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Zardjelentés

1. A lentivirus transzgenezis adaptdldsa nyulban

A lentivirus transzgenezis hatékonysaga fajspecifikus kiilonbségeket mutat, egyes fajokban pl. sertés,
csirke jo hatasfokkal mikodik, mig mas fajokban nem, vagy csak kis hatasfokkal pl majom, szarvasmarha.
Szarvasmarhdban a korai embridé nem, csak a petesejt volt transzdukalhato lentivirussal. Ugyanakkor az eddig
vizsgalt haszonallatfajok mindegyikében a HIV virusbol kifejlesztett lentivirus vektorokat hasznaltak (Hofmann
et al. 2004).

A nyulra szabott lentivirus transzgenezis modszer kifejlesztéséhez altalanos génkifejezddést biztositd
indikator génes HIV alapt lentivirus vektorokat hasznaltunk. Els6ként az rHIV-PPT-PGK-GFP-WPRE vektort
(HIV-PGK-GFP), mely harmadik generacidés un. Oninaktivalo lentivirus vektor, melyben a ,haztartasi gén”
foszfoglicerat kindz promoter (PGK) irdnyitdsa ald helyezték a jelzé zold fluoreszcens protein gén kodold
egylittmiikddve (Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Immunolégiai €s Biotechnologiai Intézet) késziiltek és 6k
végezték a virus titerek meghatarozasat is. A virus titerek meghatarozasa szovettenyészeti sejtekbe torténd
transzdukcidt kovetd FACS analizissel tortént. Egy ujabb HIV alapu lentivirus vektort is hasznaltunk a pHIV-
PPT-EF1-GFP-t (HIV-EF1-GFP), amelyben az erds, széles szovetspecificitasu, human elongation factor 1 alfa
(EF1) promoter irdnyitas alad helyezték a GFP jelzdgént (Kvell et al. 2005). Mind az EF1 prométerrel mind a
PGK prométerrel miikodo virussal eléallitottunk transzgenikus egereket. Tudomasunk szerint Magyarorszagon
els6ként nekiink sikeriilt lentivirussal transzgenikus egereket Iétrehozni. Nemcsak a hagyomanyosan
transzgenikus egerek eldallitasara hasznalt FVB/n, hanem az el6mag injektalasra alkalmatlan Balb/c
egértorzsbol is sikeriilt nagy hatékonysaggal minden szovetiikben zdld jelzégént expresszald egérvonalakat
eléallitani (1. abra és 1. tablazat). Ennck az a jelentdsége, hogy a hagyomanyos mikroinjektalasra - jol lathatd
elémagja miatt - csak néhany egértorzset illetve azok F1 hibridjeit hasznaljak, mig lentivirus transzgenezissel

barmely egértdrzsben nagy hatékonysaggal lehet transzgenikus mddositast végrehajtani (Kissler et al. 2006).

1. abra: A HIV-EF1-GFP lentivirus vektorral perivitelldris térbe injektdlt embrio beiiltetésébol sziiletett GFP-
t expresszalo Balb/c egér nem transzgenikus alomtdarsai kozott



LENTIVIRUS EGERTORZS H]ié%ﬁi%ﬁglis USTZ%:?AK P ()I)chl;iv E(();I]Eg
HIV-PGK-GFP FVB/n 10 3 2 1
HIV-EF1-GFP FVB/n 41 27 13 9
HIV-EF1-GFP Balb/c 20 12 7 4

1. tablazat: A HIV lentivirus vektor perivitellaris térbe tortént injektdalasabdl sziiletett utodok FVB/n
és Balb /c egértorzsekben
A stabil GFP+ transzgenikus Balb/C egerek hisztologiai és citometrids eredményei alapjan EF1 promoter
hasznélataval a transzgén stabilan —hat generacion keresztiil- 6roklédik. Az expresszid mozaikmentes. A GFP+
transzgenikus Balb/c egérrel elvégzett sejt- illetve szovetatiiltetés esetében konnyen kovethetdk a donor eredetli
sejtek nativan, s6t akar in vivo is. Ez jelentdsen megkonnyithet egyes immunoldgiai témaju kutatdsokat. A

lentivirussal létehozott GFP+ Balb/c egereket FACS analizisnek is alavetettiik. Eredményeinkrdl egy kéziratot



készitettiink, mely a Transgenic Research-ben kozlés alatt all (Kvell K., Czompoly T., Hiripi L., Balogh P.,
Koébor J., Bodrogi L., Pongracz J. E., Ritchie W.A. , Bésze Zs. (2009). Characterisation of eGFP-transgenic
BALB/c mouse strain established by lentiviral transgenesis. Submitted to Transgenic Res.).

