurindl6d oldatban (20
ml/l ccHCI MQ vizben oldva), majd kétszer 20 percig denaturalé oldatban (20 g NaOH, 87,66 g
NaCl 1000 ml MQ vizben oldva) rdzattuk. A DNS-t ezutdn Hybond-XL membranra
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transzferaltuk egy ¢jszakan at, kapillaris blottolassal, denaturdl6 oldatban. A membranon a DNS-
t 80°C-o0s, egy Oran 4t tartd szaritassal és UV-sugarzédssal rogzitettik. A proba alapjaként
szolgalo fragmentet PCR segitségével amplifikaltuk a 2. tdblazatban taldlhaté primerekkel. A
jelolést DecalLlabel DNS jelold kittel (Fermentas) végeztiik a gyartd utasitdsai szerint. A
hibridizaciét 3-5 milli6 cpm/ml «a-32P-dCTP koncentraci6 mellett overnight végeztiik
PerfectHyb (Sigma) hibridizacios pufferben a gyart6 utasitisai szerint. A membrant a pufferhez
megadott protokoll szerint tobbszor csokkend SDS és SSC koncentraciok mellett haromszor

mostuk, majd autoradiografiaval (Hyperfilm, Amersham) lathatova tettiik az eredményt.

3.5.3.2. QPCR

crer

A genomi DNS-t fenol-kloroformos extrakcioval kinyertiik ¢és koncentracidjat
spektrofotométer segitségével beallitottuk 25 ng/ul-re. 20 pl-es végtérfogata TagMan reakciokat
allitottunk Ossze, harom ismétlésben. A QPCR-t Eppendorf Mastercycler realplex* tipusu
késziiléken futtattuk. A primerek és a probak a Sleeping Beauty ismétlddo szakaszait ismerik fel
(Kolacsek et al. 2011) (3. tablazat). A kalibracidhoz a szerzO6kt6l szarmazo 1,2,4,8 képias stabil
transzfektans vonalakat hasznéltuk. Az eredmények kiértékeléséhez a GenEx QPCR (MultiD)

szoftvert hasznaltuk.

3. tablazat: QPRC-hez hasznalt primerek

Primer neve Primer szekvencia (5'-3' orientacio) Fragment méret (bp)
VenusQF ttcagctcgattctgttcacc 143
VenusQR tgcaggagagaaccatcttct

3.5.3.3. Integraciés hely meghatarozasa

Az integracios helyet a Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel Iétrehozott
transzgénikus nyalvonal esetében splinkerette PCR (Devon et al. 1995) segitségével hataroztuk
meg. Transzgénikus alapitok tisztitott genomi DNS-ét Nlalll restrikcidos endonukleazzal
hasitottuk. A linker adaptereket (4. tablazat) azonos molaris koncentracidban 80°C-ra hevitettiik,
majd lassan szobahdre hiitve 0sszetapasztottuk. Az adaptereket ezutan overnight a megemésztett
genomi DNS darabjaira ligaltuk (T4 ligaz, Fermentas) 16°C-on. A genomi DNS darabokra ligélt
adapterekre specifikus primerekkel PCR reakciot hajtottunk végre az eddigiekben ismertetett
PCR programmal. Az elsé PCR termékébdl egy nested PCR-t futtattunk, ennek termékeit 1 %-0sS
agaroz gélen valasztottuk el. A termékeket fragment izolalo kit (QIAquick Gel Extraction Kit,

Qiagen) segitségével tisztitottuk ki a gélbdl és pGEM-Teasy (Promega) vektorba klonoztuk a
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gyartd utasitdsai szerint. A DNS szekvencidkat hagyomanyos szekvenalas segitségével

hataroztuk meg (Biomi Kft). A kapott adatokat a nyul genomra (genome.ucsc.edu) illesztettiik.

4. tablazat: Splinkerette PCR-hez hasznalt primerek szekvenciai

Primer neve Primer szekvencia (5'-3' orientacio)
Bfal linker(+) gtaatacgactcactatagggctccgcttaagggac
Bfal linker(-) p-tagtcccttaagcggag-amino

Linker primer gtaatacgactcactatagggc

Nested primer agggctccgcttaagggac

Thal rev3 aaagccatgacatcattttctggaatt

Thbal rev3 short catgacatcattttctggaatt

3.6. METSZETEK KESZITESE, MIKROSZKOPOS KEPALKOTAS

A mikroszkopos képekhez a szoveteket kriosztatban (Mikrom, Heidelberg) metszettiik 10
mikron vastagsagu szeletekre, a bedgyazashoz PolyFreeze (Sigma) hasznaltunk, a metszeteket
(Super Frost Ultra Plus, Menzel-Glaser) targylemezre helyeztiik. A metszeteket Vectashield
festékkel (Vector Lab.) kezeltiik ¢s DPX médiummal (Sigma) fedtiik le. A képek elkészitésé¢hez
fluoreszcens feltéttel ellatott Olympus IMT2 mikroszkopot hasznaltuk.

Az embriok és magzatok riporter gén expresszidjanak mikroszkopos (Olympus SZX9)
detektalasara 455-495 nm es gerjesztd fényt (MAA-03/B, Biological Laboratory Equipment,
Maintenance and Service Ltd.) hasznaltunk, a fluoreszcencia kibocsajtast egy 500 nm-es sziird
segitségével tettiik lathatova (GFSP-5, Biological Laboratory Equipment, Maintenance and
Service Ltd.).
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4. EREDMENYEK

4.1. LENTIVIRUS ALAPU TRANSZGENEZIS

Csoportunk a SIV alapu konstrukci6 elétt tobbféle HIV alapu lentivirus vektort €s
tobbféle promotert probalt ki nyul transzgenezisére (nem publikalt adat). A kisérleteket raadasul
nem csak egy, de négy- és nyolcsejtes embridkon is elvégeztiik. HIV vektorral nem sikeriilt
transzgénikus allatot elallitanunk, pedig a konstrukciok minden esetben egér modellen tesztelve
hasznalhatonak bizonyultak (9. abra). Igy esett valasztasunk egy SIV alap vektorra, amit

elézetesen szintén sikerrel teszteltiink egér modellen.

