MBK

ALLATBIOTECHNOLOGIA FOOSZTALY

ALKALMAZOTT EMBRIOLOGIA ES OSSEJTKUTATO CSOPORT

Gocza Elen, DSe

csoportvezeto, tudomanyos tanacsado



10:15-11:45

SZUNET 11:45-12:00

12:00-13:00



Elozmenyek

& ELTE TTK, Godi Biol6giai Allomas,
Embrioldgiai Laboratérium (1984-1995)

o Egér ESC létrehozds médszerének
kidolgozasa

o Tetraploid aggregacios kiméra technika
kidolgozasa

o Egér embrionalis Ossejt eredetti utddok
létrehozéasa

& NAIK, MBK, ABSZ, AES (1996-)

o Transzgénikus egér és nyul ESC vonalak [
2012
létrehozasa




NAIK MBK AB

+ Nyual mint modellallat

+ Korai embriondlis fejlédés vizsgdlata

+ Betegség modell - cukorbetegség, sziv rendellenesség,
érelmeszedés

+« Bioreaktor - tejbe kivalaszthaté biolégiailag aktiv fehérjék
+ Transzgenezis ES sejteket felhasznalva

+ Célzott genetikai médositasok létrehozasa lehetséges

+ Szovetspecifikus, idében szabalyozhaté médositasok

+ Madar Osivarsejtek tenyésztése, kimérak l1étrehozasa
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Transzgénikus allatok eloallitasi lehetosegen
DNS mikroinjektalas

Spermium kozvetitett genbevitel
Retrovirus kozvetitett génbevitel

Lentivirus kozvetitett génbevitel

Transzpozon-transzpozasz rendszer felhasznalasaval
Minikromoszomak felhasznalasaval

DNS 1njektalas spermatogoniumba

Transzgenikus SC ¢€s ES sejtekbol magatiltetéses klonozassal
Célzott génbevitel transzgénikus ES sejtvonalak felhasznalasaval

Transzgénikus spermatogonialis dssejtek betiltetésevel

Genom szerkesztés - ZFN, TALEN, CRISPR/CAS9
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Transzgenikus egerek eloallitasa mikro-injektalassal

Promoter  Transzgén Poli A
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Transzgén mikroinjektalasa egy sejtes embrioba
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Transzgenikus egerek eloallitasa lent1 virus vektor (LV)
transzdukcioval
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Transzgénikus nyulak eloallitasa lenti virus vektor
transzdukcioval
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Transzpozon kozvetitett genbevitel

IR/DR IR/DR

[—t-:_( Gene of interest

DHE
DNA-binding Catalysis

d.

The excised transposon integrales
info the target DNA
\ Q> 909 >
Y TA

Excised transposon *
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W TA

Donor site alter excision

Integrated transposon at a new genomic site
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Transzgénikus nyulak Venusz-"Sleeping Beauty” (SB
100x) transzozon-transzaz konstrukcio injektalasa utan
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Transzgénikus egerek eloallitasa

DNS mikroijektalas

1980: J. Gordon, first transgenic mouse

Random inszercié Pronuclear 1 transgenic 1 transgenic
injection embryo foetus
. . L
Promoter Transzgén Poli A R
day 0 day 3 day 15 - 30

ES sejtek felhasznalasaval
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_ e mmm— (8 potential embryos)

=
Célzott gén © -n-' @
- - ¥
+ s ﬁﬂ ﬂ
L
n u 1986: A. Gossler: Transgenic mouse beta-

galactosidase reporter gene

Promoter = Neo gén Riporter gén
day 0 day 3 day 15 - 30

GE



Embridk fejlddésének vizsgédlata

— wﬂﬁ. o AR Pk S
nydl embris o ’55 t;

1 sejtes = morula morula ™ blasztociszta
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Nyl embridk tejlddése

E: embriédiszk =9 EP, HY

TB: trofoblaszt = méhlepény
HY: hipoblaszt = szik, amnion
EP: epiblaszt = magzat

R: Rauber’s layer

Anterior Posterior



Kimérak a tudoményban



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/752314

Pluripotens embrionalis eredetu eger ossejtvonal (mESC)

egér blasztociszta ICM | letapadt ICM csomo
trofektoderma . : s
el :
taplalalo sejtréteg hesese: tfipszineéés .