Mivel mindkét HIV alapu lentivirus vektorral 1étrehoztunk transzgenikus egereket, ki tudtuk zarni, hogy
barmilyen technikai probléma illetve a virus titer lenne az oka annak, hogy egyik vektorral sem sikerilt
transzgenikus nyulat létrehoznunk. A HIV-PGK-GFP lentivirus /1x10° U/ml/ perivitellaris térbe torténd

injektalasabol tobb mint 6tven nyul sziiletett azonban ezek egyike sem volt GFP pozitiv €s ami még meglepdbb,

ey

Injektalt Ry Beiiltetett . .
lentivirus vektor !n]lrektal?ls embridok Reclprlensek Megsztlletett PCR | Zold
idopontja . szama utod
szama +
HIV -EF1-GFP 1 sejtF:? 370 23 50 0 )
embri6
HIV- EF1-GFP Szederc.srlra 49 3 2 0 .
embrid
HIV- PGK-GFP 1 seJt.e’s 285 15 32 0 .
embrid
HIV-PGK-GFP Szederq sira 33 ) 6 0 )
embrid

2. tablazat: A HIV lentivirus vektorral egysejtes nyul embriok perivitelldris terébe tortént injektdlasok
eredménye

Tekintettel arra, hogy a HIV alapt virusokkal nem sikeriilt transzgenikus nyulat 1étrehoznunk elkértiink
és megkaptuk az un. simian virus /SIV/ alapu lentivirus 1étrehozaséara alkalmas vektorokat, Dr Cossettdl /Inserm,
Lyon, Franciaorszag/. Erre azért volt sziikség, mert egy kozlemény szerint, a nyul sejtekben a HIV alapu
vektorok un. post-entry block kdvetkeztében aberrans modon tudnak csak eljutni a sejtmagba és emiatt a HIV
alapu vektorok fertézoképessége nyulban rendkiviil alacsony (Cutino-Moguel and Fassati 2006). Simian
immunodeficiency virus (SIV) vektorokat tobb laboratoriumban is eldallitottak és alkalmazzak elsdsorban

génterapias kisérletekben. Ezen vektorok jellemzése vilagossa tette, hogy a HIV virus vektorokhoz hasonldéan



képesek nem osztddd sejteket is fertdzni, de ugyanakkor az eddigi adatok alapjan simian sejtekben jobban
mitkddnek mint a HIV vektorok, amely alkalmassa teszi azokat preklinikai kisérletek folytatasara (Negre and
Cosset 2002). Az elsoként eldallitott SIV-GAE-CAG-eGFP-WPRE-SIN LTR lentivirus (SIV-CAG-GFP) a
CAG promoter iranyitasa alatt hordozta az eGFP jelz6gént. A CAG promoter beépitését az indokolta, hogy a
CAG promdtert tartalmazé SIV virussal mar sikeriilt in vitréo nydl Ossejteket transzdukalni egy francia
kutatocsoportnak (Affanasieff M. személyes kozlés). A CAG egy mesterségesen létrehozott promoter, amely a
CMV virus enhanszert, a béta aktin promotert és intront tartalmazza egybeépitve. A CAG promotert korabban
mar alkalmaztak egér illetve human 6ssejtekben is (Xie et al. 2007). Dr Cossett rendelkezésiinkre bocsatott egy
masik SIV lentivirust is, amely az un. ,,spleen focus forming virus” (SFFV) promoterét tartalmazza. Az els6
kisérletsorozatban létrehozott SIV virus a CAG promoéter iranyitasa alatt tartalmazta az eGFP-jelzégént, titere a
korabbi HIV virusokhoz képest két nagysagrenddel alacsonyabb (4x10° U/ml) volt. Az alacsony virus titer
ellensulyozasara a nyul embridkat, egy 2007-ben megjelent koézlemény (Ritchie et al. 2007) alapjan a
perivitellaris térbe (PVI) tortént tobbszdri injektalassal allitottuk eld. Osszességében 50-100 pl virus tartalmi
oldatot juttattunk embrionként -folyamatos pozitiv nyomast alkalmazva az injektaldo kapillarisban- a

perivitellaris térbe.