9. abra:Lentivirus segitségével (SIV) létrehozott transzgénikus egerek

A monocisztronikus SIV transzfer vektor elkészitése egy masodik generacids lentivirus
Osszepakold rendszerben (Negre et al. 2002) zajlott a Pécsi Tudomanyegyetem Biotechnologiai
Intézetében. A vektorok eldallitaisa mar leirt moédon (Neégre et al. 2002), HeLa 293T
sejtvonalban, kalcium-foszfatos eljarassal zajlott. A kotranszfektalas és Osszepakolds utan a
sejtek feliiluszdjat ultracentrifuga segitségével ezerszeresére koncentraltuk. Az oldat titerét
Jurkat sejtek és FACS (Fluorescence-activated cell sorting) berendezés hasznalataval hataroztuk
meg. A titer 1x10° TU/ml-nek bizonyult (transducting unit). A virusvektorokat DMEM-ben

feloldva, -70°C-on taroltuk a mikroinjektalasig.
4.1.1. Transzgénikus nyulak létrehozdsa

Az Hycole donor nyulakbdl szuperovuldltatds és mesterséges termékenyités utan
egysejtes embridkat mostunk ki. Az embridkat M2 médiumban, CO2 termosztatban, 37,5°C-on
taroltuk mikroinjektalasig. A lentivirus vektor koriilbeliil 100-200 pl-nyi oldatat az embriok
perivitellinaris terébe injektaltuk. A kezelt embridkat recipiens ndstényekbe iiltettiik
laparoszkdpos embriotranszfer segitségével. A mikroinjektalds, embrié beiiltetés és sziiletések

adatait a 5. tdblazat tartalmazza.
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5. tablazat: A lentivirusos transzgenezishez felhasznalt embriok adatai

Kimosott Mikroinjektalt Beiiltetett Megsziiletett

embriok embriok embriok utodok

az elozo
szazalékaban
az 0sszes

szazalékaban

Osszességében 430 darab embriot mostunk ki 23 szuperovulaltatott Hycole donor
ndsténybdl. A kivalogatds és mikroinjektalas utan visszamaradt 291 embrid az dsszes embrid
90%-a volt, ezeket 11 recipiens ndsténybe iiltettiik. A ndstények 81 %-a fialt, az alomlétszam 3
¢és 15 kozott valtozott. 87 kisnyul sziiletett, ez a beiiltetett embriok 30 %-a. Az utdodok 53%-a (46

darab) halva sziiletett.
4.1.2. Alapito egyedek azonositasa

A recipiens anyak megsziiletett utodait UV fény segitségével €s transzgén specifikus
PCR-rel vizsgaltuk (nem keriil bemutatasra). A megsziiletett 87 kisnytl koziil 28 hordozta a
transzgént (6. tablazat), igy a transzgenezis hatékonysaga 32 % volt.

6. tablazat:Sziiletési aranyok és transzgénikus alapitok aranya a lentivirusos transzgenezis esetén

Sziiletett Elve sziiletett  Transzgénikus

kisnyulak kisnyulak kisnyulak

az 0sszes

szazalékaban

A fiatal, élve sziiletett nyulak koziil 18 mozaikos génexpressziot mutatott a GFP

riportergénre nézve, ezek koziil kettd lathato a 10. dbran.
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10. dbra:A és B: GFP expressziot mutato alapitok. Jol lathato, hogy az alapitok a mozaikussagunk szintjében nagyon
elkiiloniilnek.

4.1.3. Expresszio kimutatdsa

A transzgén expressziojat haromféle modon teszteltiik; RT-PCR, UV fény és western blot
segitségével.

Az RT-PCR-hez egy alapitd egyed szoveteibdl gyijtottiink mintdkat, ez az alapitd
lathatoan alacsonyabb mértékben volt mozaikos. Az RNS kivonas utan elvégeztiik a reverz

transzkripciot, aminek az eredménye a 11. dbran lathato.

11. dbra: RT-PCR egy alapito egyed szoveteibdl. 1- molekula marker, 2- bél, 3- here, 4-agy, 5-bor, 6-tiidd, 7- mdj, 8-vese, 9-
hasnyalmirigy, 10- lép, 11- sziv,12- izom, 13- negativ kontroll

A vizsgalt szovetek mindegyikében igazoltuk a GFP mRNS jelenlétét. A reakcidhoz
kontrollként a biztosan jelen 1évé6 GAPDH gén termékére tervezett primereket hasznaltunk, ezt a
fragmentet minden minta esetében megkaptuk (nem keriil bemutatasra).

Western blot segitségével is bizonyitottuk a transzgén jelenlétét. Ehhez egy egér
monoklonélis GFP ellenanyagot hasznaltunk. Western blottal bebizonyitottuk, hogy a transzgén
megtalalhatd a mindharom csiralemezbdl szarmazo szovetekben. Az egyik alapité (SIV 9 JBK
him) kiilonb6z6 szoveteinek Western blot képe lathatd a 12. abran. A génexpresszid az alapito

egyedek szoveteiben eltérd volt, megfeleléen a mozaikossagnak.
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RERNIE

12. abra: Egy alapito széveteinek western blotos analizise. 1- kisagy (neuroektodermalis) 2-sziv, 3- bor (ektodermdlis), 4-mdj, 5-
vese (mezodermdlis), 6- hasnyadlmirigy (endodermdlis), 7- pozitiv kontroll, 8- molekula sulymarker.

Az egyik alapito (SIV 9 JBK him) egyed kipreparalt szerveit UV fénnyel gerjesztettiik és
a fluoreszcenciarol fotokat készitettiink. Az 13. dbran lathat6, hogy a vizsgalt egyed szoveteiben
a transzgén expresszal, ugyanakkor nagymértékii mozaikossag 1épett fel a vesék, a sziv és a tiido

esetében. Kontrollként egy nem transzgénikus alomtestvér szervei lathatok.

Transzgénikus Nem transzgénikus
Lathaté fény Uv-fény  Lathato fény UV-fény

NEXEY

opnL NzZS

woz|

AnB
000

wazs

13. abra: Egy alapito és egy kontroll egyed szovetei lathato fény és UV megvilagitas mellett. A transzgénikus alapito szovetei
kiilonbozo mértékii mozaikossagot mutatnak.
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4.1.4. A transzgén beépiilésének ellendrzése

A transzgén integracidjat Southern hibridizacidval vizsgaltuk. Egy 664 bp méretii
radidaktivan jelolt GFP probat hibridizaltattunk a BamHI restrikcidos enzimmel emésztett

genomra (14. abra). Az enzim egyszer hasit a genomban ¢és egyszer a transzgénben, igy a

hibridizaci6 soran kapott fragmentek szdma megadja a beépiilt kopiak szamat.

1 ; 4
BamH]I BamHI1 L > & * 9

|

>10 kb
.
\_,"__{ LTR I_*CPPTHCAG}— @p{ LTR e i
Gl’P—ploba ’ .‘ -

14. abra: A lentivirus konstrukcioval létrehozott alapitok Southern blot hibridizacioja. 1-2: transzgénikus alapitok (SIV 3 BT,
SIV 7 JT), 3- negativ kontroll (vad tipus), 4- pozitiv kontroll (GFP transzgénikus egér DNS)

A hibridizacioval megallapitottuk, hogy a transzgén egy kopidban épiilt be a vizsgalt
egyedek genomjaba (14. abra).

4.15. A transzgén oroklodése

Két alapité him spermajabol izolalt DNS-b6l (SIV 3 BT, SIV 7 JT) ki tudtuk mutatni a

transzgént az arra tervezett PCR segitségével (15. abra). A PCR eredménye alapjan azt vartuk,
hogy a transzgén 6roklddni fog.

