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TORTENETI ATTEKINTES

Eredet

« az egyik legkésobben haziasitott allatfaj, 6se az uregi
nyul (Oryctogalus cuniculus)

e az uregi nyul az utolso jégkorszak utan terjedt el
Spanyolorszaghol, reszben oly modon hogy kiralyi
vadas parkokba telepitették

Klasszikus alkalmazasi terlletel
fizioldgia vizsgalatok pl. verkeringes, véernyomas,
« toxicitas vizsgalatok pl. gydogyszerek tesztjei
« ellenanyag termelés
« Korabban:ertékes szarvasmarha embriok szallitasa
Gyakorlati alkalmazas
* hus, szorme és angora fonal
* hobby allat






Transzgenikus nyul
eléallitasa
mikroinjektalassal-
sematikus abra

Donor néstény

Elémag mikroinjektalas

Embridbelltetés
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PCR analizis

Alvemhes néstény /
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Elé6mag (pronukleusz) mikroinjektalas kis méretii
plazmid alapu transzgen konstrukcidokkal

* Plazmid alapu transzgén konstrukcio
elkészitése, a bakterialis eredetu
szekvenciak eltavolitasa, nagy tisztasagu
Injektalo oldat elkeszitése

« Embrio donor egerek hormon kezeléssel
szuperovulaltatva, embriomosas

 Elomag injektalast kovetoen in vitro
iInkubalas az osztodd embridk belltetése
alvemhes nostényekbe



Donor és recipiens nyulak hormonkezelése

Hormon kezelések:

Donorok

e 6X FSH (follikulusz stimulalé hormon) vagy 1XxPMSG (pregnant mare
serum gonadotropin)

« HCG (+ 2x termékenyit)
Recipiensek-alvemhessé tetel

* HCG (human coriogonadotropin) vagy GNRH (gonadotropin releasing
hormon) vagy vazektomizalt himmel parositas

Embrio transzfer sebészeti vagy laparoszkopos eljarassal

Modszer hatekonysaga
« 1-2% transzgénikus alapito/ injektalt és belltetett embrio




Embriotranszfer laparoszkopos eljarassal
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A transzgén elomag mikroinjektalasaval kapott véletlenszerii transzgén beéplulés
és a ceélzott génbeépites dsszehasonlitasa /pl CRISPR/CAS-al/

RANDOM INTEGRATION VERSUS HOMOLOGUS RECOMBINATION
IN TRANSGENIC MICE

,Hagyomanyos” elé6mag mikroinjektalassal random, véletlenszerii transzgén
beépulest tudunk elérni, sem a beépllés helyét sem a fej-farok tandem beépiilt
transzgén kopiaszamot nem tudjuk befolyasolni



PLAZMID ALAPU TRANSZGEN ELVI SZERKEZETE

IRES pA
Virus 1 Virus 2

> i

Insulator minigene cDNA Insulator
Gene 4 Enhancgr + P1romoter Gene 2 Gene 3 Gene 4
Species § ene Species 2 and 3 Species4  Species 5

Species 1 cDNA parts (2)

Genomic parts (3)

IRES (internal ribosomal entry site) = virus eredetii DNS szekvencia,

amely lehetdévé teszi a transzlacio iniciaciéjat a mRNS 5’ CAP-tol fliggetlentil



PLAZMID ALAPU TRANSZGEN ELVI SZERKEZETE

A Representative transgene construct and primer designs for genotyping

transcription start site ATG stop codon
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Transzgén kopiaszam meghatarozas Southern analizissel

A probe 1 probe 2
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-~~~ polar body

~ injection needle

holding pipette

~~male pronucleus
- female pronucleus

~< " nucleoli
-~ zona pellucida












MIKROINJEKTALAS

EMBRIOTRANSZFER




Problémak a hagyomanyos mikroinjektalassal:a véletlenszeriien beintegralédé
transzgén kromoszémalis kérnyezete altal okozott
valtozasok a transzgén kifejezodésében-pozicio effektust eredmeényeznek
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Véletlenszeriien integralédott transzgénre haté tavoli szabalyozé elemek

| EXON |

(BOUNDARY) NTRON (BOUNDARY)

