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1 A MUNKA ELOZMENYEIL KITUZOTT CELOK

1.1. AZ ERTEKEZES ELOZMENYEI

Transzgénikus allatok révén lehetéség nyilik kiilonb6z6 gének funkcid
vizsgalatara, azok egy-egy betegséggel vald kapcsolatanak vizsgalatara, valamint
e betegségek modellezésére, legyen sz6 human vagy egyes haszonallatok
megbetegedéseirdl. Az igy 1étrehozott mesterséges genetikai modositast hordozo
allatok megitélése a koztudatban rendkiviil sokféle. Az FDA 2009-ben
engedélyezte egy transzgénikus kecske tejében termel6dd fehérje gyogyaszati
célra torténo alkalmazasat (“ATryn (Antithrombin (Recombinant)) FDA Approval
History - Drugs.com”, n.d.), amit 2014-ben GMO nyul tejébdl kivont terapias
fehérje (“Ruconest (C1 esterase inhibitor (recombinant)) FDA Approval History -
Drugs.com”, n.d.), majd 2015-ben transzgénikus tytik tojasaban termeltetett enzim
kovetett (“Kanuma (sebelipase alfa) FDA Approval History - Drugs.com”, n.d.).
A genetikailag moddositott Atlanti lazac engedélyezésének folyamata 2015-ben
fejez6dott be, mely esetlegesen részmegoldast nyujthat a kimeriild természeti

forrasok potlasara (Commissioner, n.d.).

Ezek az elképzelések és gyakorlati alkalmazasok is alatamasztjdk, hogy a
biotechnologiara, azon beliil a transzgenezisre, valamint a GMO allatokra nem
csupan az alap és alkalmazott kutatasokban, de a gyakorlatban is fontos feladat
hérul, mely naprél-napra boviil.

A genetikailag modositott allatokban termeltetett terapids fehérjéket, mar

hasznaljuk a gydgydszatban, jo példa erre a korabban emlitett szer a Ruconest®,

melyet transzgénikus nyulak tejében allitanak eld az angioodéma kezelésére.

A rekombindns fehérjék eléallitdsdnak jo modszere a biofarming, amin beliil a
transzgénikus allatok tejében torténd termeltetés kisebb fiziologiai terheléssel €s
csOkkentett stresszel jar az allatok szdmara, mint a vérben vagy a szeminalis

plazmaban val6 rekombinans fehérje eldallitas.



Gyakran hasznalt laboratoriumi allataink egyike a nyul, melynek tejében
termeltethetiink rekombindns fehérjéket emld szovetspecifikus promoter
alkalmazéasaval. A transzgénikus nyulak klasszikus mikroinjektalassal torténd
eldallitasanak hatékonysaga alacsony, viszont felhasznalasdnak lehetdsége széles
korti. A transzgénikus nyul gyakran alkalmazott modell allat, példaul a
metabolikus szindroma, atheroszkler6zis, kardiovaszkularis megbetegedések és

szivritmus zavarok vizsgalatdban (B6sze et al., 2016; Duranthon et al., 2012).

A gyakorlatban mar alkalmazott terdpias fehérjék termeltetésén kiviil az
alapkutatasban is rendkiviil fontos szerep jut a genetikailag modositott allatoknak.
A riportergént kifejezd transzgénikus dallatok Iétrehozaséval lehetdség nyilik
példaul kiilonbozoé génexpresszids vizsgalatokra, vagy a sejtek vandorlasanak
nyomon kovetésére in vivo, de riportergének segitségével vizsgalhatjuk a fehérjék
sejten belilli mozgasat is (Murakami ¢és Kobayashi, 2012). Az egyik
leggyakrabban hasznalt nem szdvetspecifikus promoter a CAG (csirke béta-aktin
promoter CMV enhancerrel), mely gerincesekben stabil transzgén kifejez6dést

biztosit (Sakai és Miyazaki, 1997).

1.2. CELKITUZESEK

1. A klasszikus mikroinjektalasnal nagyobb hatékonysaggal miikddd - Sleeping
Beauty (SB) transzpozon technikdval 1étrehozott Vénusz fehérjét expresszalo

transzgénikus nyul (Katter et al., 2013) részletes expresszios vizsgalata.

2. A transzgén konstrukcionkba a szintetikus, nem szovetspecifikus CAG
promotert épitettiik be. A konstrukcid nem tartalmazott sem emldspecifikus
szabalyozé elemet, sem szekrécios szignal peptidet. Korabban megjelent cikk
(Mukherjee et al., 2016) alapjan vizsgalataink f6 célja a tej és frakcidinak

vizsgalata volt a transzgén kifejezddés tekintetében.



2.1. Vizsgaltuk a teljes tej mintdkat valamint a kiilonboz6é frakciokat

makroszkoposan UV fény gerjesztés alatt.