1
=
-—
-
S
E=
E=
=

15. dbra: Néhany transzgénikus alapité bak transzgén specifikus PCR képe. 1- molekula marker, 2-5 alapiték spermdajabol
szarmazo DNS (SIV 3 BT, SIV 3 JKK, SIV 7 JT, SIV 9 JT), 6- pozitiv kontroll, 7- negativ kontroll, 8- viz kontroll

4 transzgénikus egyeddel kiséreltik meg a vonalalapitast. Ennek Osszegzése a 7.

tablazatban lathat6. A megsziiletett F1 utédok kozott UV fény és PCR segitségével kerestiik a
transzgénikus alapitokat.
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1. tablazat: Négy transzgénikus alapito F1 utodjainak dsszefoglalo tablazata

Transzgénikus utédok

GFP + utédok szama/ osszes

Alapitok >
szama/ 0sszes utod szama utod szama

m 3/215 1/215

A SIV 10 JBK alapité néstény 37 utdda koziil egyik sem 6rokolte a transzgént. Két him

(SIV 7 JT és SIV 9 JBK) 6sszesen 108 utodja kozott PCR-rel ki tudtunk mutatni ugyan egy-egy

transzgénikus fiokat, de ezek GFP expressziot nem mutattak.

A megsziiletett transzgénikus utddok hidanya miatt elkezdtiik vizsgdlni, hogy az
expresszid vajon embriondlis korban megjelenik-e. A SIV 3 BT alapitdé him spermadjaval
termékenyitett embriokat egysejtesen kimostuk és in vitro tenyésztettiik. Megallapitottuk, hogy

blasztociszta stddiumu embridkban tapasztalhato a transzgén expresszidja (16. abra).

d
16. dbra: Mikroinjektdlt, majd in Vitro tenyésztett embridk. Ldathatd, hogy blasztociszta stadiumban a transzgén expresszdl. a és

c: blasztocisztak UV fénnyel megvilagitva, b és d: blasztocisztak lathato fényben. A nyilak a GFP expressziojat mutatjak. (foto:
Dr. Gocza Elen)
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A SIV 3 BT transzgénikus alapitd spermajaval termékenyitett kontroll ndsténybdl a
magzatokat 13,5 naposan eltavolitottuk ¢s UV fény alatt vizsgaltuk. Ezek koziil a magzatok
koziil egy transzgénikusnak bizonyult és GFP expressziot is mutatott (17. dbra). Ennek a himnek
a megsziiletett 70 utddja koziil csak ez az egy hordozta a transzgént. Tehat a nagyszamu F1 ut6d

ellenére nem sziiletett transzgénikus utod.

Lathato fény UV fény

17. dbra: 13,5 napos magzatok kiilonbozé megvilagitasban (foto: Dr. Gocza Elen)

Nem transzgénikus

Transzgénikus
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4.2. SLEEPING BEAUTY TRANSZPOZON RENDSZER

4.2.1. Az injektalo oldat eléallitasa

A Sleeping Beauty transzpozon rendszer alkalmazasakor az injektald oldat a transzpozaz
MRNS-¢bAl és a transzgént hordozd donor plazmidbdl all. Az ehhez sziikséges plazmidokat (pC-
Globin2-SB100x ¢és pT2/Venus, 8. abra) felszaporitottuk és tisztitottuk. A donor (pT2/Venus)

crer

crer

komponenst egy-egy aranyban Osszekeverve elkészitettik az injektalo oldatot, amiben a
transzpozaz MRNS koncentracidja 5 ng/pul, a donor plazmid koncentracioja 0,4 ng/ul volt. A két
oldat 5-5 pl-ét oOsszekeverve 37°C-on egy oran at taroltuk, majd gélelektroforézissel
elvalasztottuk. A donor plazmid és az mRNS is lathatova valt az elektroforézis segitségével,
ezzel bizonyitottuk, hogy az injektalo oldat haszndlhatdsagat és azt, hogy az oldatokat mindvégig

RNaz-mentesen sikertiilt kezelniink (az abra nem keriil bemutatésra).
4.2.2. Transzgénikus nyulak eloallitasa

A szuperovulaltatott nyulak petevezetdjébdl az egysejtes embridkat kimostuk és a
Sleeping Beauty transzpozaz rendszert tartalmazé injektald oldat néhany pikoliterét az apai
eldmagba juttattuk. A mikroinjektalt embridkat recipiens Hycole ndstényekbe iiltettiik

laparoszkopos modszerrel. A felhasznalt embriok szamat a 8. tablazat mutatja.

8. tablazat: A Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel torténd transzgenezishez felhasznalt embriok

546 501 472 46
- 91% 94% 10%
- 91% 86% 8%

Osszesen 472 mikroinjektalt embriét iiltettiink be 25 recipiens ndsténybe, amibdl 10 nytil
fialt. Ez 40%-o0s vembhesiilési arany, az alomszam 2 és 11 kozott valtozott. A betiltetett embridk

10%-a (46 darab kisnyul) sziiletett meg, ez a kisérletben felhasznalt 546 embri6 8%-a.
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4.2.3. Alapito egyedek azonositasa
A megsziiletett utodokban vizualisan (GFP) és PCR modszerrel vizsgaltuk a transzgén
jelenlétét. A transzgenezis hatékonysagat a 9. tablazat mutatja.

9. tablazat: Sziiletési aranyok és transzgénikus alapitok aranya a Sleeping Beauty transzgenezis esetén

46 40 7 7

- 87% 15% 15%

A ndstények Osszesen 46 utddot fialtak, ezek koziil 7 bizonyult transzgénikusnak. A
transzgenezis hatékonysaga 15,1 % volt. A hét alapité egyed mindegyike expresszalta a GFP

transzgént.
4.2.4. Expresszio kimutatdsa

A transzgén expresszidjat az UV fénnyel torténd megvilagitason kiviil ez esetben is
megvizsgaltuk RT-PCR és Western blot segitségével.

UV fény segitségével vizsgaltuk a riportergén jelenlétét blasztociszta allapota
embriokban. A 18. &bran lathatd, hogy mar blasztociszta allapotban is kimutathaté a Venus

expresszio.

Lathato fény UV fény Osszeillesztett kép

18. abra: Blasztociszta allapotii GFP-t expresszdlé embrio (foto: Dr. Gocza Elen)

Az alapité egyedeket UV fény segitségével azonositottuk, napos korban. A 19. abran 3
alapitd és egy alomtestvérik UV fénnyel megvilagitott képe lathatd. Két alapité egyeden jol
megfigyelheté a mozaicizmus jelensége, az allatok nem egész testfelilletén van riporter gén

expresszio.
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19. abra: A Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel létrehozott 3 alapito és egy nem transzgénikus alomtestvériik

Az UV fénnyel megtigyelt expressziot RT-PCR segitségével is megerdsitettiik. A reverz

transzkripciot mindharom csiravonal szdveteibdl elvégeztiik egy alapitobol (SB 3 JT).