INJEKTALT BEULTETETT | ppcIpIENSEK MEGSZULETETT PCR+ | ZOLD
LENTIVIRUS EMBRIOK SZAMA UTOD
VEKTOR SZAMA o o
SIV-CAG-GFP- 24 16
430 11 64
37% 25%
SIV-SFFV-GFP- 10
192 11 32 0
31%

3. tablazat: A SIV-CAG-GFP és a SIV-SFFV-GFP lentivirus vektorokkal egysejtes nyiul embriok perivitellaris
terébe tortént injektdaldasok eredménye

A masodik kisérletsorozatban a promoéterében kiilonbozé SIV-SFFV-eGFP-SIV virust hasznaltuk. Ennek
titere 2x10” U/ml volt. Amint az a 3. tablazat adataibol kitiinik mindkét SIV virus vektorral sikeriilt a lentivirus
vektorok esetében ,, elvart” hatékonysaggal (31-37%) transzgenikus nyulakat eldallitanunk! A beépiilést
transzgén specifikus PCR-el bizonyitottuk a nyulak szdvetmintdibdl kivont genomi DNS-t hasznalva

templatnak. A meglepé eredmény azonban az volt, hogy mig a CAG lentivirus injektalt embridkbol 16 (25%)



teljesen vagy mozaikosan zold nyulat, azaz in vivo GFP expressziot mutatd allatot azonositottunk (2. abra)

addig az SFFV promotert hordozo virussal 1étrehozott nyulak egyike sem expresszalja a zold jelzogént.

2 dbra: SIV-CAG-GFP lentivirus injektdldsabol sziiletett GFP expressziot mutato z7old ,,alapito” nyulak

A SIV-CAG-GFP transzgenikus alapité zold nyulak koziil egynek a szdveteit részletes vizsgalatnak
vetettilk ala (SIV3/1). Ezen alapitd transzgenikus nyul szdmos — de nem 0sszes - szovetében tudtunk eGFP
expressziot detektalni. Kiilonosen jelentés azonban, hogy az onddvezetd szoveti metszetében zolden vilagitd

sperma sejteket tudtunk kimutatni (4. abra).



3. abra: SIV-CAG-GFP lenti virus konstrukcio injektdlds utin kapott transzgenikus embriok, illetve ujsziilott
transzgenikus és kontroll nyul szerveinek dsszehasonlitasa

: 4 napos GFP-t expresszallo nyul embriok

: transzgenikus ujsziilott “alapité” nyul

: transzgenikus dallat fiil szévete

: transzgenikus allat veséi

: bal oldalt transzgenikus allat vazizom szovete, jobb oldalt kontroll vazizom
: bal oldalt transzgenikus allat szeme, jobb oldalt kontroll szem

.. normdl nézet, 2.: GFP expresszio vizsgalata)

Al, C1, D1,E1,F1 normal fényben

A2,B, C2,D2,E2,F2UV fényben

A.
B.
C
D.
E.
F.
(1

Ez a tény arra utalt, hogy az ¢letben maradt transzgenikus alapit6 egyedek kdzott a szovettanilag feldolgozott

alapitohoz hasonloan ivarsejt transzgenikus egyedek megléte valosziniisithetd. A bakok koziil haromnak a



spermajaban PCR-el ki tudtuk mutatni a transzgént ezért ezekkel kontrol néstényeket termékenyitettiink

(4.tablazat).

Alapiték In vivo eGFP expresszio/ osszes | Transzgenikus utéd PCR-el/
megsziiletett utéd osszes megsziiletett utod
1/70 1/70
FACS 0/17* FACS 0/17*

SIV-CAG3 BT him
0/85 3/85

SIV-CAG7JT him
0/23 3/23

SIV-CAG 9 JBK him
0/37 1/37

SIV-CAG 10 JBK néstény

* eGFP pozitiv, FACS dusitott sperma mintak
4. tablazat: SIV-CAG EGFP+ spermaval torént termékenyitések adatai, illetve eGFP+ (PCR) néstény

utodainak vizsgdlata a traszgén jelenlétére

A SIV-CAG3BT jelii him esetében egyetlen egy esetben zold utédot talaltunk, azonban azt a kontrol ndstényt

amelyiket termékenyitettiik, a vemhessége 13.5 napjan felaldoztuk és az utédokat szovettanilag feldolgoztuk.