REGULATORY ELEMENTS

<+— EXPRESSION DOMAIN —»

http://futuresoft.ora/MAR-Wiz



http://futuresoft.org/MAR-Wiz

Megoldas:a pozicioé hatas kivédése nagy méretii kromoszéma darabok

bejuttatasaval
YAC
ARS1 (100-1000 kb)
TEL TRP1  CEN4 URA3 TEL
P1 Clone P1 plasmid replicon
and partition system kan' P1 Iytic replicon
loxP sacB (70-100 kb)
(100-300 kb) in PAC
BAC PEI"C cosN loxP (100-300 kb)
parB

parA repkE oniS cm"



A sejtmagban a gének expressziés doménekbe szervezdédnek
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MAR helyek keresése az IgG koté FcRn régioban http://www.futuresoft.org/MAR-Wiz/



http://www.futuresoft.org/MAR-Wiz/

BAC TRANSZGENIKUS EGERMODELL LETREHOZASA
Az IgG koto FcRn szerepe a transzcitosisban és az IgG
katabolizmusaban vizsgalatara
Bender és mtsai. Transgen Res. 16:613-27. 2007.
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Fﬁ FcRn = 1gG {J Antigen
Ghetie and Ward. 2002. Immunol Res.

Rojas and Apodaca 2002. Nat Rev Mol Cell Biol



BAC transzgenezis elonyel

Integracios helytol fliggetlen, kopiaszamfliggd génkifejezodés.

Az endogen gennel megegyezo szdvet- és fejlodésspecifikus
kifejezodes fuggetlenul attol, hogy milyen mas emlosbol
szarmazik a transzgen.

Alkalmas a gentdl nagy tavolsagban elhelyezkedd szabalyozo
elemek vizsgalatara.



1. BAC 128E04 5° vég
FLT3LG

LOC53916

FCGRT o-lanc kédol6é gén
LOC522073
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Ct value
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Képiaszdm meghatarozdsa Real-Time PCR-rel
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Estimated
copy
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bFcRn
bFcRn copy  |transgene in
Absolute quantity [Absolute quantity number a diploid
of gene in sample | of cell number (ACNb- hemizygous
#line| gene Ct (AGN) in sample (ACN) FCRn/ACN) animal
Mouse
14 | B-actin | 31,01 3760,49 1880,248
bFcrn |28,86 3852,48 2,04 2
Mouse
19 | B-actin | 30,89 4075,44 2037,722
bFcRn | 27,05 10468,18 5,13 5

4.25

14# vonal heterozigéta:
2 képia homozigéta: 4
képia

19# vonal heterozigéta:
5 képia homozigéta: 10
képia



Koépiaszam fuggo expresszid kimutatasa

Western blot
(tiido szovetbol)

kDa
63.8- 1 K
| )
49.5- B
37 4 - - o ~40 kDa

1. +K (B4 sejtvonal)
2. FVB/N egér 0 kopia
3. 14# 2 kopia

4. 19# 5 kopia
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Northern blot
(maj szovetbol)
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A U1 A WN

. FVB/N egér 0 kopia

. Szarvasmarha 2 kopia

. 14# 2 kopia heterozigdta
. 14# 4 kopia homozigota

. 19# 5 kopia heterozigota
. 19# 10 kopia homozigota

1 totalRNA
1 bFcRn



A laboratoriumi nyulat poliklonalis
ellenanyag termelésre hasznaljak
vilagszerte
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The more antibody is made the
more is degraded, thus frequent
immunization is needed
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IgG veédelem az FcRn transzgenikus nyulban
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LENTIVIRUS VEKTOR MINT ALTERNATIVA A
HAGYOMANYOS ELOMAG INJEKTALASNAK

A retrovirusok csaladjaba tartozo lentivirusok
viszonylag nagy mennyiségu genetikai informaciot
[7-8kb/ kepesek bejuttatni az emlos sejtek
genomjaba.

Lentivirusok példaul a HIV, SIV, Caprine arthritis
encephalitis virus, Equine infectious anemia virus

A retrovirusok kozott egyedulalld tulajdonsaguk
hogy nem 0sztddo sejtekben is képesek
replikalodni.