9 10 11 12 13 14

11 149 11

20. dbra: Az SB3JT alapito genomi PCR alapjan pozitiv transzgénikus utodjanak szovetspecifikus RT-PCR vizsgalata Venus
specifikus primerrel. 1. és 14. molekula marker, 2-12 szoveti mintdak a kovetkezd sorrendben: agy, sziv, tiidd, mdj, lép, vese, here,
hasnyalmirigy, izom, bor és vékonybél, 13. negativ kontroll.

A 20. abran lathat6, hogy a vizsgalt szovetek mindegyikében tapasztaltuk a transzgén
expresszigjat mRNS szinten. Endogén kontrollként GAPDH génre tervezett primereket, negativ
kontrollként reverz transzkriptdz-mentes reakcio mintdit futtattunk (fot6 nincs mutatva).

Fehérje szinten is kimutattuk a transzgén kifejezédést egy Venust felismerd poliklonalis

antitest segitségével.

21. abra: Az SB3JT alapito pozitiv transzgénikus utodjanak Western blot vizsgalata. 1-5 széveti mintak a kovetkezo sorrendben:
tiidd, mayj, sziv, vese, bor, 6. negativ kontroll

Az SB 3 JT alapitébol szdrmazd tiid6, méj, sziv, vese, bor szovetek western blotja lathato
a 21. dbran. A kortilbeliil 30 kilodaltonos fehérjét a vizsgalt szovetek mindegyikében ki tudtuk

mutatni.
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Elvégeztiik néhany szovet mikroszkopos vizsgalatat is, hogy megallapitsuk a transzgén

jelenlétét a kiilonbozo sejttipusokban (22. dbra) a SB 3 BT vonal esetén.

DAPI Venus Osszeillesztett kép

Agy

Sziv

Maj

Here

Tadé

22. abra: Egy transzgénikus F1 utod ( SB 3 BT vonal) néhdny szévetének mikroszképos metszete. A metszeteken a sejtmagokat
DAPI segitségével tettiik lathatova.

A transzgénikus F1 egyed vizsgalt szoveteinek minden sejttipusdban lathatdo a Venus

riporter gén erds és egyontetii jelenléte.
2.5. A transzgén beépiilésének vizsgalata

Southern blottal is megvizsgaltuk a transzgén beépiiléseket az alapitokba. A Venus
transzgénre tervezett probaval hibridizaltattuk a Ndel restrikcidos endonukleazzal emésztett
alapitok DNS-ét, ez az endonukledz egyszer hasit a transzgénben. A hibridizaci6 megmutatta,
hogy a transzgén két esetben, egy-egy kopiaban (SB 3 BT, SB 3 JTIKK) és egy esetben harom
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kopiaban (SB 3 JT) integralodott az allatok genomjaba (23.4bra). A Southern blottal kapott
eredményeket részben QPCR modszerrel is megerésitettik. Az 1,2,4,8 kopias DNS-ek CT
értékébdl kalibracids egyenest allitottunk be, ennek segitségével a SB 3 BT ¢és SB 3 JTIKK
alapitorol megallapitottuk, hogy egy kopidban tartalmazzék a transzgént. Az SB 3 JT alapito
esetén QPCR-rel nem tudtuk eldénteni, hogy két vagy harom kopiat tartalmaz.

23. abra: A transzgén beépiilésének vizsgalata Southern hibridizdcioval. 1-3 alapito egyedek DNS-e (SB 3 BT, SB 3 JT, SB 3
JTIKK), 4- molekula marker

Az integracidopontos helyének megallapitasara Splinkerette PCR-t hasznaltunk. A harom
alapito (SB 3 BT, SB 3 JT, SB 3 JTIKK) genomjait Bfal restrikcidos endonukleazzal emésztettiik
egy €jszakan at, majd a kapott genom darabok mindkét végére adaptereket ligaltunk. Az adapter
és a transzgén szekvencidk primer templatként vald felhasznalasaval elvégeztiink egy PCR-t,
majd egy nested PCR-t. Az igy kapott termékeket gélelektroforézissel elvalasztottuk (fotd nincs
mutatva), kitisztitottuk és szekvenaltattuk.

Két esetben sikeriilt meghatarozni a transzgén integracios helyét (24. abra). A SB 3 BT
alapitd esetében a 19-es kromoszoman elhelyezkedd 36199348. nukleotidot kovetden tortént
meg a transzpozicid. A SB 3 JT alapitd esetében a beépiilés a 8-as kromoszoma 61471914.

nukleotidjat kdveti a beépiilt transzgén. Egyik beépiilés sem érintett gént.

SB 3 BT

ggtattctta
gacatttcct
TAGGCCAGGC
GGGAAATTTG
TCCCAAGCAG
CTTTGCCTGC
TCECCTGTGET
cagaggtcct
aggtcaggtg
SB 3 JT

gtagcataat
tatttttate
ATTTAACAAA
TTTCATAACA
aaaaggaaaa
cteattetet

gtttaggttt
ctgagaaaca
GGACAGAGAA
CTTAAAATGC
CCTGCCECTECA
CCTGAGCTCC
CCTTGCTCCT
ctaatctggc

cagggtgttg

tagaagcaca
tagcagttat
AATATTTTGA
GACTACTAAA
aagtctgaag
tetettgtta

ctctgagaca
aacaatttga
ACTTTGGGGA
TGGCCTGGGC
GGGTGGCTGA
ACAGAGGCCC
GAGCTAggtc
tctctgagtce
actgta

ccccaaaata
aaagtggttc
TATTTTAACA
CCTTGGAATA
tatgactaat
ggtacatcaa

cagttggaca
gtggattcct
AGGCATTCTA
CCTCAAGATC
TACCTCCTTT
ATGTAGGTCC
ettktttteea
acaggaaatg

tttaaaactg
aatcattaca
AAATATAAAA
CCAATGAGAT
actcaagaat
aatccattgt

kisbetiik annak genomi kérnyezetét jelolik..

gctcccagat
cctgtagaca
ATTAGGCTTG
TGGCACATTT
CCCTCATGGG
CCTCCATGTA
gtgeetceeat
tagttctgac

attttattag
ctgttatatt
AAGAATCAAA
TTGTTGTAAC
ctaaattttt
gctacaatgc

24. dbra: A splinkerette PCR segitségével megallapitott beépiilési helyek szekvenciai, a nagybetiik a megszekvendalt szakaszt, a
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4.2.6. Transzgénikus vonal létrehozasa

A 7 megsziiletett transzgénikus egyed koziil kivalasztottunk négyet (3 him, 1 néstény) és
ezekkel vonalat alapitottunk. Az alapitokat hasonld koru kontroll egyedekkel paroztattuk. Mind a
4 esetben sikeriilt transzgénikus F1 utddokat létrehozni, ezek mindegyike expresszélta is a
transzgént. A vonal alapitasok Osszegzése a 10. tablazatban talalhatd, a transzgén o6roklédése

megfelel a mendeli szabalyoknak..

