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Allati jolét biztositasa
3R szabaly szem elott tartasa
-Replacement-  alternativ lehetoségek

-Reduction- minél kevesebb allat

-Refinement- minél finomabb modszerek

Minden szabalyozva van!!!



Miért jo transzgénikus allatokat eloallitani?

-Alapkutatas

Miin

-GyogyM Gefogysze




Mikroinjektalassal 1étehozott transzgénikus
emlosallatok felhasznalasa




Egyszeriu génkonstrukciok

Gén sajat promeéterrel

Intact gén intronokkal, exonokkal I
Modositott gén ,,mutans kodolo régioval”
I

cDNS konstrukciok- nincsenek intronok, csak a kédolé régiok

Mini génkonstrukciok: prométer + 1 intron + cDNS

I N
Specifikus elemek beépitése: IRES- egy prométer két kiilonb6z6
gént irdnyit IR

Izolator szekvenciak beépitése (SAR-MAR)
i



Alapkutatas: Génfunkcio vizsgalata

sphosphoenolpyruvate
carboxykinase enzimet termeli tul az
izomban. Ez az enzim egy
kulcsenzim a glikoneogenezisben

More Powerful Than
a Locomotive?

*6km-t fut 20 m/perc sebességgel
megallas nélkiil, tovabb él, PEPCK-C™*Supermouse
haromszor tovabb szaporodik,
nagyon aktiv dobozban is, joval tobb VS.
SZex. Wild Type

*Sokat ehet, és nem hizik

*Meg egy Kicsit agresszivabb

PEPCK-C transzgénikus szuperegeér

Vart és nem vart funkciok pontos vizsgalatahoz



Alapkutatas: 0kos egér

Nr2b gén, mely az NMDA receptort kodolja
tultermeltek. Ettol sokkal jobbak lettek a tanulasi
folyamatok.



A bator egér

A szaglogumo specifikus
receptorsejtjeiben
termeltetett  diftéria-toxin
gén alkalmatlanna teszi a
sejteket funkciojukra. Ez az
egér nem fél a ragadozok
szagatol




Alapkutatas: szabalyozo regiok vizsgalata

Hoxc13-gfp transzgénikus egér
e
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Pontosan megtudhato, hogy egy gén milyen sejtekben
mukodik




Néha sziikség van a transzgén Ki/bekapcsolasara-
lehetoség a Tetraciklin regulalt promoter

Elemei:
[ 1= | tetR |p) o
| tTA tetraciklin
B érzékeny fehérje
/ I .
oo QG o TetO7 tetraciklin
F’ ' érzékeny promoter elem
[(t=cy [7a78 | Teroet oFF [pa] | 107 |TATA| Target CRF |ﬂ|
Dox= tetraciklin
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aCamKII-TA Orexin-tTA Mic1-tTA PLP-tTA Iba1-4TA

Kettos TG allat!!



Mezogazdasag: Novekedési erély fokozasara

|44 | 4

Novekedési hormont tultermelo allat

Haszonallatokban kevésbé sikeres, nagyon sok
mellékhatassal.



Novekedési hormont tultermelo sertések

Promoter gén

egér metallothionein bGH
hGH
Eredménye
Pozitiv
Negativ

1. Gyors novekedés _
1. Letargia

2. Taplalék jobb atalakitasa hussa
2. Izomgyengeség/sorvadas

3. Kevésbé zsiros ) . _
3. Vércukorszint nem stimmel

4. Terméketlenség



Jobb hus

Novekedeési hormon (IGF) termeltetése izomspecifikus promoterrel
Nincs elvaltozas, nem stresszérzékeny

Jobb minoségu hus




Novekedési hormon gén lazacban

Lazacban
wi Dot
Pisztrangban csak a vad - ‘N
fajtaban mikodott s

Gyakori promoterek: CMYV, metallothionein, antifreeze fehérje



AgquAdvantage® lazac

Chinook lazacbol szarmazo novekedési hormon
tultermelése.

Gyors novekedés, csekély kockazatok, mert triploid

2015 6szén FDA engedélyt kapott



Transzgénikus szarvasmarha

Tejminoség javitasa A B- és k-kazein tultermeltetésével

Tobb kazein, jobb tejminoség, konnyebb
sajtot gyartani belole, egészségi allapotuk
tokéletes

Kisebb micellaméret a
TG allatokban



Tejosszetétel megvaltoztatasa- alfa-laktalbumin tdltermeltetése

Korai elhullas probléma a szopos malacoknal
Laktoz képzodését segiti elo

A kritikus napokon (3-9) 30-50%b-al tobb tej
Sulygyarapodas sokkal kedvezobb a

malacoknal _




Togygyulladas megoldasa transzgénikus
modszerekkel

Az USA-ban az allomanyok harmada érintett

Kétmilliard dollar/év koltség
Kevesebb tej, kevesebb sajt

Vakcina nem elég hatékony, antibiotikum nem szerencsés

Glucosaminidase
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SV-40 viralis promoterrel tultermeltetett Lysostaphin
transzgénikus marha