Az utobbi évek kutatasi eredmeényei alapjan az

egyik leghatekonyabb géenszallito vektorokka
fejlodtek



A lentivirus életciklusa, és ennek felhasznalasa a transzgenezisben

. - p Virus dsszeszerelés

'fgga".%_s y %
£ -I.°. eV Belép a virus a
ok e ‘0 ¢ sejtbe \ A\,
& ®e° 0 Emléssejt \
O, o, kromoszéma Transzport a AL
- ‘ — @a membranhoz ()
oo o .‘\
o
Transzlacio OD

| RNS &tiras
[N

Beépuilés a kromoszémaba,vagy
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ALTERNATIV MODSZER A MIKRONJEKTALASHOZ:
LENTIVIRUS VEKTOROKKAL TORTENO TRANSZGEN

Figure 11-21 | gy, 6/e. (© Garland Science 2005)

reverse
transcriptase

BEVITEL

LTR

LTR

Gene product/function

: | Group-specific antigen

Core proteins and matrix proteins

Polymerase

Reverse transcriptase, protease, and
integrase enzymes

Envelope

Transmembrane glycoproteins. gp120 binds CD4
and CCR5; gp41 is required for virus
fusion and internalization

Transactivator Positive regulator of transcription
rev Regulator of viral expression ﬁgﬁ!’;ﬁ)’;g?g:: ;'S;%'l'f;ed and partly spliced
vif Viral infectivity Affects particle infectivity

- Viral protein R

vpu

Transport of DNA to nucleus. Augments
virion production. Cell cycle arrest

Viral protein U

Promotes intracellular degradation of CD4 and
enhances release of virus from cell membrane

nef

Negative-regulation factor

Augments viral replication in vivo and in vitro.
Decreases CD4, MHC class | and Il expression

Figure 11-24 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




Lentiviral genome I~ gag | pol | env 1

Integrating vector ‘/J\‘ Packaging plasmid
plasmid

IPromH gag H pol

p
I~Prum| transgene 1
/

envelope plasmid

B

Transfection [

‘l//

293T cells

Lentiviral A

vectors E

I—

cultured germ-line stem
cells, somatic cells or
ZP-removed oocytes

HARMADIK GENERACIOS LENTIVIRUS VEKTOROK ELOALLITASA

Fertilized or
unfertilized cell



A LENTIVIRUS VEKTOR TERMELESE

1. Kopenyfeherjet kodold plazmid (vesicular stomatitis virus:VSVG)
2. Viralis enzimeket kddolo plazmid (integraz, reverz transzkriptaz, polimeraz)

3. Integralodo transzfer plazmid (itt GFP-vel), integraciot segité on-inaktivalo
LTRs (SIN-LTR), central polypurine tract (cPPT) , erés promoéter (CAG)

LTR —cPPT — CAG GEP WPRE—] LTR

N _
—~

293T sejtvonal (majomvese) = Titer meghatarozas — Tgményités (UC)



http://www.rkm.com.au/VIRUS/HIV/HIV-images/VIRUS-HIV-structure-500.jpg
http://www.rkm.com.au/VIRUS/HIV/HIV-images/VIRUS-HIV-structure-500.jpg

A PRONUKLEUSZ MIKROINJEKTALAS ES SZUBZONALIS LENTIVIRUS TRANSZDUKCIO
MODSZER OSSZEHASONLITASA
(Fassler R. EMBO Reports 5. 28. 2004.)






Zold jelzogént kifejezo Balb/c egér eldallitasa lentivirus

transzgenezissel
Bosze Zs. és munkatarsai-Kvell K. (Pécsi Egyetem)
Transgen Res. 19:105-12. 2010.



Lentivirus transzgenezis mas gazdasagi allatokon

Jelent6ség: géncsendesités
lentivirussal torténé shRNS
bevitellel- lehetoség haziallatok mint
betegségmodellek hatékony
|étrehozasara

Haziallatfajok ahol mar
sikeresen alkalmaztak:
sertés, szarvasmarha, csirke

Hoffmann et al. (2003); McGrow et al. 2004,
Whitelaw et al. 2004, Hiripi et al. 2010.