*  tripszin
88t Sacehs asssasissecetint
% KO-DMEM
% 20%FBS

ES sejtvonal

ES koléniak sejtszuszpenzid ES szert koldnia
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DNS elektroporalas ES sejtekbe
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DNS elektroporalas ES sejtekbe
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Transzgenikus ES sejtvonalak alkalmazasa

Célzott génmodositas

chimera
CrraniEnd g i gern linss]

Promoter

Neo gén

Riporter gén
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HOMOLOG REKOMBINACIO - CELZOTT GENKIUTES

Start homolog régio exon homolog régio Stop
: —
= T I l
szekvencia
= homolog rekombinacio negativ szelekcios gén Stop
—>
vektor
pozitiv szelekcios gén Stop

: = Start
Modositott ==
allél e
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HOMOLOG REKOMBINACIO - CELZOTT GENMODOSITAS
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HOMOLOG REKOMBINACIO - KONDICIONALIS GENKIUTES

start homoldg régid exon homolog régio Stop
I ==

homolog rekombinacio
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Start Stop
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TRANSZGENIKUS KIMERA EGEREK LETREHOZASA
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Transzgénikus ES sejtek 0sszegyujtese




Transzgenikus ES sejtek gazda embrioba injektalasa 1.




Transzgénikus ES sejtek gazda embrioba injektalasa 2.
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TRANSZGENIKUS ES SEJTEK AGGREGALTATASA GAZDA
EMBRIOVAL

gazda embrio
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@@@@ = @) / kKiméra embrid

transzgenikus embrionalis
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GFP visualisation: BLS-Ltd Sk




Transzgenikus ES sejt kimera
utodok




Transzgénikus ES sejt kimera

winsgha” .'.' ."-.r, L s'i-""' "'"l' o
[ ._' L .1.. f'“Jt
n

I{'-:"‘ﬂ' t’*"?‘ ,.r

h “’ g‘ ﬁ




HOMOZIGOTA TRANSZGENIKUS EGEREK LETREHOZASA

kiméra him vad tipust néstény

1varsejt kimera

utod
heterozigdta heterozigota
transzgénikus utod transzgénikus utod
homozigota heterozigdta

= , A e e
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transzgénikus utod

ivarsejt kimera utod
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HOMOLOG REKOMBINACIO - KONDICIONALIS GENKIUTES
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HOMOLOG REKOMBINACIO - KONDICIONALIS GENKIUTES
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HOMOLOG REKOMBINACIO - SZOVETSPECIFIKUS RIPORTER GEN
EXPRESSZIO - KONDICIONALIS GENKIUTES
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link fehérje promoter beta-gal neo

HOMOLOG REKOMBINACIO - KONDICIONALIS GENKIUTES
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Brainbow mouse

BUildg Bfin

Three copies of the genetic construct allow for the expression of multiple fluorophore color combinations.
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Evans, Capecchi, Smitish - 2007 Nobel dij!

u

i

The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2007

.l"ji

"for their discoveries of principles for introducing specific gene
modifications in mice by the use of embryonic stem cells"

Photo: Tim Roberts/PR

Newswire, © HHMI Photo © Cardiff University Photo: Scanpix/Dan Sears
Mario R. Capecchi Sir Martin J. Evans Oliver Smithies
@ 1/3 of the prize @ 1/3 of the prize @ 1/3 of the prize
USA United Kingdom USA
University of Utah; Cardiff University University of North
Howard Hughes Medical Cardiff, United Kingdom Carolina at Chapel Hill
Institute Chapel Hill, NC, USA
Salt Lake City, UT, USA
b. 1937 b. 1941 b. 1925
(in Italy) (in United Kingdom)

* Martin J. Evans (elsO ES, EC sejtek)
* Mario R. Capecchi (homolog rekombinacid, neo, HSV-tk, hprt gén bejuttatas)