10. tablazat: Négytranszgénikus alapito F1 utodjainak ésszefoglalo tablazata

16/38 16/38
9/16 9/16
4/10 4/10
6/13 6/13
35/77 35/77

Miutan Southern blot segitségével (23. dbra, 1. minta) meghataroztuk, hogy a SB 3 BT
alapitd genomjaba egy kopiaban épiilt be a transzgén, majd sikeriilt kimutatnunk, hogy ez az
integraciés esemény nem érint gént. Kivalasztottuk ezt az alapitot, és beltenyésztéssel
homozigota vonalat hoztunk 1étre. Ezt a vonalat az allathazunkban fenntartjuk. A 23. abran két

ebbdl a vonalbol szarmazo F1 utod lathatd egy nem transzgénikus alomtestvériikkel.

Lathato fény

25. abra: Transzgénikus F1 utodok és nem transzgénikus alomtestvériik.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Transzpozon alapu transzgenezissel a vilagon eldszor sikeriilt transzgénikus nyulat

eloallitanom.

2. Részt vettem a vilagon elsoként lentivirus alapu transzgenezis segitségével 1étrehozott

nyulak eldallitasaban.

3. A lentivirusos transzgenezissel létrehozott alapitok mozaikosak ugyan, viszont a
transzgén mindharom csiravonal szoveteiben expresszalodhat. Megaéllapitottam, hogy a

transzgén 6roklddése a lentivirus hasznalata esetén nagyon alacsony hatékonysaga nyulban.

4. A Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel sikeriilt 1étrehoznom egy olyan riportergént
stabilan, minden szdvetében expresszalod transzgénikus nyulvonalat, amely az eddigiekben a

szakirodalombol hianyzott és tovabbi kisérleteinkhez elengedhetetlen.

5. A Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel enyhén mozaikos, de a transzgén
tekintetében mendeli 6rokl6dést mutatd vonalat sikeriilt 1étrehoznom, amelyben géncsendesitést
nem tapasztaltam. Megallapitottam, hogy a Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel olyan
transzgénikus alapitok hozhatok létre, amelyekben a beépiilések szama alacsony és nem érint

géneket.

6. Nyulban a lentivirus ¢€és a transzpozon alapi moddszerek Osszehasonlitdsaval
megallapitottam, hogy a Sleeping Beauty transzpozon rendszer mind hatékonysdgaban, mind

hasznéalhatosagaban feliilmulja a hasonlo, eddig alkalmazott modszereket.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA ES JAVASLATOK

A nyul fontos modelldllat a kiilonb6z6 human betegségek tanulmanyozasara, illetve
fehérjék termeltetésére is gyakorta hasznaljdk. Azonban az ilyen hasznositdsu transzgénikus
vonalak l1étrehozasanak hatékonysaga az eddigiekben nagyon alacsonynak bizonyult (Bésze et al.
2003). Munkam célja az volt, hogy kiilonb6z6, napjainkban mas fajokon mar sikerrel
alkalmazott, masodik generacios technologidk segitségével hozzak Iétre riporter gént
expressszald transzgénikus nytlvonalakat. Ezek a vonalak ugyan jol hasznalhatok kiilonb6zo
fejlédésbiologiai kérdések tisztazasara, mégis kisérleteimnek f6 célja, hogy bizonyitsa a masodik
generacios modszerek hasznalhatosagat és hatékonysagat nyul esetében is.

Laboratoriumunkban is a hagyomanyos DNS mikroinjektalds modszerét alkalmaztuk az
eddigiekben transzgénikus nyul vonalak létrehozasara. Sajat kisérleteinkben a megsziiletett
utddok kortlbeliil egy, de maximum 6%-a lesz transzgénikus a hagyomanyos DNS alapu
transzgenezis esetén (nem publikalt adat). Ezen moddszer alternativijaként probaltuk ki a
lentivirusos €s a transzpozon alapu technologidkat.

A lentivirusos transzgenezis azért hoditott teret, mert a lentivirus vektorok nem osztédo
sejtek genomjaba is képesek integralodni. Raadasul a lentivirus vektorok viszonylag nagy
transzgének bevitelére képesek.

Laboratériumunkban az elkészitett lentivirus vektort az egysejtes nyal embriok
perivitellindris terébe injektaltuk, hiszen a virus sejtmembranon 4t is képes a fertdzésre. A
lentivirusos technologia egyik nagy elonye, hogy ez a mikroinjektalasi modszer konnyebben
kivitelezhetd és kevésbé rombold az embridkra, mint az eldmagba torténd mikroinjektalas. Ezt
alatamasztjak kisérleteink is, hiszen az anyak 81%-a sziilt és a beiiltetett embriok 29,8%-a
megsziiletett. Ez az arany nagyon magas, ha 6sszehasonlitjuk el6z6 kisérleteinkkel (Hiripi 2001;
Bodrogi et al. 2006). Az utdédok 53%-a halva sziiletett, ami valdsziniileg annak tudhaté be, hogy
a recipiens anyakba til sok életképes embrio lett beiiltetve (anyanként 20-30 embrid). Ezt
alatamasztjak a magas alomszamok is, a sok magzat nem volt képes egyiitt fejléddni, igy mar
halva sziilettek, vagy napos korban elhullottak. Késdbbi kisérleteink sordn az egy anyéba iltetett
embriok szdmat lecsokkentettiik 15-20 embridra.

Igaz, hogy a lentivirus konstrukciok perivitellinaris térbe vald mikroinjektalasa kevéssé
karositja az embriokat, igy tobb magzatot eredményez, viszont vannak hatuliitdi is a lentivirusos
fragment esetén, igy gyakrabban johetnek Iétre mozaikos utddok. Réaddsul a nyul
embriofejléddés sajatossdga, hogy az elsé és masodik osztdodads viszonylag hamar lezajlik, igy a
transzgén nagyobb eséllyel mar csak az egyik utodsejtbe épiil be.
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Az egér embrio kétsejtessé osztddasa a termékenyliilés utan 24 oraval zajlik le, két és fél
naposan pedig morula allapotban van. Ehhez képest a nyul embriofejlédésének 16-ik 6rajaban
mar kétsejtes allapotban van, a morula allapot eléréséhez pedig minddssze 32 orara van sziiksége
(Yang and Kazazian 2006). Ez a gyors fejlédés konnyen mozaikos alapitok 1étrejottéhez vezet.