2.2. Western blot analizissel, melynek alapjan denzitometrids vizsgalattal

crer

2.3. IMAGE-J programmal vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a laktacio

folyaman a tejben megjelend Vénusz fehérje mennyiségében.

24. A transzgén fehérje kifejez0dés helyének meghatarozasara az

emldszovetben hisztologiai vizsgalatot végeztiink.

Tovabbi célunk volt a fluoreszcens fehérje jelenlétének kimutatasa kiilonb6zo
exokrin mirigyek altal termelt biologiai folyadékokban (szemindlis plazma,
konny, nyal).

Vilaszt kerestiink a kordbban mar sertéseknél leirt genotipus fiiggetlen
egyenletes transzgén fehérje kifejezodésre. SB-CAG-Vénusz heterozigota és

homozigota allatok ond6 mintéit vizsgaltuk:
4.1. Flow citometriaval.

4.2. A vonal fenntartd termékenyitések iddszakaban figyeltik a Vénusz
fehérje oroklodését.
4.3. RT-PCR technikdval meghataroztuk a specifikus Vénusz mRNS

jelenlétét.

4.4. Immunhisztologiat végeztink az intercellularis hidak meglétének
vizsgalatara.

Az SB-CAG-Vénusz pozitiv sertések és egerek ivarsejtjeiben leirt ellentétes

transzgén megjelenés nyulak esetében 1is vizsgalni kivantuk. Azonos

modszerekkel vizsgéltuk ugyanazon SB-CAG-Vénusz konstrukcidval

l1étrehozott harom fiiggetlen egér vonal homozigéta egyedeinek €és az azonos

transzgénnel 1étrehozott nyulak himivarsejtjeit, here és mellékhere szoveteit.



2 ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. KiSERLETI ENGEDELYEK ES ALLATOK

A laboratériumi nyulak a Nemzeti Agrarkutatdsi €s Innovacios kozpont
(NAIK), Mezbgazdasagi Biotechnologiai Kutatointézet (MBK),
Allatbiotechnolégiai Fdosztaly allathdzdban a mindenkori Eurépai Unids
szabalyoknak és az 1998. évi XXVIII. Tv., AZ ALLATOK VEDELMEROL ES
KIMELETEROL, a 243/1998 (XIL.31.) Kormdnyrendelet, az dllatkisérletek
végzéseérdl, valamint a 36/1999 (IV.2.) FVM-KOM-GM rendelet, a kisérleti
dllatok tenyésztésenek, tartasanak, szallitasanak stb. szabalyairol, megfeleléen
voltak, vannak elhelyezve ¢€s tartva. Kisérleteink elvégzésére az alabbi engedélyek

alapjan jogosultunk: PEI/001/32 és PE1/01/857-3/2015.

Munkank soran az SB-CAG-Vénusz transzgénikus nyul vonalba tart6zo
heterozigota és homozigota egyedek Vénusz riportergén kifejezddését vizsgaltuk.
Az Allatokat Sleeping Beauty transzpozon technikaval hozta létre csoportunk

2013-ban (Katter et al., 2013).

Vizsgalatainkhoz kontrollként masik két szintén a csoportunk altal 1étrehozott
transzgénikus vonalak heterozigota egyedeit hasznaltuk. A pB-MHC-G52R-
KCNET1 vonal transzgén konstrukcidja sziv szovet specifikus promotert tartalmaz
(Major et al., 2016). A WAP-hTNAP vonalba tartozé transzgénikus allatok,
emldszovet specifikus promoter iranyitotta konstrukcid a transzgén kifejezédését
a tejre korlatozza (Bodrogi et al., 2006). Mind két konstrukciorol elmondhato,
hogy a transzgén a herében nem fejezddik ki, igy a transzgén fehérje az

ivarsejtekben nincs jelen.

Abszolut kontrollként Ujzélandi fehér fajtaju laboratoriumi célokra tenyésztett

nyulakat hasznaltunk.

A Vénusz fehérje fajspecifikus kifejezédésének vizsgalatdhoz harom fliggetlen
transzgénikus egérvonalba tartoz6 homozigota egerek him egyedeit hasznaltuk fel

(Garrels et al., 2016).
6



2.2. MINTAVETELEZESEK ES WESTERN BLOT VIZSGALATOK
2.2.1. TEJMINTA GYUJTESE

Laktalo6 SB-CAG-Vénusz transzgénikus, heterozigbta ¢és homozigdta
néstényeket megfejtiink. A kisérlethez kontrollként hasznaltunk két a WAP-
hTNAP transzgénikus nyulvonalba tartozd heterozigéta ndstény tejmintait
(#3013; #3014). Err6l a vonalrdl pontosan tudjuk, hogy a rekombinans fehérje

butanolos extrakcidt kovetden a tejsavobol mutathatd ki (Bodrogi et al., 2006).

