Az 1gG kot6 neonatalis Fc receptor szerkezet-funkcié osszefiiggés vizsgalata

szakmai zaréjelentés (PD101733)

Transzgénikus patkany technoldgia kidolgozasa

A transzgénikus allatok el6dllitdsdanak modszereit a kutatasokban leggyakrabban
haszndlt modellallaton, az egéren régota rutinszerlen alkalmazzak. A transzgénikus allatok
el6allitdsara szakosodott kutatdcsoportok és laboratdriumok az aktudlis igényeknek megfeleld
modellallatok létrehozdsahoz alkalmas technoldgiak fejlesztésével igyekeznek hatékonyabba
tenni a genetikai modositas sikerességét. A kiilonb6z6 laboratériumi allatfajok esetében ezek
a technologidk nem egyforman miikodnek, azaz az egyes fajok esetében kilénboz4, az adott
fajra nézve specifikus eljarasok kidolgozasara van sziikség. A legaltalanosabban elterjedt
modellallat az egér esetében a mddszerek nagyrészt kidolgozottak és a legtobb transzgénikus
laborban alkalmazhatdak is. Az egéren kiviil egyre nagyobb igény mutatkozik a transzgénikus
patkanymodellek irdnt is, viszont nagyon kevés olyan kutatdcsoport és szakember van aki
vdllalkozik transzgénikus patkdnymodell elGallitasara (1). A genetikailag moddositott
patkanymodellek kialakitdsa szdamos olyan problémat és nehézséget vet fel, ami az egér
esetében megoldott, patkany fajban viszont gondot okoz. A nagyszamu egysejtes embrio
elGallitashoz szlikséges szuperovuldltatasi protokoll, az embridkimosas, az embridk
maturaltatashoz sziikséges médiumok beallitasa, a mikroinjektalds, az embriotraszfer és
egyéb, a transzgénikus vonalalapitashoz szlikséges eljarasok komoly kihivasok elé allitjak a
szakembereket. A nemzetkozi gyakorlatnak megfelel6éen, Magyarorszagon sem volt
kidolgozott, rutinszer(ien miikodé modszer transzgénikus patkany létrehozdsahoz. A palydzat
benyujtasakor a hozzaférheté szakirodalom is csak csekély szdmban tartalmazott
transzgénikus patkanyok el&allitasardl beszamold kozleményeket.

Az OTKA palydzatban vallaltuk, hogy kidolgozunk egy olyan protokollt, amelyik
alkalmas transzgénikus patkdnymodell el&allitdsdra. A kisérleteket SD (Sprague Dawley)
torzsre optimalizaltuk, mivel a patkanymodellt igényl6 kutatasokhoz leggyakrabban ezt a
torzset haszndljak. A szakirodalomban fellelhet6 eredményeket sajat tapasztalatainkkal
kiegészitve beallitottunk egy megbizhatéan miikod6 szuperovuldltatasi protokollt, aminek
alkalmazasaval megfelel6 szamu egysejtes embriét nyerhet6. Eddigi tapasztalataink azt
mutattak, hogy egér esetében az egysejtes embridok zona pellucidaja viszonylag kemény,
elémagvaik korilhatarolhatoak és e két tulajdonsag miatt jol mikroinjektalhatdak. Kisérleteink
soran megfigyeltlik, hogy a patkdny embridk esetében a zona pellucida sokkal puhabb és
rugalmasabb, valamint az elémagvak konturjai sem lathatdak olyan élesen mint egér fajban.
Az embridk emiatt sokkal sériilékenyebbek és nem jol tolerdljak az el6magba torténd
mikroinjektalast. Ezt a hatranyt kikliszobolendd specialis szurdkapillarist fejlesztettiink, annak
érdekében, hogy a mikroinjektalas soran elkerilhetetleniil fellépd fizikai karosodas minél
kisebb legyen és a szuras miatt kialakuld stressz kevésbé gyengitse az embridt.
Megfigyeléseink szerint a patkanyembriék mikroinjektdldsahoz fejlesztett szurdkapillaris
alkalmazasaval az injektalast tulélt embridk szama nétt, valamint a szurasi stressz enyhitésével