Esetiinkben az 0sszes (28 darab) alapitd kiilonbozé mértékben ugyan, de mozaicizmust
mutatott, ami aldtdmasztja az el6z0 felvetést. Az altalunk kivalasztott négy — vizudlisan kevéssé
mozaikosnak tiind — alapitétol 215 darab F1 utod sziiletett. Ezek koziil egy transzgénikus allat
sem sziiletett meg. A 215 darab F1 utod koziil 6sszesen harom esetben tudtuk PCR-rel kimutatni
a transzgén jelenlétét. Két — halva sziiletett — utdéd hordozta ugyan a transzgént, de fehérjeszintii
expressziot nem tapasztalunk esetiikben. Ezt a csendesitést valoszintileg kiilonb6z6 epigenetikai
modositasok okozhatjak, amit mar mas emldsok esetében is leirtak lentivirusos transzgenezis
esetében (Hofmann et al. 2006). Egy 13,5 napos magzat minden szdvetében fehérje szinten is
expresszalta a transzgént. Tehat a SIV lentivirus konstrukcidval bejuttatott transzgén 6roklédése
megtortént.

Fontos megemliteni, hogy a SIV alapu lentivirus konstrukcio el6tt tobb HIV alaput is
kiprobaltunk és ezek egyike sem miikodott nyul esetében. Ez az érdekes tény tovabbi kutatasok
alapjat képezheti, érdemes lenne megallapitani, hogy vajon ezen a fajon miért nem miikodnek a
HIV alapu konstrukciok.

Tovabbi kisérleteket lehetne végezni azzal kapcsolatban, hogy mekkora promoter
sziikséges a konstrukcidoba. Mivel a lentivirus hordozdkapacitasa kozepesnek mondhato, igy a
szabalyoz6 szekvencidk roviditésével teret nyernénk a transzgén szekvencianak. Réadasul egyre
rovidebb promotereket tartalmazo konstrukcidk expresszidjat alapitdé egyedek esetében is lehet
vizsgalni, igy nem sziikséges a transzgén oroklodése.

Osszességében a lentivirusos transzgenezis nyul esetében fél sikerrel zarult, hiszen
nagyszamu transzgénikus alapitot eredményezett, ugyanakkor a transzgénikus vonal alapitas
nem tortént meg a transzgén rossz Oroklddése miatt. Elmondhato, hogy a perivitellinaris térbe
torténd mikroinjektalas az embriokat kevéssé karositja, amit aldtdmasztanak a kitlind sziiletési
ratak és magas alomszamok.

Bar ivarsejt szinten tobb esetben ki tudtuk mutatni a transzgén jelenlétét, az az élve
sziiletett utddokban nem volt jelen. Mindezen eredmények azt mutatjak, hogy a SIV lentivirus
konstrukci6 haszndlata a nytl transzgeneziséhez ugyan sikeres, de nem a legmegfeleldbb
modszer. Kisérleteink bizonyitottdk, hogy a nyul embri6 fejlédésének gyorsasidga és a beépiilt
gén csendesitése miatt a transzgén 0roklodése nehézkes. Ugyanakkor ezt a modszert fel tudjuk

hasznalni olyan kisérletekben, ahol nem sziikséges a transzgén 6roklddése.
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A Sleeping Beauty transzpozon rendszer egy 1997-ben molekularis modszerekkel és
magyar kutatok kozremiikodésével feltamasztott transzpozonon alapul (lvics et al. 1997).
Felélesztése ota meghoditotta a transzgénikus laboratoriumokat és mara az egyik legigéretesebb
transzgénikus technikava fejlodott. Sikerének titka nemcsak a hatékonysagaban rejlik, nagy
elonye még, hogy a Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel eldallitott transzgénikus allatok
csak toredékében tapasztalhatd géncsendesités. Mara szinte minden laboratoriumi és
modellallaton sikeresen tesztelték ezt a transzpozon rendszert. A Sleeping Beauty transzpozon
rendszer alkalmas nagyobb gazdasagi haszonallatok transzgeneziséhez is (Garrels et al. 2012),
ugyanakkor a nyualon valo tesztelése mindezidaig varatott magara.

Kisérleteink soran az eléallitott Sleeping Beauty transzpozon rendszer elemeit tartalmazo
injektald oldattal mikroinjektaltunk egysejtes nyil embridkat. A mikroinjektalast az embriok
apai eldmagjaba végeztiik, hiszen az injektdld oldatban taldlhatd transzgén egy cirkuldris
plazmidon van jelen. A mikroinjektalt és beliiltetett embriok 10 %-a, 46 kisnyul sziiletett meg. A
vembhesiilési arany 40%-os volt, ami megszokottnak mondhatdé. Az alomszamok kicsivel
alacsonyabbak voltak a lentivirusos technoldgiahoz képest. Ez esetben 2 ¢és 11 kozott valtoztak.
A kisnyulak 87%-a élve sziiletett, ami bizonyitja, hogy ez esetben sikeriilt jol eltalalnunk a
beiiltetendd embridk szamat anyanként. Elmondhatd, hogy 15-20 embrid beliltetése egy
recipiens anyaba biztonsagosabb, mint a lentivirusos transzgenezis esetén alkalmazott 20-30
embrios transzfer.

A megsziiletett 46 kisnyul 15%-a transzgénikusnak bizonyult. Mind a hét darab alapito
expresszalta is a transzgént, géncsendesitést nem tapasztaltunk. Az alapitokban ugyanugy, mint a
lentivirusos transzgenezis esetén, itt is megfigyelheté volt mozaikossag, azonban a négy
szaporitasra kivalasztott alapitdé mindegyike ivarsejtjeiben hordozta és orokitette a transzgént.
Tehat mindkét technoldgia mozaicizmussal jar, azonban a SB transzgenezis esetében inkabb a
nyul embrid gyors fejléddésének, mintsem a technologia sebességének tudhato be a jelenség. Ezt
tamasztja ald az is, hogy egérben sokkal kevesebb esetben 1ép fel mozaikossag az SB
transzpozon rendszer hasznalatakor, mint nyulban (Katter et al. 2012).

A SB 3 BT alapitod transzgén beépiilésének ¢€s riportergén expresszidjanak széleskorii
vizsgélata utdn homozigdéta vonalat alapitottunk. A vonalban tobb generdcié utan sem
jelentkezett géncsendesités, az utodok egészségesek, fejlédésiik és fizioldgiai paramétereik nem
térnek el hasonld koru tarsaiktol. A transzgén jelenlétét kiilonbozé szovetek metszetein is
megvizsgaltuk, egyetlen sejttipus esetén sem tapasztaltunk géncsendesitést, egérben ugyanakkor
leirtak ilyen esetet (Katter et al. 2012).

Elmondhat6, hogy a Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel gyorsan €s hatékonyan

sikeriilt homozigota formaban fenntarthatd, Venus riporter gént expresszald transzgénikus nyul
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vonalat 1étrehoznunk. Ez a rendszer bizonyult a leghatékonyabbnak ¢és biztosabbnak a nyul
transzgeneziséhez.