Tovabba vizsgalatainkhoz egy teljesen vad tipusu allat tejmintajat is felhasznaltuk
(#3010). A kontroll allatok fejése azonos moédon ¢€s idében tortént az SB-CAG-

Vénusz pozitiv allatokéval.

A tej harom frakcigjat elvalasztottuk egymastol. Az SDS gélelektroforézis
soran 20 pg Osszes fehérje mennyiség keriilt felvitelre frakcionként é&s

egyedenként.

2.2.2. KONNY ES NYALMINTA GYUJTES

Mintéat gyljtottiink 3 hoénapos (#4071), 6 honapos (#4064), €s 24 honapos
(#4029) him ivara SB-CAG-Vénusz heterozigdta valamint vad tipusu nyulaktol,
harom kiilonb6zé mintavételi iddpontban. A Western blot analizishez a konny
mintakbol 10pg Osszes fehérje mennyiség, mig a nyal mintdkbol 20 pg

cre

poliakrilamid gélen.

2.2.3. EJAKULATUM GYUJTESE

Tenyészérett heterozigota (#4004) és homozigdta (#4007) SB-CAG-Vénusz
transzgénikus és vad tipusi himektél ondd mintat gyljtottiink. A bak nyulak
ugratasa ¢l0 ndstényre tortént. Az ivarsejteket és a szemindlis plazmat

elvalasztottuk. 20 pg 6sszes fehérje koncentracid beallitdsa utan keriiltek a mintak



felhasznalasra spermium esetében és 10 pg Osszes fehérje szemindlis plazma

esetében.

2.2.4. WESTERN BLOT VIZSGALATOK

A kiilonb6z6 mintatipusokhoz négyszeresen koncentralt SDS minta felvivo
puffert adtunk. A fehérje elvalasztdshoz 4 %-os poliakrilamid denaturdld gyiijté
gélt és 12 %-os futtaté gélt ontottiink. A fehérje elvalasztadshoz CVS10D Mini

Trans-Blot"” egységet hasznaltunk.
A membranok telitését 5%-os sovany tejporos oldatban végeztiik.

A Vénusz fehérje jelenlétét 1:2000 aranyban higitott nytlban termeltetett anti-
EGFP poliklonalis elsddleges ellenanyag (Thermo Fisher Scientific CAB4011) és
1:10000 aranyban higitott masodlagos ellenanyag (ant-Rabbit IgG HRPO, Sigma
A5906) reakcioval detektaltuk.

A vizsgalni kivant fehérjéhez kotddod ellenanyag jeldlést kemilumineszcens ECL
kit (ECL-Advancad, Amersham) enzimatikus reakciojaval és autoradiografia

(Super RX, Fuji Medical) segitségével tettiik lathatova.

2.3. HISZTOLOGIAI VIZSGALATOK
2.3.1. EMLOSZOVET

Laktadlo SB-CAG-Vénusz heterozigdta (#4026) és vad tipusii ndstényeken
(#3010), emldszovet biopsziat végeztiink. A fixalt szoveteket fagyasztast
kovetden kriosztat szovetmetsz0 gépben (Mikrom, Heidelberg) 10 mikron
vastagsagu szeletekre metszettiik. A targylemezekre helyezett szovet szeleteket
TO-PRO 3 Iodid (Thermo Fisher Scientific, USA, T3605) sejtmag festd festékkel
festettiik.



2.3.2. NYUL ES EGER HERE ES MELLEKHERE

Tenyészérett SB-CAG-Vénusz transzgénikus homozigota egér és nyul

kovetben.

A beagyazott szervekbdl mindkét allatfaj esetében 10 um méretli metszeteket
készitettiink, melyeket targylemezre (Super Frost Ultra Plus, Menzel-Glaser)
helyeztiink. A sejtmagfestést TO-PRO 3 lodiddal (Thermo Fisher Scientific, USA,
T3605) végeztiik.

2.3.3. NYUL HERESZOVET IMMUNHISZTOLOGIA

A targylemezre helyezett 10 um nagysagu hereszdvet metszeteket kecskében
termeltetett anti-TEX-14 (Santa Cruz Biotechnology Inc. sc169574) poliklondlis
elsdleges ellenanyagban ezt kdvetden anti-kecske IgG (H+L) Alexa Fluor 633
jelolt masodlagos ellenanyagban (Thermo Fisher Scientific, A-21082) inkubaltuk.
A sejtmagfestést TO-PRO 3 lodiddal végeztik. A Vénusz fehérje
fluoreszcencigjat 510-550 nm hulldmhosszon, a TO-PRO 3 lodid festést 650-726
nm-es hulldmhosszon, a TEX-14 elsddleges antitesthez kapcsolédé masodlagos

ellenanyag fluoreszcenciajat pedig 640-682 nm hulldmhosszon detektaltuk.