4. abra A transzgén oroklodés bizonyitasa. A SIV 3/1 alapité ondovezetdjének metszeti képe(A és B). A SIV-
CAG3 BT him transzgenikus(E,F) és kontrol utédjanak(C,D) vizsgdlata lathato és UV fényben( 13.5 napos
embryo). A transzgenikus embryo méhlepénye (G) és szikzacskoja (H) UV fényben.
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5. abra: eGFP+ sperma frakcio dusitisa FACS szepardldssal /Kvell K. és Czompély T. POTE, Immunologia
és Biotechnologiai Tsz/. Az eGFP+ dusitott sperma frakcioval mindkét fiiggetlen kisérletben kontrol nyulakat
termékenyt’tettiink.DDlisitds elétt M Dusitis utin

A FACS szétvalasztas adatai szerint a kiindulasi 3-8% eGFP+ sperma aranyt 70-80%-ra sikerilt feldusitanunk.
A dusitott sperma mindsége rossz volt és kevés ~ 10° spermat kaptunk, de a spermék egy része viabilis,
mozgékony volt ezért a termékenyitést megkiséreltiik. Sajnos azonban zdld nyul nem sziiletett (4. tablazat).

Erre jelenleg pontos magyarazatot nem tudunk adni, elképzelheté hogy mind a dusitatlan mind a dusitott sperma



mintaban a nem transzgenikus spermak élet- vagy mozgasképessége jobb, ezért ezek a termékenyitésnél elénybe
keriilnek. A kevés szamban megsziiletett, az eGFP transzgénre PCR pozitiv de nem z5ld utdd arra utal, hogy
bizonyos gyakorisaggal az ivarsejtvonalon torténd athaladaskor a transzgén expresszié epigenetikus modositas
kovetkeztében megszlinhet, erre azonban kisérleti bizonyitékunk még nincs. Hasonlo jelenségrél beszamoltak
lentivirus transzgenikus eGFP+ transzgenikus sertések esetében (Hofmann et al. 2006).

6. dbra: Az eGFP fehérje kimutatisa Western analizissel , alapité” nyulak szoveteiben

Imirigy

a

hasny

SIV7 JKK

SIV9 JKK

SIV6 JT

SIVO BT

Az alapito egyedek részletes szovettani vizsgalatat eGFP fehérje specifikus Western analizissel végeztiik el. Az
egyes alapitok eltérd szoveteiben eltéré mennyiségii eGFP fehérjét tudtunk kimutatni (6. abra), mely
Osszhangban allat az in vivo megfigyelt mozaikossagukkal. Ugyanakkor megallapithattuk, hogy a lentivirussal
bejuttatott transzgén az osszes embriondlis csiravonalba képes beépiilni, mert az egyes alapitok estében eGFP
fehérjét tudtunk kimutatni a bérben (ektodermalis), a kisagyban (neuro-ectodermalis), vesében (mezodermalis),
hasnyalmirigyben (endodermalis).

A nyulban torténd lentivirus transzgenezis modszer alkalmazasarol szo6lo kdzleményiink megirasa folyamatban

van, benytjtasa egy-két honapon beliil varhato.



11. A lentivirus bejuttatdsa nyul dssejtvonalba és abbol nukleusz, transzferrel transzgenikus nyul létrehozdsa

Kecske esetében oly mddon is létrehoztak lentivirus transzgenikus vonalakat, hogy a lentivirussal transzdukalt
fibroblaszt sejtmagjaval klénozott allatokat hoztak 1étre (Golding et al. 2006) . Nyulban erre alkalmas lehet egy
hosszabb ideig dedifferencialt allapotban tarthatdé Ossejtvonal. Kisérleteink egy része egy jol jellemzett nytl
Ossejtvonal létrehozasara iranyult (Catunda et al. 2008). A nyul Ossejtvonal alapitas jelenlegi allasardl egy
Osszefoglald konyvfejezetet irtunk (Gocza és Bosze, Rabbit Biotechnology (eds: L-M. Houdebine., J. Fan)

Springer, Dordrecht Heidelberg London New York, ISBN 978-90-481-2226-4 2009.)