Ennek a transzgénikus vonalnak olyan kutatasokban van jelentdsége, ahol jeldlt
sejtvonalakra van sziikség. A Venus riporter gén segitségével lathatéva tehetd sejtek sorsat egy
kiméra embrion vagy allaton végig lehet kovetni. Nyal Ossejt vonalak alapitasaban is fontos
segitséget nyujt ez a transzgénikus vonal. Ilyen kisérletek mar folynak az MBK

Allatbiotecnologiai Intézetének Alkalmazott Embriologia és Ossejt Kutaté csoportjdban.

A harom laboratériumunkban alkalmazott modszer Gsszehasonlitdsaval (11. tablazat)
megallapithatjuk, hogy a lentivirusos transzgenezis hasznalatdval dupla annyi transzgénikus
utodot kaptunk, mint a Sleeping Beauty transzpozon rendszer esetén. Azonban a lentivirusos
alapitok a transzgént valodsziniileg mozaikussaguk és géncsendesitési folyamatok miatt nem
orokitettek at €16 utédokba. Ezzel szemben a transzpozon alapu rendszerben még a fellépett
mozaicizmus ellenére is a mendeli szabalyoknak megfeleld aranyl transzgénikus utédot kaptunk.
A plazmid alapu transzgenezisnek messze elmarad a hatékonysaga a két masodik generacios
modszertdl, viszont sokkal jobb az 6roklodés hatékonysaga, mint a lentivirusos transzgenezis

esetében.

11. tablazat: Kiilonbozd transzgénikus technikak osszehasonlitasa

1-6% 32% 15%
>2 Mb <10 kb <6 kb
random random random (TA)
konkatamer egyedi egyedi
50% 21% 100%
jo hatékonysaggal rossz hatékonysaggal mendeli Gton

Az éltalam vizsgalt két modszer hasonlosaga, hogy az integracié helye random, bar a
Sleeping Beauty transzpozaznak TA célszekvencidja van. A hordozo kapacitast tekintve a
lentivirus vektorok feliilmuljdk a Sleeping Beauty transzpozont, azonban utobbinak is elég a
kapacitasa egy eukariota génexpressziot biztositd kazetta beviteléhez. (Legnagyobb hordozd
kapacitassal természetesen a BAC transzgenezis rendelkezik, ebben az esetben akar tobb
eukariota gén teljes kodold szekvencidjat is bejuttathatjuk transzgénként.) Mind hdrom mddszer
esetében elmondhato, hogy a bevinni kivant transzgén hosszénak novelésével a transzgenezis

hatékonysaga csokken.
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Ahogy az ENCODE projekt révén kezdjiik megismerni a génektdl tavolabb elhelyezkedd

szabalyoz6 szekvenciak jelentOségét, ugy egyre nagyobb igény alakul ki a hosszabb szekvencidk
hatékony bevitelére. A jovében hasznos lenne a transzpozon rendszer hordoz6 kapacitasanak
novelése, hogy akar a BAC transzgenezishez hasonld méreti transzgén szekvenciakat is képesek
legyiink bevinni segitségével. Ennek a technikdnak a kidolgozéasa nyulon is lehetséges €s fontos
lenne.

A két utdbbi rendszer nagy elénye, hogy nem jellemzd rajuk a konkatamerek beépiilése,
ami a BAC transzgenezis és a hagyomanyos DNS alapti transzgenezis sajatossaga. A
konkatamerek genombeli elhelyezkedésének és kdpiaszamanak meghatarozasa nagyon nehézkes,
igy transzgénikus vonalak eldallitdsahoz az ilyen alapitok hasznalata azért nem célszerli, mert a
beldliik 1étrehozott vonal jellemzése akadalyokba iitkozhet. A lentivirusos és a transzpozon alapu
transzgenezis esetében is a transzgén az esetek dontd tobbségében egy vagy néhany kopidban
¢épiil be a genom egy véletlenszeri helyére, konkatamerek képzddése nélkiil.

A transzgenezis teriiletén a szekvencia specifikus nukledz technoldgiak térhoditasara
lehet szamitani. A TALEN vagy a ZFN (zink finger nuclease) technologiak magas hatékonysag
mellett teszik lehetové gének célzott kilitését. Gyorsasaguk és egyszeriiségiik (vo. knock out
technologia) miatt mar most is sok laboratérium alkalmazza ezeket az eljarasokat, igaz egyeldre
borsos aron.Ezek a mddszerek nytl esetében is jol miikddnek, laboratoriumunkban tervezziik a

TALEN technologia kiprobaléasat.

Munkdm 0Osszegzéseként elmondhatd, hogy mind a lentivirus alapu transzgenezissel,
mind a Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel sikeriilt transzgénikus utdédokat 1étrehoznunk.
Talaltuk a napjainkban elérhetd technologidk koziil egy olyat, ami nyul esetében is hatékonyan
alkalmazhat6. A Sleeping Beauty transzpozon rendszert fogjuk alkalmazni tovabbi kutatisaink

soran a nyul transzgeneziséhez.
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7. OSSZEFOGLALAS

A nyul, mint modelléllat jelentésége az ¢€lettudomanyok teriiletén vitathatatlan. Ez a faj
gyakran alkalmazott modellje a huméan betegségeknek, kiilondsen alkalmas rekombindns
fehérjék termeltetésére €és reprodukcids kisérleteknek is gyakori alanya, tartasa és tenyésztése
viszonylag koltséghatékonyan megoldhatd. Széleskorti alkalmazéasa miatt jol tanulmanyozott
laboratoriumi allat, bar az egéren €s patkdnyon mar hossza ideje sikerrel és jo hatasfokkal
alkalmazott technologidk nyul esetében még nem ennyire kidolgozottak.

Ilyen technologia a nytl transzgenezise is, amely a faj gyakori laboratoriumi haszndlata
ellenére nagyon alacsony hatékonysaggal mukodik. Munkam célja volt azt a szakirodalmi
hézagot befoltozni, ami a hatékony nyul transzgenezishez kapcsolhatd és egy megfeleléen
alkalmazhato eljarast kialakitani a transzgénikus nytalmodellek eldallitasanak tdmogatasara.

Munkdm soran két olyan masodik generacids transzgénikus technikat probaltam ki nyul
esetében, amelyek mas fajok esetében mar bizonyitottdk hatékonysagukat. A lentivirusos
technologia alkalmazasdval sikeriilt hatékonyan Ilétrehozni transzgénikus alapitokat. A
transzgenezis hatékonysaga 32%-os volt, ami kifejezetten magas értéknek tekinthetd, ha
Osszevetjiik az altalunk eddig alkalmazott hagyomanyos vagy DNS alapi mikroinjektalas 1-6%-
os hatékonysagéaval. A megsziiletett alapitok mindegyike nagymértékli mozaicizmust mutatott. A
szamos megsziiletett ¢és ivarérett kort megélt alapitd tenyésztésével mégsem sikertilt
transzgénikus vonalat létrehozni, ennek magyardzata a mozaicizmus, illetve a lentivirusos
transzgenezishez kapcsolhatd géncsendesités lehetett. A transzgén Oroklédését ugyanakkor

harom esetben bizonyitottuk.