3 EREDMENYEK

3.1. EGYENLETES VENUSZ FEHERJE KIFEJEZODES VIZSGALATA NYUL
SPERMIUMOKBAN

3.1.1. MIKROSZKOPOS VIZSGALATOK EREDMENYEI

Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéalva a spermiumokat, mind a heterozigdta
(#4004) mind pedig a homozigota (#4007) SB-CAG-Vénusz transzgénikus bak
nyulak esetében, minden ivarsejtnél tapasztaltuk a Vénusz fluorofor fehérjérdl
szarmazo jelet a spermiumok, poszt-akroszémalis, a nyaki és a farok részén. A

kiilonbség, a visszaverddo fény erdsségében volt.

3.1.2. FLOW CITOMETRIA

A flow citometrias vizsgalat bizonyitotta, hogy a heterozigdta allatok minden
egyes ivarsejtjiében, a homozigédta allatokkal megegyezden, Vénusz indikéator

fehérje van, de annak mennyisége genotipus fiiggd kiilonbséget mutat.

3.1.3. VENUSZ TRANSZGEN OROKLODESE

A Flow citometrias vizsgéalatok eredményei ellenére a transzgén 6roklddése a
SB-CAG-Vénusz heterozigota allatok esetében nem tért el az dsszehasonlitasként
hasznalt két tovabbi transzgénikus nyulvonalunk eredményeitdl. Az allatok
szaporitasa soran nem figyeltiink meg eltéré alomlétszdmot az irodalomban az
Ujzélandi fajtara jellemzd 4tlagos alomlétszamtol. A tenyésztés soran
megfigyeltiik, hogy a heterozigota allatok spermiumaiban a Vénusz fluoreszcens
fehérje egyenletes eloszlasanak ellenére a heterozigdta és a vad tipusu allatok
keresztezésébdl megsziiletett utddok, hozzavetdleg 50 %-a hordozza ténylegesen a

transzgént, mig homozigota allat esetében ez az ardny 100 %-os.
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3.2. AZ INTERCELLULARIS HIDAK SZEREPENEK BIZONYITASA AZ EGYENLETES
TRANSZGEN ELOSZLASBAN

3.2.1. VENUSZ SPECIFIKUS MRNS KIMUTATASA A SPERMIUMOKBAN

A Vénusz specifikus RT-PCR-rel nem sikeriilt a 334 bp méretli fragmentet a
spermium mintakbol felszaporitani, pozitiv jelet csupan a kontrollként hasznalt

fibroblaszt sejtmintabodl kaptunk.

3.2.2. IMMUNHISZTOLOGIAI VIZSGALAT EREDMENYE

Az intercellularis hidak meglétének bizonyitdsara immunhisztologiai
vizsgalatot végeztiink. Az intercelluldris hidakat jelz6 TEX-14 fehérjéhez kotott

ellenanyagok piros jelzo festését 640-682 nm hulldmhosszon sikeriilt detektaltuk.

3.3. A VENUSZ FEHERJE FAJSPECIFIKUS KIFEJEZODES VIZSGALATANAK
EREDMENYEI

3.3.1. MIKROSZKOPOS VIZSGALAT EREDMENYEI

Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva a spermiumokat, SB-CAG-Vénusz
transzgénikus bak nyulak esetében, a Vénusz fluorofor fehérjérdl szarmazo jelet a

spermiumok, poszt-akroszomalis, a nyaki €s a farok részén észleltiik.

Az azonos transzgénnel 1étrehozott harom fliggetlen vonalbol kivalasztott SB-
CAG-Vénusz homozigota egerek (Garrels ef al., 2016a) ivarsejtjeit vizsgalva nem
talaltunk Vénusz specifikus transzgén kifejez6dést sem a mellékhere eredetli, sem

pedig az ejakulalt ivarsejtek kozott.

Ezzel szemben az azonos konstrukcioval létrehozott sertések sperma
mintdiban csak gy, mint nyulaknal, a Vénusz fehérje genotipus fiiggetlen

kifejezédését figyelték meg (Garrels et al., 2011b).
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3.3.2. HISZTOLOGIAI VIZSGALATOK EREDMENYEI

Az ivari fejlodés korai stadiuméban 1évé 42 napos heterozigéta nytl estében
(#4024) a szomatikus sejtjeiben mar jol lathaté a Vénusz fehérje jelenléte. A 60
napos heterozigota allat (#4025) hereszovet metszeti képén megfigyelhetd a
spermatogoniumok fejlodésével a Vénusz fehérje expresszidja is. A 120 napos
heterozigota allat (#4027) szdveti metszetén a transzgén fehérje jelenléte
megfigyelhetd a spermatocitdkban, a spermatidakban, a spermiomorfogenezis
kiilonboz6 szakaszaiban 1évo spermiddkban, valamint a herecsatornak kozotti laza
kotdszovetes allomanyban elhelyezkedd Leydig-féle sejtekben és a simaizom

sejtekben.