A_l_mie | GEM

90%-ban védettek mesterséges fertozés utan



TRANSZGENIKUS BIRKA —A GYAPJU OSSZETETEL
MEGVALTOZTATASA

*Egy bizonyos keratin gén (MK2.10)
tultermelése a szalak makro és
mikrostrukturajaban komoly valtozast
okozott

Kutikula

*Kevésbé gondor

A szalak kialakitasaban szerepet jatszo
gének egy csoportja csokkent mukodési lett




Hidegtiiro transzgénikus halak

Jégképzodést csokkento fehérjék £
talalhatok pl egyes lepényhalfélékben &

Antifreeze fehérjéket termelo transzgénikus aranyhal
hidegtiirobb

Lazacban is miikodik, csak kevés a fehérje, és Kicsi az
aktivitasa




Tulhaladott elképzelések

% CSOKKENTETT LAKTOZ TARTALMU TEHENTEJ
< ALACSONY ZSIR TARTALMU TEHENTEJ

< MODOSITOTT TEHENTEJ AMELYBOL KENHETOBB VAJAT LEHET
ELOALLITANI

Transzgénikusan megoldahto, de ma mar olcsob egyéb
technologiaval



Gyogyszeripar: Betegségmodellek,
gyogyszermolekulak tesztelése

Az egér oOsszes sejteben
termeltetett Agrp  fehérje
elhizast okoz a transzgénikus
egerekben. A fehérje szerepe
eddig ismeretlen volt, csak
annyit tudtak roéla, hogy
bizonyos tulsualyos
mutansokban sokkal tobb
fehérje termelodik.




»Rakrezisztens egér”

Minden sejt termeli a Par-4 tumor szupresszor fehérjét.
Mindenféle spontan és indukalt tumornak ellenall



Gydgyszeripar: transzgénikus bioreaktorok

Gyogyhatasu fehérjék kivalaszthatok az
emlosallatok valadékaiba. Legjobb lehetoség a tej.
Ebben az esetben emldspecifikus szabalyozo
régioval kell kombinalni a gyogyhatasu fehérje
génjét

Kiilon eloadas keretében Dr. Bosze Zsuzsanna



Human antitestek termelése
szarvasmarhaban

Hematech- human antitestek
termeltetése

A végcél teljesen humanizalt
szarvasmarha (ellenanyagtermelés
szempontjabol)




TRANSZGENIKUS SERTES MINT SZERVDONOR

PROBLEMA: A FOEMLOSOK ELLENANYAGAI REAGALNAK MAS FAJ
SEJTFELSZINI FEHERJEINEK SZENHIDRAT OLDALLANCAIVAL

KOVETKEZMENY: AZONNALI REAKCIO, A KOMPLEMENT RENSZER
AKTIVALODASA, TROMBOZIS, NEKROZIS, SZERVKILOKODES

MEGOLDASI MODOK:
*1.A KOMPLEMENTRENSZER GATLASA (A KOMPLEMENT RENDSZERT
SZABALYOZO KOMPONENSEK TERMELTETESE) A SZERVDONOR
ALLATOKKAL PL CD46,CD55,CD59

*GALal,3-GAL EPITOP CSOKKENTESE, ELTAVOLITASA



A SERTES MINT POTENCIALIS SZERVDONOR

« JOL SZAPORITHATO, RELATIV ROVID GENERACIOS IDEJE VAN
« AZ ANATOMIAJA ES FIZIOLOGIAJA HASONLIT AZ EMBEREHEZ
« SPF KORULMENYEK KOZOTT IS LEHET TENYESZTENI



KOMPLENT SZABALYOZO FAKTOROKAT TULTERMELO SERTES

SZERVEK TULELESE UJVILAGI MAJMOKBA TORTENO
ATULTETES SORAN

faktor szerv Recipiens Immuno- Tualélés
SZUppressio (nap)

hDAF SZiv Cynomologus  +++ ~135
» » » ++ ~90
” ” Pavian +++ ~ 28
” vese Cynomologus ++ ~90

hCD59  vese Cynomologus  +++ ~ 20

hCD46 SZIV Pavian +; ~ 23



Harmas transzgenikus sertések

NTM/CD59/DAR
harmas transzgenikus
malacok;, a
kKomplement rendszer

REVALEINOYAJET
termelik




Elelmiszeripar: egészséges tej

Tejiikben patkany stearoyl-CoA-
deszaturazt termel. Ez emeli az
egyszeresen telitett zsirsavak aranyat.
Sziv-érrendszeri problémaknal jo.

Magas Omega-3
tartalmu tej
laposferegbol

szarmazoé gén termeli




Ipari felhasznalas
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e Pokselyem termeltetese

BT | ol kecskék tejében. Extra eros és

konnyu anyagok, golyoallo
mellények




Ipari felhasznalas

.

i

2. Butyrylcholinesterase
termeltetése transzgénikus
kecskék tejében. Ez az enzim
képes megkotni ideggazokat,
melyek a szervezetbe jutnak.
Katonai oltasok alkotoreésze.