A lentivirusos technologia utan tovabb léptiink és megprobalkoztunk a Sleeping Beauty
transzpozon rendszerrel. Ezt a transzpozon alapu modszert is tesztelték mar szamos
laboratoriumi és haszonéllaton, azonban nyul esetében még nem. A Sleeping Beauty transzpozaz
alapu technoldgia esetén a megsziiletett utddok 15%-a bizonyult transzgénikusnak. A teljes korii
molekularis jellemzés utan kivalasztott négy alapitdé mindegyikével képesek voltunk vonalat
alapitani. Egy alapitdé beltenyésztésével homozigota vonalat alakitottunk ki, amelyet
allathdzunkban fenntartunk és mas kutatési tevékenységeinkhez felhasznéalunk.

Elmondhato, hogy ugyan mindkét technoldgiaval sikeriilt transzgenezist elérniink nyul
esetében, mégis a Sleeping Beauty transzpozon rendszer bizonyult hatékonyabbnak. A két
modszerrel sokkal gyorsabban és kevesebb i1d0 ¢és anyagi raforditassal tudtunk létrehozni

transzgénikus egyedeket. Kisérleteim eredményeképpen laboratoriumunkba bevezettik a
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Sleeping Beauty transzpozon rendszer alkalmazéasat, amelyet azdta tobb esetben is sikerrel
alkalmaztunk.

Ha hozzévessziik a hagyomanyos DNS mikroinjektalast a két vizsgalt moédszerhez, akkor
egy jol lathato fejlodés bontakozik ki a szemiink el6tt a transzgenezis teriiletén. Az a koriilbeliil
30 éves tendencia, hogy egyre gyorsabban, biztosabban ¢és koltséghatékonyabban vagyunk
képesek transzgénikus allatok eldallitasara elérevetiti ezek alap- és alkalmazott kutatdsokban
torténd mindinkadbb szélesebb korti felhasznalasat. Ez az elérehaladds nyul esetében is
tapasztalhatd, igaz kisebb késleltetéssel a gyakrabban hasznalt laboratériumi allatokhoz (egér,
patkany) képest. Ennek a fejlodésnek az eléremozditdsaban kutatocsoportunk nagy szerepet
vallalt, mind a SIV-alapu lentivirusos transzgenezissel (Hiripi et al. 2010), mind a Sleeping
Beauty transzpozaz rendszer (Katter et al. 2012) elséként torténd alkalmazasaval nyualban.

Az éllatvédelem nagyon fontos a laboratoriumi allatok esetében is. Az altalam hasznalt
masodik generacios technoldgidk hatékonysaguk révén segitenek a kisérleti allatlétszam
csOkkentésében, igy hozzajarulnak a 3R szabaly megvalositasahoz.

A nyul, ami eddig is gyakran alkalmazott modellallata volt az orvostudomanynak és a
rekombinans fehérjék termeltetésében is tagadhatatlan szereppel bir, egyre gyakoribb célpontja a
transzgenezisnek. Munkam megalapozza a hatékony és egyszerii genetikai modositasat ennek az
allatfajnak, ami mindezidaig hidnyzott a szakirodalombol.

A jovoben a Sleeping Beauty transzpozon rendszerrel olyan transzgénikus nytlvonalat
szeretnék eldallitani, amelyben a mar ismert helyre bevitt, stabilan 6roklédd és expresszalodo
riportergént rekombindz technologia segitségével egy masik, olyan génné lehet cserélni, amely

alapkutatasi jelentdséggel bir.
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8. SUMMARY

There is an indisputable significance of the rabbit as a modell animal for life sciences.
This species is commonly used to model human diseases, in particular for the production of
recombinant proteins or reproduction studies,because the housing and breeding of rabbit is
relatively cost-effective. Because of it’s extensive use the rabbit is a well-studied laboratory
animal. Although there are plenty methods, which are refined in case of other laboratory animals
such as mouse or rat, but in case of rabbit they have low efficiency.

Despite that the rabbit is a very important laboratory animal modell for study of several
human diseases, the transgenesis of the rabbit is inefficient. As it was absent form the literature,
my aim was to develop a novel, efficient procedure to support the creation of a transgenic rabbit
line.

In my work, two second-generation transgenic techniques have been used, these methods
have already proven their effectiveness in other species. With the application of the lentiviral
technology we could create transgenic founders. The efficiency of the transgenesis was 32%,
which is considered as a very high value when compared to our previous treatment based on
conventional DNA microinjection. All the founders shown highly mosaic pattern. Despite the
huge number of founders and F1 generation pups, we did not manage to establish a transgenic
line. One possible explanation could be the mozaicism or the gene silencing which is inherent in
the lentiviral systems. However, inheritance of the transgene was demonstrated in three cases,

thus the germline transgenesis was successful.

After using the lentiviral technology we applied the Sleeping Beauty transposon system.
This transposon mediated method has been tested on a number of laboratory and farm animals,
but not on rabbit. In case of Sleeping Beauty transposon mediated technique the transgenesis
efficiency proved to be 15%. After the fully comprehensive characterisation of the founders we
selected four animals. With all the four selected founders we were able to establish a transgenic
line. With inbreeding we developed a homozygous line, which we maintain in our animal facility
and use for other studies.

Although, with both technologies we achieved efficient transgenesis rates in case of
rabbit, the Sleeping Beauty system was still more usefull. With this two second-generation
method we could create transgenic rabbits in a much faster and less expenditure-needed way
than with conventionally transgenesis. As a result of my work we introduced the application of
the Sleeping Beauty transposon system to our laboratory, which has been successfully applied in

many cases ever since.
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If we review the conventional and this two second-generation methods a highly visible
development unfolds before our eyes in the field of transgenesis. A 30-year trend, while the
transgenesis become faster, more secure and cost-effective, anticipates the growing availabity of
the transgenic animals in fields of fundamental and applied research. This progress can also be
observed in rabbit with a slight delay, if we compare it with other frequently used laboratory
animals (rats, mice). Our group played a large role in the advancement of rabbit transgenesis
with the first administration of the lentiviral (Hiripi et al. 2010) and the Sleeping Beauty
transposon mediated (Katter et al. 2012) transgenesis.

Animal protection is an important issue also in a case of laboratory animals. The second-
generation techniques used in my experiments contribute to realise the 3R rule by their
effectivenes in decreasing the number of animal subjects.

Rabbit, which is often used as an animal model of human diseases and has an undeniable
role in the production of reconmbinant proteins, is becoming a more frequent target of the
transgenesis. My work grounds a simple and efficient way of the genetic manipulation of this
species, which has so far been lacked in the scientific literature.

In the future | would like to establish a rabbit line with Sleeping Beauty mediated
transgenesis, which carries a single riporter gene as a transgene with recombinase mediated
cassette exchange sites. Thereafter the reporter gene may replaced to another gene, which has a

fundamental reasearch importance.
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