Az egér hereszOvet metszeteken a transzgén fehérje jelenléte a herecsatornak
kozotti laza kotdszovetes alloményban, azaz a Leydig-féle sejtekben és a
simaizom sejtekben volt lathat6. Az egér spermatidakban ¢és a spermiddkban nem
talaltunk a transzgén fehérjérdl érkezd specifikus jelet. Az SB-CAG-Vénusz egér
mellékhere szovetmetszetein lathatjuk, hogy a transzgén kifejezddik a f6- és
bazélis sejtekben valamint a hengerhamsejtekben. Nagyon erds expressziot
tapasztaltunk a simaizom sejtekben és az intersticidlis sejtekben, mindharom

fliggetlen egér vonalban.

3.4. VENUSZ TRANSZGEN FEHERJE KIFEJEZODES VIZSGALATANAK EREDMENYEI
TEJ ES EMLOSZOVET MINTAKBAN

3.4.1. TEJVIZSGALATOK EREDMENYEI

A szekrécios szignalt nem tartalmazé CAG promoter altal vezérelt
konstrukcioval 1étrehozott SB Vénusz transzgénikus heterozigdta és homozigdta
nostény nyulak tejében makroszkopos vizsgalataink alkalmaval erés Vénusz
fluoreszcenciat detektaltunk. A tejet frakcidira bontva, a zsir és kazein
frakciokban is lathatdo a Vénusz fehérje expresszidja, a legerésebb fluoreszcens

jelet a tej savd mintdkndl tapasztaltuk. A Vénusz fehérje fluoreszcencia

12



mértékében a laktacid négy hete alatt nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget

heterozigdta allat esetében.

A Vénusz specifikus fehérje jelenlétét a tejben ¢és annak kiilonb6zo
frakcidiban Western blot analizissel megerdsitettiik. Azonos fehérje mennyiség
mellet a homozigo6ta és a heterozigota SB-CAG-Vénusz pozitiv allatok mintaiban
a transzgén fehérje mennyisége kiilonbozik. Ezt denzitometrids méréssel

kvantitaltuk is.

3.4.2. EMLOSZOVET HISZTOLOGIAI VIZSGALAT EREDMENYEI

Az emldszovet vizsgalatakor a Vénusz fluorofor fehérje citoplazmatikus
elhelyezkedést mutatott, a heterozigdta ndstény szovet metszeti képén. A
transzgén fehérje expresszidja az emldszovet epitél sejtjeiben, arra mutat, hogy
tejben megjelend rekombinans fehérje a letdredezd epitél sejtekbdl ered. Az
eredményeinkhez hasonld, de nem megegyezd megfigyeléseket irtak le az azonos
transzgén konstrukcioval l1étrehozott sertések tejfrakcioiban, illetve az ugyancsak
CAG promoter altal szabalyozott konstrukcidval Iétrehozott transzgénikus
sertéseknél a transzgén mCherry rekombindns fehérjét is ki tudtdk mutatni a

tejben (Mukherjee et al., 2016).

3.5. VENUSZ FEHERJE KIFEJEZODESENEK VIZSGALATA EXOKRIN MIRIGYEK
ALTAL TERMEL BIOLOGIAI FOLYADEKOKBAN

Szeminalis plazmaban, konny, és nydlmintdkban makroszkopikusan UV fény

gerjesztés hatasara erds Vénusz fehérje fluoreszcens jelet tapasztaltunk.

A transzgén fluoreszcencia intenzitdsa a konny €s nyalmintdkban IMAGE-]

programmal mérve fliggetlen az allatok koratol és a mintagytijtés idejétol.

Western blot vizsgélattal megerdsitettik a Vénusz fehérje kifejezddését a
szemindlis plazmaban, a konnyben és a nyalban. Mindhdrom minta esetében
tapasztaltuk a transzgén fehérje koncentracid kiilonbségét heterozigota ¢&s

homozigota allat esetében azonos Osszes fehérje koncentracié mellett.
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4 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Bizonyitottam a Vénusz transzgénikus fehérje a heterozigota bak nyulak
minden ivarsejtjében vald megjelenését, amely bizonyiték a sejtek kozotti
informacio6 ¢s molekula megoszlasra az intercellularis hidak révén. Igazoltam
tovabba, hogy az ektdpikusan kifejez6dd transzgén fehérje nem okozza a
spermiumok l1ényeges mindségi valtozasat.