LENTIVIRUS TRANSZGENEZIS OSSZEHASONLITASA A MIKROINJEKTALASSAL

OSSZEHASONLITOTT MIKROINJEKTALAS LENTIVIRUS
TULAJDONSAGOK TRANSZDUKCIO
TRANSZGEN MERETHATAR | £ 50 KB (PLAZMID) <8 KB

EMBRIO TULELES ALACSONY MAGAS 2 70%
TRANSZGENIKUS UTODOK 1-2-5-10 % /IFAJTOL 20-100%

ARANYA FUGGOEN/

INTEGRALODOTT ATLAGOSAN 1-5 (50) | EGY HELYRE MINDIG

TRANSZGEN KOPIASZAM

KONKATAMER EGY
HELYRE

CSAK 1
DE TOBB HELYRE IS
BEEPULHET



Zold jelzogént kifejezo transzgenikus nyul lentivirus
transzgenezissel

Hiripi és mtsai. Transgenic Res. 2010



EGFP
EXPRESSZALLO
LENTVIRUS
TRANSZGENIKUS
EMBRIOK ES NYUL




LENTIVIRUS TRANSZGENIKUS UTOD
14 napos p.c. embrid
A,B: nem transzgenikus C,D: transzgenikus embrié

| - - B
4
| - ‘ |



A feheérje kimutatasa a kilonbo6zo szovetekben Western
hibridizacioval —-mindharom csiravonal eredetii
szovetbe képes beépiilni, de véletlenszertuen

SIV7 JKK e B e -

SIVOIKK e S8 S5 S0 s w= =
SIV6 JT i . Prr—
SIVO BT S - e

Mezoderm=maj, vese, endoderm=tiidd, hasnyalmirigy, ectoderm=bor



Transzgénikus technikak és hatékonysaguk nyulban

1-6 % 20-60 %
>2 Mb <10 kb
random random
konkatamer egyedi
~ 50 % 60-90 %

+++++ +



TRANSZPOZONOK MINT ALTERNATIV
LEHETOSEG A PLAZMID ALAPU
MIKROINJEKTALASOS TRANSZGENEZISRE

« Mozgo genetikai elemek; képesek  athelyezodni

(transzponalddni) a genomban, megvaltoztatni helyiket
egy kromoszoman belll, vagy atugorni egy masik
kromoszomara. Ha egy mozgo0 genetikai elem egy génbe

LY AL 4

mutaciok jelentos részet transzpozonok okozzak)

Genom -~5%-a fehérjét kodolo, a tbobbi ~95% fehérjet nem
kodold regio — korabban ezt hulladek DNS-nek nevezték,
mivel azt gondoltak, hogy nincs funkcidja — mara mar
tudjuk, hogy ezek a regiok tartalmaznak -tobbek kdzott:

- transzpozonokat
- szabalyozo réegidkat



Transzpozonok altalanos

iellemzéi

» 2 csoportra osztjak a transzpozonokat:
- autonom: kodolja a transzpozaz enzimet is
- nem-autonom: hianyzik a transzpozaz gen

 Nem-autonom transzpozonokkal hozhato
létre stabil transzgenezis

« A transzpozaz  aktivitas rovid idejl
fenntartasara a  transzpozaz MRNS
injektalasat alkalmazzak



MUkodési mechanizmus

@ - transzpozaz

e e = ENOM



Transzgeénikus blasztociszta

3,5 napos YFP-t expresszalo
blasztociszta



Kimosott | Belltetett | Recipiens/ Transzgeén Transzgénikus
embriok | embridk ellések utodok/ 6sszes vonalak
Alapitok F1 generacios TG

utédok




AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK ELONYEI ES HATRANYAI

1-6 %
>2 Mb
random

konkatamer

= 80-100 %
+++++

20-60 %
<10 kb

random

egyedi

60-90 %
+

SB transzpozon
rendszer

15 %
<6 kb
random (TA)

egyedi

100 %
++++




UJGENERACIOS MODSZEREK
TRANSZGENIKUS NYUL ELOALLITASRA

Mesterséges kromoszoma /BAC/ mikroinjektalassal
nyulmodell

Lentivirus transzdukcidval a vilagon eloszor hoztunk
|étre tr-nyulat

Transzpozon/ sleeping beauty/ medialt transzgen
beépuléssel is eloszor hoztunk létre tr nyulat

Celzott génkittéssel /ICRISPR/CAS/ letrehozott tr
nyul-Mo-on elészor- 2016-ban

Bender és mtsai. Transgenic Res. 2007;16(5):613-27.