* Oliver Smithies (homoldg rekombinacido human sejtekben, mutans hprt gén javitas)
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Evans, Capecchi, Smitiesh - 2007 Nobel dij - torténeti attekintés

EC sejtek (Evans M.J.; Martin G.R. 1972, 1974, 1975)

EC sejtek microinjaktalasa egér blasztocisztaba (Papaioannou V.E., McBurney M.,
Gardner R.L., Evans M.J. 1975)

DNA microinjektalas sejttenyészeti sejtekbe (Capecchi MR, 1980)

Egér embri10 transzformalasa mikroinjektalassal (Gordon J.W. 1980)

ES sejtvonalak I¢terhozasa (Evans, M.J., Kaufman, M.H.; Martin G.R. 1981)

A human beta-globin lokuszba DNS szekvencia bejuttasa homolog rekombinacioval
(Smithies, O. 1985)

Csiravonal kimérak eldallitdsa retrovirus transzformalt ES sejteket felhasznalva
(Robertson E, Bradley, A., Kuehn, M., Evans, M.; Gossler A, Doetschman, T. 1986)
Mutans Hprt gén kijavitasa egérben homolog rekombinacioval (Doetschman T.,
Thompson S., Smithies O. Nature.1987)

Mutagenezis celzott genmodositassal eger ES sejtekben (Thomas KR, Capecchi,
M.R. 1987)

Szovet- és helyspecifikus DNS rekombinacio transzgénikus egerekben (Orban P.C.,
1992)

Indukalhato genmodositas egerben, Cre rekombinaz alkalmazasaval (Kuhn R.,
Schwenk F., Aguet M., Rajewsky K. 1995)

GE



Genom modositasi technologiak

Group Il Introns

(Karberg, 2001)
ssDMNA recombinsaring
(Ellis, 2001) . Reducad
E. coll genome
synthetic HCV (Pasfal, 2006)
(Blight, 2000) -
dsDNA recombineerning q qﬂﬁ:}?j‘aﬁﬁ?ﬂﬂm{?
Zhang, 1998 = i
(Phiang, 15928) (Ara, 2007)

Chemical mutagenesis
(Auerbach, 1947)

ZF-nuclease \ MAGE
(Kim, 1996) / - (Wang, 2009)

Sa ngaer saquencing

UV mulagenesis (Sanger, 1977) - | | Synthetic
(Altenburg, 1928) M M. mycoides cell
Recombinant DNA . (Gibson, 2010)

i

(Jackson, 1972) .

18930 1990 Eﬂﬂ[]

Transposons =Y
Kleckner, 1975) =

Transgenic mice 2y
(Gordon, 1980)

Synthetic Foliovirus = |
(Cello, 2002)

r i

Synthetic pX174 phage -~ .~
(Srnith, 2003) e ”~

- il . 7 TALE nuclease
Refactored T7 phage =~ .~ (Hockemeyer, 2011)
(Chan, 2005) y
2nd-gen seguencing o Synthetic
(Margulies, 2005, E.coli KO library / : ;
Shendure, 2003) (Babe, 20085) Tn-seq yeast chromosoma

rvan Opijnen, 2009) (Bymond, 2011)
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Transzgénikus allatok eloallitas: lehetosegen

CELZOTT hatis technikai

technika vektor célzott sejt vektor hossza e fol nehézség
DNS zigéta sejtmagja | 50-1000 kb | nem lehet ++ =
Virus = got.a = 5-10 kb nem lehet SR g
perivitellindris
J\UMSCSI Transzpozon z1g6ta
inj 0 (SB, PB) S 50-100 kb nem lehet ST ++
ZFN, TALEN, 18 b
z1glta sejtmag)a P lehetséges =1 e
CRISPF/CAS9 célszekvencia
Mesterséges == : :
kromosydma | 780t sejtmagja 100-2000 kb | nem lehet + e
DNS 100-2000 kb A
ElektI’O- Virus 5-10 kb el
porélés : 8ssejt, testt sejt lehetséges =
liposzéma Transzpozon 50-1000 kb +4++
DuﬂaNsszalu 19-23 bp =