a beliltetést kovetSen az embridk nagyobb eséllyel tapadtak meg. A sikeres embridtranszfer
kivitelezéséhez kifejlesztésre kerilt egy olyan mikrosebészeti eljaras is (oviductus punkcid),
amely a manipulalt (mikroinjektdlt) egysejtes embridk biztonsagos és sikeres belltetését teszi
lehetévé az dlvemhes recipiens néstényekbe. Egérnél embridbelltetéshez recipiensnek
leggyakrabban CD1 n&stényeket hasznalnak a magas alomszam és a jé nevelGképesség miatt.
Patkany esetében nem taldltunk ilyen paraméterekre utald kozleményt. Tobb kisérletet is
végeztink annak érdekében, hogy recipiensnek megfelelé torzset talaljunk. Eredményeink
szerint a WISTAR patkanyok a CD1 egerekhez hasonldan nagyon jo eredményeket mutatnak
az alomnagysdgban és az utddnevel6 képességben emiatt alkalmasak a manipulalt embriék
belltetésére és a megsziletett utddok eredményes felnevelésére.

Az OTKA szerz6désben vallalt metodika-fejlesztési részfeladatok, mas projekttel kapcsolatos
eredményeit tartalmazé nemzetkdzi kdzlemények tarsszerz6ségemmel az OTKA témaszamom
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A BAC mutaciok elkészitése, leiras, eredmény bemutatdsa, szekvenalasi adatok

A mesterséges kromoszomak olyan klénozé vektorok, amelyek a valédi kromoszémak
néhany tulajdonsdgaval rendelkeznek és viszonylag nagy DNS darabok klénozasara
haszndlhatok. A bakteridlis mesterséges kromoszémak (BAC-ok) akdar nagyjabdl 300 kilobazis
(kb) hosszusagu idegen DNS darabot is beépithetnek. Azokban az esetekben ahol komplex
regulalé szakaszok egyiittes jelenléte sziikséges a kivant gén vagy gének kifejez6déséhez
célszer(i a BAC alkalmazasa. A mesterséges kromoszéma tipusu vektorok alkalmazasa
kdpiaszam fliggd, integracios helyt6l figgetlen, optimalis kifejez6dést biztosit. Ennek oka,
hogy az a mérettartomany, amelyet befogadni képesek, biztositja az Osszes szikséges
szabalyozo elem és a hatarolé elemek egylittes meglétét. A hatarold elemek vagy inzulatorok
egyfeldl védik az expresszids domént az integracio helyétdl fliggd a kromoszémaszerkezet dltal
létrehozott pozicionadlis hatasoktél, masfel6l megakadalyozzak, hogy a hatarolé elemek kival
esé szabalyozd elemek is hatassal legyenek a kifejeztetni kivant gén promoterére. E
konstrukcidk elkészitése sokkal munkaigényesebb és az injektalasuk is nagyobb gyakorlatot
igényel. A beliltetést kovetGen altalaban a megsziiletett utddok 2-8%-a transzgénikus (2). A
kdpiaszam rendszerint alacsony (1-5 beépiilt kdpia), amely részben annak tulajdonithatd, hogy
a nagy méret miatt az injektald oldat kevesebb DNS molekulat tartalmaz, mint a hagyomanyos
konstrukcidk.



A vad tipusu patkany FcRn-t tulexpresszald transzgénikus patkanymodell el6allitasat
mesterséges kromoszoma alapu transzgénikus eljardssal (BAC - Bacterial Artificial
Chromosome) terveztiik végrehajtani. A BAC transzgenezis sikeréhez sziikséges potencialis
kiinduldpontot jelent6 BAC klénoknak nagyon szigoru feltételeknek kellett megfelelnitik. A
sz6ba johetd klonoknak jol karakterizaltaknak kell lennilik valamint olyan hasitasi helyeket kell
tartalmazniuk, amelyek lehet6vé teszik az idealis konstrukcio kialakitasat. A BAC klon
adatbazisokban torténd keresés alapjan harom BAC klon felelt meg annak a feltételnek, hogy
kedvezs pozicidéban tartalmazza a patkany FCGRT gént