TG allatok mint ,,hazi kedvencek”

Macska mely nem tartalmazza a
leginkabb human allergén Feld1
glikoproteint

GloFish vilagito halak

Fluorescens proteint hordoznak
(piros ill. zold valtozatban)




KORNYEZETVEDELEM: TRANSZGENIKUS SERTES (Enviropig)

PROBLEMA

A EMESZTHETETLEN FOSZFORVEGYULETEK /PHYTATE/ A
TAPBAN,TRAGYAVAL URULNEK

KOVETKEZMENYEK

ELOVIZEK EUTROFIZALODNAK, ALGAVIRAGZAS, HALPUSZTULAS STB.
MEGOLDAS: PHYTASE HOZZAADASA, ALACSONY PHYTATE TARTALMU
GABONANOVENY, VAGY PHYTASE TR SERTES

NYALMIRIGYSPECIFIKUSAN TERMELI
AZ ENZIMET

Felére csokkent foszforterhelés

Kutatasok lealltak tamogatas hianyaban




Okotoxikologia/kornyezetvédelem

Stresszfehérje promoter- jelzofehérje (gfp)
Stressz (szennyezés hatasara vilagit), altalaban zebrahal

Fém, aromas vegyiiletek modosulata is van



Lentiviralis technologia felhasznalasaval
keésziilt allatok

[[[[[[[[[[[[[[

Mivel hasonléan
additiv  transzgenezis,
(=== felhasznalasi teruletik
IS hasonlok mint eddig.
De madarban igazabol
csak ez a hatékony
rendszer



Allategészségiigy

Transzgénikus baromfi, mely nem képes a
madarinfluenzat A(HSN1) tovabbadni

Olyan rovid specialis RNS
molekulat (SARNS-sIRNS)
termel, mely megakadalyozza a
virus polimeraz mikodését.

~ Lentivirus alapu transzgénikus
technologia felhaszalasaval
késziilt, mert madarakban csak

ez hatasos.
Lyall et.al. 2011



Ossejtek segitségével 1étrehozott transzgénikus
allatok felhasznalasa




A technologia felhasznalasa

Célzott mutaciok létrehozasara

«Génkiutott allatok- Knock
Knock-In allatok
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Génfunkcio vizsgalatok: nagyhatasu
gének Kiiiteése

KO Normal

Lim1 homeobox gén



Génfunkcio vizsgalatok: nagyhatasu
gének Kiilitése

Tetranektin gén Kkiiitése



,Kis hatasu gén” pl
matrilinl

++




Dupla KO allat, ha szimplan nincs eredmény
SOX-5, SOX-6 esete

F alcian blue staining




Nagyhatasu geén Kiiitése, funkcionyeréssel
Myostatin KO egér




Természetes knock out allatok (belga kék, izmos agar)
Mutaciot hordoz az izomnovekedést szabalyozo myostatin




Géndozis vizsgalatok, citokeratin 10 gén Kiiitése

-/- +/- és vad +/- és vad



Knock-in allatok felhasznalasa: Modell az emberi
Huntington korra

A) .
. T normal
e —
B)
19




Rodopszin-GFP transzgénikus egér a
gyogyszeriparban

Retinitis pigmentosa



Cre-LoxP rendszer—kondicionalis célzott mutaciok

—ap—{ =
L oxP L oxP

A Cre rekombinaz mukodése



Kondicionalis célzott mutaciok : Androgén receptor
Kituitése altalanosan, és sejt-specifikusan mas problémat
okoz.

Gyogyaszat




Kondicionalis KO: szabalyozoelemek vizsgalata Cre
segitsegével

Neocortex specifikus Cre-LacZ transzgénikus egér

Lac-Z transzgeén Neocortex spec. Cre
O —————
Cell-type-specific
promoter
a g o
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Elsosorban alapkutatasra



Klonozassal készitett transzgénikus allatok

12-12:00,. 2H




Polly az els6 klonozott, transzgénikus allat

Tejében 1 X. véralvadasi faktort termel



Xenotranszplantacio

Allatbél emberbe torténé szervatiiltetés

Probléma: azonnali kilokodés

A kilokodés kivaltoja egy sejtfelszini ,,cukor-oldallanc” mely
nincs meg az emberben (Gal-alfa-1,3-Gal)

Klonozassal  készult KO
sertések, melyek nem képesek
ezt a sejtfelszini markert
szintetizalni. Gyakorlatilag
alkalmasak szivatiiltetésre.




Prionmentes biztonsagos hus eloallitasa KO
modszerekkel

Prp (prion) mentes kecske, szarvasmarha




Klonozott transzgénikus macska

(vorosen fluoreszkalo fehérje)




2001-ben Noah a gaur volt az Afrikai

| elsd veszélyeztetett klonozott vadmacska 5 © &
Allat 2005

Vastagszarvii  juh
egy alfaja 2006

szirke farkas
2007

Pireneusi
hegyikecske 2009



http://en.wikinews.org/wiki/Image:Junqueira_cow_embrapa_clone.jpeg
http://dsc.discovery.com/news/2007/03/26/clonedwolf_ani_zoom0.html?category=animals&guid=20070326093000

Klonozas fagyott sejtekbol

Mamut?