II1. hTNAP tisztitasa transzgenikus nyultejbol

A rekombinans fehérje izolalasat a kovetkez6 modszerekkel kiséreltiik meg:

1. Forditott-fazist HPLC (RP-HPLC)
a. teljes tejbol
b. tejzsir frakciobol

2. Immunabszorpcids kromatografia

3. Extrakci6 nativ poliakrilamid gélbdl

1. RP-HPLC Kkisérletek

A transzgenikus nyulak tejébe expresszalt rekombinans hTNAP fehérje izolalasat elsé nekifutasban
forditott-fazisi HPLC-vel kiséreltiik meg. Valasztasunk azért esett erre a modszerre, mert korabban mar
sikeresen alkalmaztuk nyul tejfehérjék elvalasztasara (Baranyi et.al., Comp. Biochem. Phisiol. 1995, Vol.111B,
no. 3, pp. 407-415).

Az alkalikus foszfatdz egy membranhoz kotott glikoprotein, amely a tej esetében a zsirgdmbdcskék
membranjahoz kapcsolodik. A friss vagy lefagyasztott tejet ezért butanollal extrahaltuk, majd centrifugalas utan
izolaltuk a thTNAP-t tartalmazd tejsavo frakciot. A rekombinans fehérje tisztitasat a tejsavobol Jupiter Sp
C4 300A oszlopon (Phenomenex) kiséreltilk meg. Az elticids oldatok a kdvetkezok voltak: A = 0,1% (tf) TFA
vizes oldata, B = 0,1% (tf) TFA 80% acetonitrilben. 0,8 ml/perces aramlasi sebesség mellett a B oldat
elucios profilja kozott (7.a és 7.b abra) sajnos nem lattunk szignifikans kiilonbséget. Alkalikus foszfataz
kontrollként egy kereskedelmi forgalomban kaphaté human alkalikus foszfatazt (Alkaline Phosphatase Control
Kit, HL-4-3886L, Helena Biosciences Europe) hasznaltunk. Ebbdl kideriilt, hogy az alkalikus foszfataz ugyanott
jon le az oszloprol (7.c abra), mint a savé fehérjék, ezért azt ily médon nem tudtuk azoktol elvalasztani.

A tovabbi RP-HPLC kisérletek soran kiinduldsi anyagként - hogy minél tobb tejfehérjétdl

megszabaduljunk - a tejzsir frakciot hasznaltuk fel. A friss tejbdl centrifugalassal izolaltuk a tejzsirt, majd

11



reszuszpendaltuk milliQ vizben vagy 20mM Tris (pH 8,0) oldatban. Ezutan végeztiik a butanolos extrakciot, és
a centrifugalassal elvalasztott, hTNAP-t tartalmazd, vizes fazist vizsgaltuk. A RP-HPLC eltcios profilok alapjan
kideriilt, hogy nem sikertilt teljesen megszabadulnunk a tejfehérjéktdl, és akarcsak az el6z6 kisérletnél, mind a
kontroll, mind a transzgenikus nyul tejzsir frakcid esetében is 3 vagy 4 ellcids cstcsot észleltiink a 21. és 23.

perc kozott, és a kontroll hAP is ebben a tartomanyban elualodott az oszloprol (8. 4bra).

7. abra:  Nyul tejsavo elvdlasztisa forditott fazisu HPLC-vel (a: kontroll nyul, b: transzgenikus nyil, c:

human alkalikus foszfataz kontroll)

12



8. abra:

Nyul tejzsir elvalasztasa forditott fazisu HPLC-vel (a: kontroll nyil, b és c: transzgenikus nyil, d:

human alkalikus foszfataz kontroll)

P
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Mivel a Jupiter Su C4 300A oszlop segitségével nem sikeriilt izolalni a rekombindns hTNAP fehérjét,
kiprobaltunk egy anioncseréld oszlopot is (HRLCXMA7Q Anion Exchange Column, Bio-Rad). Az eltcids
oldatok a kdvetkezdk voltak: A = 0,02 M Tris (pHS,5) ill. B = 0,02 M Tris, 0,05 M Tris (pH8,5). 0,8 ml/perces
semmilyen értékelhetd jelet nem kaptunk, az el6ézé oszlopnal hasznalt TFA/acetonitril pufferekkel is

megkiséreltiik az elvalasztast, de igy sem kaptunk értékelhetd elucios profilt.