(http://analysis2.lab.nig.ac.jp/ratBrowser/cgi-
bin/halDetail.cgi?org=rn&chr=1&level=6&center=95571181&keyword=29558). A legelGszor
beszerzett klonok tobb hdnapos tesztelését kovetben deriilt csak ki egyértelmden, hogy az
nem alkalmas a transzgén konstrukcio elGallitasara. Ezt kdvetben egy masik kldnt kellett
beszerezniink, amely a tesztelések alapjan alkalmasnak bizonyult a konstrukcié el&allitdsdhoz.
A RNB1-152A03 azonositéval rendelkez6 BAC klén tartalmazza a patkany FcRn-t kédolé FCGRT
gént, annak teljes hatarold elemeivel és szabalyozé szakaszaival egyiitt (1 abra).
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1. dbra ratBAC klénok azonositasa BAC adatbazis alapjan

A BAC klén antibiotikum szelekcids felnovesztése sikerrel jart és a felndvesztett kldnbdl
totdl DNS-t izolaltunk. A rendelkezéslinkre all6 BAC DNS-bél restrikcids enzimek segitségével
vagtuk ki azt a szakaszt, amely tartalmazza az FCGRT gént annak teljes szabalyozé régidjaval
egyltt. Mivel ezekben a transzgénikus patkanyokban a patkany FCGRT-t termeltetjik tul, a
lehetségesen transzgénikus alapitok azonositasa nehézségekbe Utkozhet, hiszen a bevitt és az
endogén gén nem kiilonbozik. Ahhoz hogy hidnytalan patkdny FCGRT-t tartalmazo injektald
oldatot allitsunk el6 és mégis biztosan tudjuk azonositani a transzgénikus alapito egyedeket,
azt a megoldast valasztottuk, hogy olyan restrikcios enzimet vagy enzimkombinaciét
kerestiink, amelyek segitségével az injektalandé konstrukciéban benne van a teljes patkany
FCGRT gén annak Osszes szabalyozd elemével egylitt és a BAC klon vektordnak egy rovid, 100-
150 bp hosszUsagu darabja. Az igy el6allitott konstrukcid el6nye a teljes FCGRT gén valamint
az egyértelml azonositashoz sziikséges marker elem (vektor DNS) (2 abra) jelenléte. A
specifikus BAC emésztéshez Fsel és Sbfl enzimkombinacié bizonyult hasznalhaténak. A
nagyméretld BAC szakaszokat tartalmazd injektald oldat Osszetétele — eltéréen a kisebb
konstrukciék injektdldsahoz szikséges oldatoktdl — specidlis igényeknek kell, hogy
megfeleljen. A BAC injektdld oldatok altaldaban tartalmaznak egy spermin-spermidin polyamin




mixet ami a nagyméret(i konstrukcié fizikai kdrosodasanak (torés) esélyét csokkenti. Eddigi
tapasztalataink azt mutattak, hogy a polyamin mix DNS véd6é hatdsa mellett kedvezé6tlen
tulajdonsaggal is bir, azaz a konstrukcié beépiilésének esélyét csokkenti (4). Ezen
tapasztalatunk figyelembevételével az oldatbdl mell6ztiik a spermin-spermidint tartalmazé
polyamin mixet. Az azonositashoz olyan jél mikodé multiplex PCR rendszert terveztiink,
amelyik egyfeldl a patkany FCGRT gént, masfel6l a BAC klon révid DNS szakaszat amplifikalja
egyidejlleg. A két célszakaszra kapott PCR termékek nagy méretkiilonbséggel rendelkeznek,
ami megkonnyiti azok egyidejli vizsgalatat és azonositasat az agardz gél-elektroforézis soran
(2. 4bra).
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2. dbra ratRcRn BAC azonositasahoz tervezett primerek ellenérzése PCR-rel (gél elektroforézis)

A vad tipusu patkdny FCGRT-re generaldodd termék megjelenése egyben a DNS
minGségét is jelzi, hiszen az injektalasbdl szarmazo utddok mindegyike hordozza 2 képiaban a
vad patkany FCGRT-t. Ez azt jelenti, hogy minden tesztelt mintaban kapnunk kell a patkany
FCGRT-rél amplifikalt terméket és amelyik mintaban a ,,marker” primerekkel 6sszeallitott

reakciobol is érkezik értékelhet6 fragment, azokba az egyedekbe beépiilt a konstrukcié azaz
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tobb mint két képidban van jelen a patkany FCGRT gén. igy nem kell attdl tartanunk, hogy egy
DNS preparalasi hiba miatt veszitiink el egy lehetséges transzgénikus jeldltet.