Hiripi és mtsai. Transgenic Res. 2010, 19(5):799-808
Catunda és mtsai. PlosOne 2012. 7(1):e28869.

Katter és mtsai. FASEB J. 2013 Mar;27(3):930-41.

lvics és mtsai. Nat Protoc. 2014 Apr;9(4):794-8009.

Major és mtsai. Brit J.Pharmacol 2016 Jun;173(12):2046-61.



http://www.emea.eu.int/pdfs/general/direct/pr/20316306en.pdf
http://www.emea.eu.int/pdfs/general/direct/pr/20316306en.pdf

TRANSZGENIKUS NYULAK FELHASZNALASI
TERULETEI

BIOFARMING

« GYOGYHATASU FEHERJEK VAGY PEPTIDEK
TERMELTETESE GENMODOSITOTT ALLATOK
TEJEBEN

HUMAN BETEGSEGEK MODELLALLATAI

« LIPID ANYAGCSERE ES ERELMESZESEDES
« SZIVNAGYOBBODASSAL JARO KORESETEK
« SZIVRITMUS ZAVAROK



FONTOS WEB HELY

Gyogyhatasu human fehérjék melyeket transzgenikus
nyultejben termeltetnek és forgalomba keriltek

Ruconest™ /Rhucin és Myozyme®

* Ruconest® trade név alatt rekombinans rhucin / human C1
Inhibitor/ termeltetése tr nyul tejben

« Az Orbkletes angio 6deéma kezelesére engedélyezték,
amely a test kulonboz6 pontjain duzzanatok kialakulasaval
jar, igy pl elzarédhatnak a légzoutak

* https://lwww.pharming.com/ruconest-launched-in-the-
netherlands. ——

N7 Myozyme* A
(alglucosidase alfa) -




Egy transzgenikus nyulmodell tarsadalmi hatasa

A ZOLD FLUORESZCENS, FEHERJET MINDEN SEJTJUKBEN
TERMELO NYULAK UV FENNYEL MEGVILAGITVA ZOLDEK
(Boulanger et al. 2002)

A GFP NYULAKAT EGYEBEK KOZOTT RECEHARTYA
ATULTETES KISERLETEKBEN HASZNALJAK

A GFP NYUL |IALBA/ MUVESZI TELJESITMENYEKRE
OSZTONZOTT SZAMOS MUVESZT
http://www.ekac.org/gfpbunny.html#gfpbunnyanchor

HATASARA SZELESKORU VITA BONTAKOZOTT Ki
FRANCIAORSZAGBAN A GMO ALLATOK SZEREPEROL ES
ELFOGADOTTSAGAROL


http://www.ekac.org/gfpbunny.html




2009-ben

Ot lagoglyphic
csillagkozi Gzentet
tovabbitottak a
Lepus csillagképbe
(Orion mellett)
Cape Canaveralbal,

mely 2038-ban fog
megerkezni




http://www.ekac.org/lepus.constellation.h
tml

 The five lagoglyphic interstellar messages transmited to the
Lepus Constellation, 2009.

« These five lagoglyphic messages were transmitted towards the
Lepus Constellation (below Orion) on March 13, 2009 from
Cape Canaveral, Florida. Based upon its stellar characteristics
and distance from Earth, Gamma Leporis (part of the
constellation Lepus) is considered a high-priority target for
NASA's Terrestrial Planet Finder mission. The transmission
was accomplished through satellite broadcasting equipment
and a parabolic dish antenna.

 Lepus Constellation [Gamma Leporis star] is 29 light-years
from Earth. Kac's messages will arive in 2038.