9.abra:  hTNAP kimutatisa specifikus ellenanyag segitségével. (a) Csirkében termelt, sajat fejlesztésii
peptid ellenanyag. (b) Monoklonadlis ellenanyag (ab54778, Abcam).

(a)

< 240 kDa

<« 160 kDa

Nativ-PAGE

(b)

< 70 kDa

SDS-PAGE

2. Immunabszorpcios kromatografia
Kovetkezo 1épésben affinitds kromatografiaval szerettiik volna megkisérelni a fehérje izolalasat.

Rendelkezésiinkre allt egy korabban, a Western kisérletekhez peptid immunizalassal, csirkében eléallitott

hTNAP specifikus ellenanyag, amelyet egy AminoLink® Plus Immobilization Kit (Pierce) segitségével oszlopra
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kotottiink és igy, immunabszorpceios modszerrel probaltuk tisztitani a transzgenikus fehérjét. Sajnos azonban az
ellenanyag affinitasa olyan alacsonynak bizonyult (Western-blot kisérleteinken is nagyon gyengén miikodott, 1d.
9.a abra), hogy nem volt képes kell6képpen megkotni a rekombinans hTNAP-t, igy ezzel a modszerrel sem
sikerdilt a fehérjét hatékonyan elvalasztani.

A projekt inditdsakor még nem létezett kereskedelmi forgalomban hTNAP specifikus ellenanyag. Ez a
helyzet 2008-ra megvaltozott. Megvasaroltunk egy anti-hTNAP monoklonalis ellenanyagot (ab54778, Abcam),
amely Western-blot kisérleteinkben kivaléan miikodott (9.b abra). Ezt az ellenanyagot rendkiviil magas ara miatt

azonban szintén nem tudtuk immunabszorpcios kromatografiai célokra hasznalni.

3. hTNAP izolaldsa poliakrilamid gélbol

Amig nem allt rendelkezésiinkre jo mindségli anti-hTNAP ellenanyag, a rekombindns fehérjét
enzimaktivitasa alapjan, BCIP / NBT szubsztrat oldat (B1911, Sigma) segitségével mutattuk ki. Ez a rendszer
igen egyszerii és kivaldan alkalmas a fehérje kimutatasara akar nativ poliakrilamid gélben, akar transzfer

membranra csepegtetett vagy abba atblottolt minta esetében is (10. abra).

10. abra: Rekombindns hTNAP fehérje kimutatasa BCIP / NBT szubsztrdttal. Butanol extrakcioval tisztitott
hTNAP (a) transzfer membrdnra csepegtetve, (b) nativ poliakrilamid gélen megfuttatva, (c) nativ-PAGE utdn
transzfer membrdanba dtblottolva.

(b) (c)

i <« 240 kDa —»

« 160 kDa —

s

A fehérje gélbdl torténd extrakcidjahoz elészor meg kellett allapitanunk, hogy mi a hTNAP helyzete a
tobbi fehérjéhez képest - ki tudjuk-e vagni ugy a gélbdl, hogy lehetbleg mas fehérjék ne keriiljenek bele. Ehhez
elészor a butanol extrakcioval tisztitott hTNAP frakciokat megfuttattuk 10%-is nativ poliakrilamid gélen.
Ezutan a gélt megfestettiik a BCIP / NBT szubsztrat oldattal (11.a abra) a hTNAP fehérje megjelenitéséhez,
majd egy modositott coomassie festékkel (PageBlue, Fermentas), amely lathatova tette az Gsszes tobbi fehérjét is
(11.b &bra). Ebbdl kidertilt, hogy az alkalikus foszfataz aktivitas egyik csikja (kb. 145 kDa) jol elkiiloniil a tobbi
fehérjétol. Ezt a gélesikot vagtuk ki a gélbdl, egy éles pengével felapritottuk, majd 20 mM Tris (pH 7,5)
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oldatban razattuk 2 ora hosszat vagy egy éjszakan at, szobahon ill. 50°C-on. Aktiv fehérjét akkor sikeriilt
visszanyerniink a gélbdl, amikor szabahdn razattuk egy éjszakan at (11.c abra). PageBlue (11.c &bra) és
eziistfestéssel (11.d abra) bizonyitottuk, hogy az igy izolalt hTNAP tiszta, nem szennyezett mas fehérjékkel.
Mivel azonban e moddszer hatékonysaga igen alacsony és nagy a fehérje veszteség, nem alkalmas nagyobb

mennyiségii rekombinans fehérje izolalasara.