A masik tervezett transzgénikus patkanymodell lényege, hogy az FCGRT kddold
régidjaban lévd négy N-glikan kdtéhelyeit ugy mutaltatjuk el, hogy az N-glikolizaciés pontok
(Asn-X-Ser/Thr, ahol X barmilyen aminosav lehet a prolint, szerint és treonint kivéve) helyett
az emberi FcRn-ben ugyanitt |évé aminosavat integrdljuk. A célzott mutdcidk generalasa egy
nagyméretl BAC klénon nagyon bonyolult. Az integracids helyt6l fliiggetlen, kdpiaszamfiigg6
expressziot biztositd BAC konstrukcidk tervezése és elGallitdasa valamint injektalasa tovabb
neheziti (a nagyméretld konstrukcio fizikai karosodasa) a transzgénikus modelldllatok
elGallitasat. Ezen problémakon feliil a nagyméretl BAC konstrukciok igen alacsony szazaléku
beéplilési esélye is er8sen csOkkenti a transzgenezis sikerét. A mutdlt BAC konstrukcid
eléallitasahoz a mar sikeresen izoldlt és tesztelt patkany FCGRT-t tartalmazé RNB1-152A03
azonositéju BAC kldnt haszndltuk. Counter-Selection BAC Modification Kit hasznalataval
(http://www.genebridges.com/storage/NeueManuals/K002%20Counter%20Selection%20Kit
-Version3.3-2014.pdf) hasznalataval elkészitettik a mddositott konstrukciot. A mddositas
lényege a patkany FcRn fehérje 109-es pozicidjdban lévé Asn (N) cseréje Lys (K) —re. A BAC
klon célzott mutacidinak végrehajtasa sikerrel jart. A harom, mutaciot hordozo klént PCR-rel
teszteltlik (3. dbra) majd szekvendlassal ellenériztiik az aminosavcserét kodolé mutacidk
sikerességét. Az eredmények jobb meger@sitése érdekében két iranybdl is megszekvenaltuk a
klénokat. A szekvenalds eredménye bizonyitotta, hogy mind a 3 mddositott klonban sikeriilt a
pontmutacio, azaz a kodon aac-rél (Asn) acc-re (Thr) valtozott.
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3. dbra Mutaltatott ratBAC klénok ellen6rzése PCR-rel szekvenalas el6tt



A kidolgozott patkany szuperovulaltatasi és mikroinjektalasi protokollt alkalmazva 223
donor néstény patkanyt hasznaltunk fel. A PCR-rel ellen6rzott konstrukcidkat tartalmazo
injektald oldatot 850 db egysejtes patkany embrié el6magjaba injektaltuk. A megsziletett 264
db utdéd egyike sem bizonyult transzgénikusnak. A megsziletett utddok és a belltetett
embridk aranya kozel megfelel a szakirodalomban leirtaknak (1). Sajat eddigi tapasztalataink
szerint a BAC transzgenezis az egyéb transzgénikus modszerekkel (lentivirus vektorok,
Sleeping Beauty, plazmid) ellentétben nagyon sok id6t és munkat igényel, valamint az eljaras
munka- és embridigénye is rendkiviil magas (1. tablazat). A BAC konstrukciék nagy mérete
miatt az injektalast kdvet6 esetenként fellépd fizikai kdrosodas (torés) is noveli a sikeres
beépiilés kockazatat.