Igazoltam, hogy a Vénusz fluoreszcens fehérje megjelenésében fajspecifikus

kiilonbségek vannak a spermatogenezis soran az ivarsejtekben.

Elsdként igazoltam, nyul esetében, hogy nem szdvetspecifikus promoter
alkalmazasaval a rekombinans fehérje megjelenik a tejben és emellett a

transzgénikus allatok szeminalis plazmdajaban, a konnyben és a nyalban.

Bizonyitast nyert, hogy egy CAG promoéter altal vezérelt szekrécids szignal
peptid utvonalat nem tartalmazd konstrukcidval létrehozott transzgénikus
nyul képes a rekombindns fehérje termelésére exokrin mirigyek 4altal, és
kivalasztja azt kiilonféle bioldgiai folyadékokba, vagyis alkalmas rendszert
biztosit rekombindns fehérjék 1j tipusti citoplazmatikus termeltetésére

transzgénikus nyulakban.



5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. ONDO VIZSGALATOK EREDMENYEINEK MEGVITATASA

A transzpozon alapt transzgenezis az additiv génbevitel egyik leghatdsosabb
modja, Sleeping Beauty transzpozon technikdval sikeresen hoztak 1étre
transzgénikus egeret, patkanyt és sertést, melyek azonos CAG-Vénusz transzgén
konstrukciot hordoznak (Garrels et al., 2011a; Ivics et al., 2014b; lvics et al.,
2014a; Ivics et al., 2014c; Katter et al., 2013). Az azonos konstrukcioval
létrehozott SB-CAG-Vénusz transzgénikus egereknél, patkdnyoknal, nyulaknal,
sertéseknél nagyon hasonld transzgén expresszids mintazatot talaltak a szomatikus
sejtekben, ¢s nem volt megfigyelhetd a valtozd expresszid, vagy a pozicid hatas,
de tobbségiik a CAG promoterre jellemzd riportergén kifejezddési mintazatot

mutatott (Garrels ef al., 2016b).

Az SB-CAG-Vénusz transzgénikus sertésekben megfigyelték a fluoreszcens
transzgénikus fehérje genotipus fliggetlen kifejez6dését az érett spermiumokban
(Garrels et al., 2011b). Ezen tanulmany alapjan vizsgaltuk az azonos SB-CAG-
Vénusz konstrukcidval létrehozott transzgénikus bak nyulak spermium mintait.
Vizsgélataink bizonyitottak, hogy az SB-CAG-Vénusz heterozigdta bak nyulak

minden haploid spermatiddja Vénusz fluoreszcens jelet ad.

Meglepd moddon ezek az eredmények nem vagtak egybe az egereknél
tapasztaltakkal, ahol a spermiumokban nem figyelték meg a Vénusz expresszidjat.
Ezek az egymastol fliggetlen megfigyelések arra utalnak, hogy a termindlisan
differencidlt spermiumok kivételt jelenthetnek az SB transzgénikus fajok
szomatikus szoveteiben megfigyelt hasonld Vénusz riportergén expresszios
mintdzattol. Azonos moddszerekkel megvizsgaltuk az SB-CAG-Vénusz
konstrukcioval 1étrehozott transzgénikus bak nyulak és harom fiiggetlen ugyan
ezzel a konstrukcidoval létrehozott transzgénikus egerek himivarsejtjeit, ¢és
hereszdvet metszeteit. A szovettani vizsgalatok eredményeként az SB transzpozon

alapu transzgenezissel létrehozott CAG Vénusz transzgénikus nyulak
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spermatocitaiban, spermatidadiban, ¢és az érett spermiumokban egyarant
detektalhatd volt a fluorofor fehérje jelenléte. Mig az altalunk vizsgalt hdrom
fiiggetlen transzgénikus vonalba (VLI1, VL3, VL4) tartoz6 egerek hereszovet
mintaiban, csupan a here csatornacskdk laza kotOszovetes allomanyaban és a
simaizomban tudtuk kimutatni a fluoreszcens fehérjét, a mellékhere eredetii
spermiumaiban sem a metszeteken lathato spermatocitdkban, spermatidakban nem
talaltunk Vénusz specifikus jelet. A spermium fejlddése valamint érése soran
tapasztalt expresszios kiilonbség az egerek és a nyulak kozott, feltételezhetden a
CAG promoternek kdszonhetd, amelyet a kiilonbozd fajok esetében mas €s mas
transz irdnyba hatd faktorok irdnyitanak és tiikrozi a spermatogenezis faji
sajatossagait is.