11. Abra: hTNAP extrakcioja nativ poliakrilamid gélbol. A kivagando gélcsik poziciojanak meghatirozdsa:
nativ gélen megfuttatott butanollal extrahdlt hTNAP frakciok (a) BCIP / NBT szubsztradttal
festve, (b) elészor BCIP / NBT szubsztrattal majd PageBlue festékkel festve. (c) Gélbol extrahalt
hTNAP (1-3. slot) és butanollal extrahdlt fehérje kontroll (4. slot) futtatdisa nativ poliakrilamid
gélen, majd festve BCIP / NBT szubsztrattal illetve (d) eziistfestéssel.

(a)
T ommy mas mew = ——
- » <« 240 kDa
_) ¥ 1
-
an " W :
< 160 kDa . .
- . -
 67KDa - - -
- e = w= ==
. Sesamal S |
BCIP / NBT BCIP / NBT + PageBlue
Nativ-PAGE Nativ-PAGE

(d)

< kb. 145 kDa

< 70 kDa

d 1 2 3 4
3 4

1 2 3 4 1 2 Eziistfestés
BCIP /NBT PageBlue SDS-PAGE
Nativ-PAGE

1 - gélbdl izolalt h\TNAP (razatés 2 6ra, szobahdn)

2 - gélbdl izolalt h\TNAP (razatas éjszakan at, szobah6n)
3 - gélbdl izolalt hTNAP (razatas éjszakan at, 50°C-on)
4 - kontroll (butanollal extrahalt A TNAP)

A fent leirt modszerek egyikével sem sikeriilt hatékonyan tisztitani a hTNAP, ezért a nyultejben termeltetett
fehérje aktivitasat igazolo allatkisérleteket a butanollal extrahalt formaval végezziik. Ehhez a nyultej zsir

frakciojat elkiilonitettiik - hogy a leheto legkevesebb tejfehérjet vigyiik tovabb - majd butanolos extrakcioval a
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zsirgémbok membranjabol felszabaditottuk a rekombindans hTNAP fehérjét. A centrifugaldas utan kapott vizes
fazist (ez tartalmazza a hTNAP fehérjét némi tejfehérjével szennyezve) liofilizaltuk, és a fiziologias sooldatban

visszaoldott format hasznaljuk az dllatkisérletekhez.

Osszefoglalds

SIV lentivirus vektorral GFP-t expresszald transzgenikus alapitdé nyulakat allitottunk eld. Legjobb tudasunk
szerint lentivirussal elséként sikeriilt transzgenikus nyulat eldallitanunk vilagszerte. Mivel azonban az alapito
nyulak kiilonb6z6 mértékben mozaikosak, €16 zdld utdédnytl nem sziiletett. Emiatt az elére nem lathato
fajspecifikus kiilonbség miatt, a palyazatban eredetileg tervezett emlészovetspecifikus promoter - human szoveti
nemspecifikus foszfataz transzgenikus nyulak eldallitasara lentivirus transzgenezissel nem keriilt sor. Az elémag
mikroinjektalassal kordbban eldallitott transzgenikus nyulak tejébdl, harom kiilonb6zé moédon probaltunk
tisztitott rekombinans human szdveti nemspecifikus foszfataz fehérjét izolalni. A tisztitott rekombinans fehérje

biologiai hatasanak igazoldsa szepszis egérmodellen folyamatban van.

Summary

GFP expressing transgenic rabbits were created with SIV lentiviral vector. To our knowledge those are the first
lentiviral transgenic rabbits worldwide. Since the founder rabbits were expressing the transgene in mosaic
pattern to different extent, alive green rabbits were not born from any of the founders. Due to this species
specific difference in the efficiency of lentiviral transgenesis, we did not try to establish lentiviral transgenic
rabbits with the planned mammary gland specific promoter - human tissue non-specific alkaline phosphatase
lentiviral construct. From the milk of the human tissue non-specific alkaline phosphatase expressing transgenic
rabbits, which were created by pronuclear microinjection we tried to isolate the recombinant protein on three
different ways. Evaluation of the biological activity of the purified recombinant human tissue non-specific

alkaline phosphatase is in progress.
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