Konstrukcic méret belltetett megsziletett | transzgénikus %
embrid (db) utéd (db) utéd (db)

BAC (4) 102 kb 688 240 5 2

lentivirus (3) 10 kb 8 4 1 25

Sleeping Beauty (5) | 6 kb 156 75 16 21

1. tablazat Transzgénikus mddszerek 6sszehasonlitasa hatékonysag alapjan

A human FcRn patkany, mint athidalé megoldas bemutatasa

A felmeril6 nehézségek miatt Uj megkozelitéssel prébalkoztunk. Patkany Iépb6l RNS-t
izolaltunk, majd arrdél cDNS-t szintetizaltattunk ABI High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit segitségével. A teljes FcRn gén kdédold régidira primereket terveztiink és a cDNS-t
templatként hasznalva PCR reakcidt végeztiink. Az eljaras tovabbi részeként a keletkezett PCR
terméket megszekvenaltattuk ellenérizend6, hogy a vart szekvenciat kapjuk-e? Amennyiben
a szekvenalas eredménye pozitiv, a terméket bekldnozzuk egy polyA farkat is tartalmazd
pcDNA 3.1 expresszios vektorba. Ezek utan elvégezhetjiik a mutageneziseket. Mivel a patkany
genom teljes mértékben ismert specifikus primerek segitségével PCR-rel izolalhatjuk a patkany
FcRn sajat promoterét. A pozitiv eredménnyel zarddé mutacids eljaras utan a konstrukciéhoz
hozzaillesztjuk az izoldlt patkany FcRn sajat promoterét. Az igy Osszeallitott konstrukciot
restrikcios enzimekkel kivagjuk a vektorbdl és injektalé pufferbe felvéve elGallitjuk a
mutdcidkat tartalmazd injektdld oldatot, amelyet egysejtes patkany embridkba
mikroinjektalunk. Eréfeszitéseink ellenére nem sikeriilt ezzel a mddszerrel a célnak megfelel6
konstrukciét elGallitanunk.

Mivel a patkany FCGRT glikan oldallancait kddolé modositott BAC konstrukcioval sem
sikerilt transzgénikus patkanyt elGallitani, ezért alternativaként megprobalkoztunk egy FCGRT
tartalmazé human BAC klén injektalasaval. Eredetileg ezt a konstrukciét a mar sikeresen
kibn tobb ponton torténé elmutdltatasaval szerettik volna létrehozni iranyitott
mutagenezissel a GeneBridges Quick & Easy BAC Modification Kit segitségével. BAC
konyvtarakban végzett elemzések eredményeképpen egy CTD-2523C15 azonositdju klonnal
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dolgoztunk, mert a megfelel6 génszegmens kinyeréséhez kedvez6 hasitasi helyekkel
rendelkezett. Az injektalandé régiét Pmel és Notl restrikcios enzimekkel vagtuk ki a BAC DNS-
bdl, majd Pulse Field gélelektoforézis segitségével valasztottuk el a fragmenteket. 64 utddot
tudtunk tesztelni a transzgénre specifikus primerekkel. Az eddigi eredmények alapjan sikerilt
detektalnunk egy olyan utddot, amelyik a PCR szerint hordozza a hFCGRT gént (4 4bra).
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4. abra human FcRn azonositasa patkanyokban
1-15: patkany; +/1: human genomi DNS; +/2: humBAC DNS; +/3: injektald oldat; +/4 human genomi
DNS; -: nydl genomi DNS; @: viz

A tenyészérett (kilenc hetes) kor elérésekor ezt az alapitd egyedet vad tipusu SD patkannyal
keresztezve F1 utddokat hozunk létre. RT-PCR-rel meggydz6dtiink arrdl, expresszal-e a
beépllt transzgén. A reakcidéban résztvevs primerek a human FCGRT gén masodik exonjara
lettek tervezve. cDNS esetében pozitiv kontrollként human cDNS-t alkalmaztunk, a genomi

5. dbra humFcRn expresszié detektdldsa RT-PCR-rel

1.: heterozigdta TG cDNS; 2.: WT SD cDNS 3.: + kontroll cDNS; 4:templat nélkili reakcid; 5.: heterozigdta TG
gDNS, 6.: WT SD gDNS; 7.: + kontroll gDNS; 8.: templat nélkiili reakcio
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DNS-sel végzett reakcidoban pedig human szovetbdl izolalt DNS-t hasznaltunk. cDNS esetében
avart termék mérete: 298 bp, genomidlis DNS esetében 375 bp. A kapott eredmények alapjan
kijelenthets, hogy a beépilt transzgérdl RNS irddik, azaz a transzgénikus patkanyokban a
human FCGRT gén expresszal (5. dbra).