Az SB-CAG-Vénusz heterozigdta bak nyal spermiumai kozott tapasztalt
egyenletes Vénusz fehérje eloszlas, azt sugallja, hogy vagy a transzgén mRNS
vagy pedig a transzgén fehérje a testvér vagy szomszédos sejtek kozott az
intercellularis hidakon mozog. Az intercelluldris hidak meglétét himivarban
nyulon mar kozolték 1959-ben (Fawcett, Ito ¢és Slautterback, 1959),
funkcionalitasat tekintve még nem sziilettek kozlések ezen a fajon. Egérben
kimutattdk, hogy az intercelluléris hidak kialakuldsdhoz elengedhetetlen fehérje a
TEX 14, melynek hidnydban nem alakulnak ki a sejt kozotti hidak, ami a
spermatogenezis nem megfeleld végbemeneteléhez vezet (Greenbaum et al.,

2006).

A spermatiddk genotipus fliggetlen transzgénikus genotipusat elséként a
spermium specifikus protamin 1 promoter altal vezérelt transzgén konstrukcidval
létrehozott heterozigdta egereknél figyelték meg, ahol a here kiilonbozo
szekrécidiban kimutattdk a transzgén mRNS ¢és fehérje egyenletes eloszlasat
(Braun et al., 1989). Ugyanezt a genotipus fiiggetlen Vénusz fehérje atvitelt irtak
le spermiumokban heterozigota SB-CAG-Vénusz transzgénikus sertésekben
(Garrels et al., 2011a). E két példan kiviil emlésdkben mas kézleményt nem tettek

kozzé.
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Munkénk soran bizonyitottuk a TEX 14 fehérje jelenlétét a transzgénikus bak
nyulak heréjében. Az, hogy a spermium mintdkban RT-PCR-rel nem tudtuk
kimutatni a Vénusz specifikus mRNS jelenlétét bizonyitja, hogy a transzgénikus
fehérje nem spermiumok érése soran bekovetkezd aktiv transzkripcié eredménye.
Ez az eredmény illetve a heterozigota allatok spermiumaiban tapasztalt egyenletes
transzgén fehérje eloszlas a spermatocitdk és a spermatidak kozott kialakulo
intercelluralis hidak aktiv szerepét feltételezi. Ami az intercellularis hidak

funkcidjanak elsd bizonyitékat jelenti nytl fajban.

Sperma vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az ektopikus fehérje kifejezddés
nincs hatdssal a spermiumok termékenyitd képességére. A heterozigdta allatok
utédainak 50%-ka hordozza a Vénusz transzgént, mig homozigota allatok
esetében ez az arany 100 %-os. Tehat az Orokitésére nincs karos hatassal az
ivarsejtekben kimutatott Vénusz fehérje, a gén a mendeli szabalyoknak

megfelelden 6roklodik.
Tovabba megéllapithatd, hogy az epitél sejtek lizisébdl szarmazd transzgén
fehérje nem befolyasolja a spermiumok fagyaszthatosagat és a fagyasztast-

felolvasztast kovetd feltételezett termékenyitd képességét.

5.1.1. JAVASLATOK

Erdemes lenne tovabbi kutatasokat folytatni a spermatogenezis részletes
elemzésére nyulon, mely a human fertilitasi problémak megértésében is segitséget
nyUjthatna.

Az SB-CAG-Vénusz transzgénikus ndstények petesejtjei kozotti transzgén

fehérje eloszlas megfigyelése eldsegitené az intercelluldris hidak funkciojaval

kapcsolatos hipotézisek megerdsitését vagy cafolasat.

Az SB-CAG-Vénusz homozigdta bak nyulak spermatogonialis &ssejt

crer
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megfigyelhetd lehetne a herében kialakulo sejt kozotti hidak kialakulasa, a sejtek

kozotti kapesolatok €s akar az intercellularis hidak funkcioja.

5.2. TEJ, KONNY, ES NYALMINTAK VIZSGALATI EREDMENYEINEK MEGVITATASA

Az SB-CAG-Vénusz transzgénikus nyulak tejének mindharom frakcidjabol
(savo, zsir, kazein) kimutattuk a transzgénikus fehérje jelenlétét. Eredményeinket
alatamasztjak az azonos konstrukcidval 1étrehozott sertéseknél leirtakat (Garrels et
al.,2011b) , viszont sertéseknél a zsirfrakcio csak csokkentett mennyiségii Vénusz
fehérjét tartalmazott, eredményeiket megerdsitették az mCherry SB-CAG
konstrukcioval létrehozott sertések tejében (Mukherjee et al, 2016).
Eredményeinkre, valamint Mukherjee és munkatarsai eredményeire (Mukherjee et
al., 2016) tamaszkodva elmondhatd, hogy a szekrécids szignal peptidet nem
tartalmazé CAG promoter szabalyozta konstrukciokkal létrehozott transzgénikus
allatok expressziés mintazata a vizsgalt egér, nyul és sertés tejben fajspecifikus
kiilonbségeket mutat, melynek oka lehet a tejben eléforduld kiillonb6zo
szomatikus sejtszam, és sejttipus eloszlas (Boutinaud és Jammes, 2002). Nyulban
a teljes szomatikus sejtszam 0,5-1x10° sejt/ml, hasonléan a sertéshez (1x10°

sejt/ml), amibdl az epitél eredetii sejtek aranya 60-90% (Le Jan, 1996).