A human FcRn-t hordozd patkanyokbdl sikeriilt heterozigdta vonalat alapitani. Az RT-
PCR-rel bizonyitott expresszid ellenére a human FcRn fehérjét nem sikerilt kimutatni a
transzgénikus patkanyokban. Ennek valdszinlsitheté oka az, hogy a nagyméret(i BAC a
beépiiléskor fizikailag kdrosodott. Ennek kovetkeztében olyan szabalyozd régié is sériilhetett,
amely ugyan gyenge expressziot lehetévé tesz, de a gén funkcionalisan mikodésképtelen,
vagy olyan kis mennyiségUli fehérje képzddik, amely nem detektalhatd. Sajat megfigyeléseink
szerint (4) a nagyméret( BAC konstrukcidk esetében a fizikai kdrosodas nem ritka. A rutinszerd
protokollok Utmutatasai szerint a konstrukcié torését elkerililend6 specialis 6sszetétell
(polyamin-mix) injektald puffer alkalmazasat javasoljk (spermin-spermidin). A polyamin-mix
alkalmazasa viszont azzal a hatrannyal jar, hogy a konstrukcio beéplilésének esélye jelent6sen
romlik. A transzgénikus technoldgia egyre dinamikusabban fejlédik. Fokozatosan szélesedik az
egyszerlibben kivitelezhetd, hatékonyabb eljarasok kore (Sleeping Beauty, Zink Finger, TALEN,
CRISPR). A BAC transzgenezis nehézkességét és bonyolultsagat az uUjabban megjelené
technoldgiak kikliszobolhetik. Az OTKA palyazat tapasztalatait és Uj eredményeit (transzgén
patkany elGallitdsi metodika) hasznositva és a korszer(ibb, hatékonyabb technoldgiakkal
Otvozve sikeres transzgénikus rendszer alakithaté ki a patkany mint fontos modellallat
tekintetében is.

1. Takahashi R1, Ueda M.: Generation of transgenic rats using YAC and BAC DNA constructs.
Methods Mol Biol. 2010;597:93-108. doi: 10.1007/978-1-60327-389-3_7.

2. Takahashi R, Ito K, Fujiwara Y, Kodaira K, Kodaira K, Hirabayashi M, Ueda M.: Generation of
transgenic rats with YACs and BACs: preparation procedures and integrity of microinjected
DNA. Exp Anim. 2000 Jul;49(3):229-33.

3. Bender B, Hoffmann Ol, Negre D, Kvell K, BGsze Z, Hiripi L.: Low titer lentiviral transgenesis
in rodents with simian immundeficiency virus vector. Biotechniques. 2013 Sep;55(3):137-
40. doi: 10.2144/000114078.

4. Bender B, Bodrogi L, Mayer B, Schneider Z, Zhao Y, Hammarstrom L, Eggen A, Kacskovics |,
Bosze Z.: Position independent and copy-number-related expression of the bovine
neonatal Fc receptor alpha-chain in transgenic mice carrying a 102 kb BAC genomic
fragment. Transgenic Res. 2007 Oct;16(5):613-27. Epub 2007 Jun 27.



5. Szebényi K, Furedi A, Kolacsek O, Pergel E, B6sze Z, Bender B, Vajdovich P, TévariJ, Homolya
L, Szakdcs G, Héja L, Enyedi A, Sarkadi B, Apati A, Orban TI.: Generation of a Homozygous
Transgenic Rat Strain Stably Expressing a Calcium Sensor Protein for Direct Examination of
Calcium Signaling. Sci Rep. 2015 Aug 3;5:12645. doi: 10.1038/srep12645.

Godolls, 2016. marcius 01.

Dr. Bender Balazs

vezetd kutato