Az SB-CAG-Vénusz transzgénikus allatok kiils6 elvalasztast apokrin és merokrin
mirigyei altal termelt bioldgiai folyadékaiban megjelend rekombinans Vénusz
fehérje egy U lehetOségét vetiti elre a terapias fehérje termelésnek transzgénikus
allatokban. A Vénusz riporter fehérje expresszidja a citoplazmdra korlatozodik
ezért a transzgénikus fehérje nem megy at a poszt-transzlaciés modositasokon,
tovabba a fehérje a megszokott szekrécids utvonalon sem megy at, mivel a
konstrukci6 nem tartalmazott szekrécids szignal peptidet sem. Ez akar a termel6d6
rekombinans fehérje elénye is lehet. A szovetspecifikus promoter iranyitasa alatt
termelddd rekombindns fehérje a transzgénikus allati rendszerben dtmegy a poszt-
transzlacios modositasokon, de vannak esetek, mikor ezek a modositasok, nem

tokéletesen mennek végbe. Példdul transzgénikus sertésekben a rekombinans
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humén C (thPC) fehérje és a rekombindns humén IX véralvadasi faktor (rhFIX),
melyek esszencialis y-karboxildcidja, a savo savas fehérje gén promoter vezérelte
konstrukcioval kifejeztetve kiilonbdzoképpen ment végbe (Van Cott et al., 1999).
A B-Kazein promoter iranyitotta konstrukcioval 1étrehozott humén antithrombint
termeld transzgénikus kecskéknél is megfigyelték a glikozilacios folyamat
heterogenitasat (Zhou et al., 2005). A nem tokéletesen lezajld poszt-transzlacios
modositasok karosithatjdk, a rekombinans fehérje aktivitdsat, megvaltoztatjak

immunogenitasat.

Az éltalam vizsgalt transzgén kifejez6dés finomithatdé egy Cre rekombinaz
rendszerrel kombinalva, ez fontos lehetdség azokban az esetekben, ha a
rekombinans fehérje kifejezddése csak specifikusan kivanatos. Az emld specifikus
promoterrel iranyitott konstrukcidba beépitett Cre rekombinaz és a masik CAG
promoterrel vezérelt konstrukcioba épitett loxP kazetta teszi lehetové a specifikus
gén kifejezddést, a magas transzgén aktivitasért pedig a CAG promoter felel. Az
uj rendszer akar egy kazettara is kombindlhatd, vagy binaris megkdzelitésben is

hasznalhat6 (Mukherjee et al., 2016).

Western blot analizissel megerdsitettiik kiilonb6z6 korua SB-CAG-Vénusz
heterozigota és homozigdta allatok konnyében €s nyalaban a fluoreszcens riporter
fehérje jelenlétét. Az altalunk alkalmazott modszerekkel kapott eredményeink
alapjan eredményeink bizonyitjak, hogy a heterozigota és homozigéta allatok
mintdjaban eltér a transzgénikus fehérje koncentracioja, de fiiggetlen az, az allatok

koratol valamint a mintavétel idejétol.

A konny és nyal mintdkban kifejez0d6 rekombinans fehérje jelenléte, CAG
promoter iranyitasa alatt, azért nagy jelentdségli, mert igen nehéz jol miikodd
specifikus promotereket talalni. Ezen eredményeink alapjan ez egy igen jo
rendszer lehet, ha példdul konnyben szeretnék fehérjét termeltetni, hiszen a
rekombinans fehérje a CAG altalanos promoter iranyitotta konstrukcidval is jol

szekretalodik.
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5.2.1. JAVASLATOK

SB-CAG-Vénusz transzgénikus allatok expresszids mintazatanak jellemzését

szeretnénk folytatni a vér és a vizelet vizsgalataval.

Erdemes lenne, mas altalanos prométerrel létrehozott transzgénikus
nyulvonalon vizsgalni a rekombinans fehérje jelenlétét a kiilonbozdé bioldgiai
folyadékokban, tovabba a rendszert valdbban atiiltetni a gyakorlatba, példaul azon
terapias fehérjék esetében, melyeknél a poszt-transzlacids moddositasok végbe

menetele nem kivanatos.
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