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1. BEVEZETES

Napjainkra a biotechnologia gyorsan fejlodd, izgalmas tudomanyteriiletté nétte ki magat,
melynek elengedhetetlen részét jelenti az allatok transzgenezise. A génmodositott allatok el6alli-
tasat jelentésen megkonnyitik ez elmult években kifejlesztett un. ujgeneracioés genomszerkesztd
eljarasok. A villamgyorsan terjedd ,,molekularis ollok”, mint a TALEN (transcription activator-
like effector nuclease), vagy a CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/CRISPR-associated protein 9) hatalmas lendiiletet adtak az allatbiotechnologiai kutatasok-
nak is. Doktori témam keretében a kisérletes munkaimat ezeket a technikakat felhasznalva végez-
tem hazinytlon (Oryctolagus cuniculus) a MATE Genetika és Biotechnologia Intézetének, Allat-
biotechnologiai Tanszékén.

Kutatasaim kereszttlizében a miosztatin gén allt, és e fehérje funkcidjdnak megismerése
haznyulban. Napjainkban mar szamos fajban publikaltak miosztatin hidnyra visszavezethetd meg-
valtozott fenotipust, melyet természetes mutacio és mesterséges modositas egyarant eredményez-
het.

A miosztatin gén mutacidja, és annak izomfejlédésre gyakorolt hatasa szdmos teriileten
keriilt az érdeklddés kozéppontjaba. Az alapkutatasi szintli vizsgalatok mellett a human medicina,
az allattenyésztés €s a testépités ipardga is foglalkozik a miosztatin fehérjével és annak szervezet-
ben betdltott szerepével.

A mezdgazdasagban a legtobb természetes inaktiv miosztatin gént hordozé fajtat a htisu-
kért tenyésztett szarvasmarhak kozott talalhatjuk, ilyen példaul a szembet(ind izomzattal rendel-
kez6 Fehér-kék belga, vagy a Piemonti. Haszonallataink koziil a Texel juh szintén ,,szuperizmolt”
fenotipussal rendelkezik, melyet a miosztatin gén 3’ nem transzlalodo régiojaban talalhatdo G-A
mutacié okoz. Kutyaban (agar) is leirtak miosztatin mutaciot, ami megndvekedett izomtomeget,
¢s ezzel egyiitt nagyobb fizikai erdt, és gyorsasagot eredményezett.

Emberben is talaltak természetes modon kialakulé miosztatin mutaciot, mely megndveke-
dett izomtdmeg kialakulasaval jart egyiitt.

A miosztatin fehérje funkciojanak teljeskorii feltérképezését kovetden az izomvesztéssel
jaré megbetegedések kezelésében lehet potencidlis terapids célpont. A fehérje szerepének megis-
merésében jelentds szerepet jatszanak az allatbiotechnoldgiai kutatasok. Mar szamos fajban 1étre-
hoztak miosztatin génkiiitott egyedeket, példaul egérben, kutyaban, juhban, kecskében, sertésben
¢és nyulban is, melyek révén egyre tobb informaciot nyerhetiink a miosztatin szervezetben betoltott

feladatarol.
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A miosztatin fehérje az izomndvekedés negativ szabalyozo6 faktora, amelynek koszonhe-
toen kialakul az egyedek fajra jellemzd vazizomzata. Hidnyaban az izomsejtek mérete (hipertrofia)
¢s szama (hiperplazia) is megndhet, melyek egylittesen eredményezhetik az izomtdmeg gyarapo-
dasat. Fajonként eltérhet, hogy a hiperplazia vagy a hipertrofia nyilvanul meg erételjesebben mio-
sztatin hidny esetén. A miosztatin a zsirszovet alakuldsara, a csontok fejlédésére is hatassal van,
emellett a gén mikddésének hidnyaban az izomzat Osszetétele is megvaltozhat egyes fajokban.
Idegrendszeri miosztatin expressziot is kimutattak patkanyban, melynek pontos szerepe még nem
tisztazott, ezért tovabbi kutatasok sziikségesek ennek feltarasara. A miosztatin a placenta gliikoz
metabolizmusaban is szerepet jatszik, de részletes folyamata még nem ismert.

A miosztatin hidnyos nyul létrehozas mellett a csoport hosszi tavu célja, hogy placenta-
specifikus gén inaktivalassal vizsgalhassuk a miosztatin szovetspecifikus szerepét. Mivel a pla-
centa-specifikus géntranszfer modszere még nem volt Kidolgozva nytlban, ezért doktori témam
soran olyan GFP riportergénnel ellatott placenta-specifikus modell rendszer 1étrehozasa is cél volt,
mellyel konnyen lehet a késdbbiekben vizsgalni a miosztatin medialt extraembrionalis anyagcse-
rét.

A jovoben amellett, hogy a létrehozott allatok az izomzat betegségeinek vizsgalataban,
izomfejlddésbeli rendellenességek megismerésében jatszhatnak szerepet, az idegrendszeri elval-
tozasok és placenta anyagcsere zavarainak modellezésére is alkalmasak lehetnek.

Az allatbiotechnologia kedvelt modellallata a hazinyul, melyet a laboratoriumunkban is
eldszeretettel haszndlunk a kiillonb6zd transzgénikus munkak soran. Jol kezelhetd, gyors repro-
dukcios ciklussal rendelkezd, sok utddot vilagra hozo faj, mely méretét tekintve is alkalmas human
betegségek modellezésére. Fiziologias hasonlosagokat figyelembe véve a hazinyul rendkiviil hasz-
nos lehet a kardiovaszkularis betegségek, a lipidanyagcsere zavarok modellezésében. Emellett az
embrioldgiai, szaporodasbioldgiai kutatasok kivald alanya. Mint modellallat, az epigenetikai ujra-
programozassal kapcsolatos kisérletekben, illetve elhizashoz, terhességi diabéteszhez kapcsolt pa-
togén mechanizmusok megismerésében nagyszeriien alkalmazhato.

Munkam sorén a hdzinytl, mint modellallat, és mint haszonallat egyarant szerepet jatszott.
Az alapkutatasi kérdések mellett, a hazai nytltenyésztésben szereplé Fehér Pannon fajta mioszta-

tin hidnyos fenotipusat igyekeztem tenyésztési szempontbodl is vizsgalni.
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1.1. Célkitiizések

Célul tiiztem ki a hazinyul miosztatin génjének kiiitését genomeditald technologiak alkal-
mazasaval.

Célkittizéseim kozott szerepelt miosztatin mutdcid létrehozasa Hycole €s Pannon fehér
nyulfajtaban, majd a keletkezett fenotipusok fajtankénti 6sszehasonlito vizsgalata. Tanulmanyozni
kivantam a kiilonb6z0 genetikai hattér adott génkiiitésre gyakorolt hatasat nyalban.

Emellett célom volt GFP riportergénnel ellatott placenta-specifikus modellrendszer kidol-
gozasa, mely a jovoben a placenta miikddéséhez kothetd gének tanulmanyozasaban, a méhlepény

betegségeinek vizsgalataban lehet alkalmazhato.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Munkam kozéppontjaban a hazinyulban genomszerkesztéssel eldidézett miosztatin hiany
kovetkezményeinek tanulmanyozasa allt. A hazinyul széleskorben alkalmazott modellallat tobbek
kozott gének funkcidjanak megértésére iranyuld kutatasokban, illetve human betegségek hatteré-
nek feltarasara végzett vizsgalatokban. Ezért is valasztottuk kutatasunk alanyéanak, hiszen a Iétre-
hozott miosztatin mutans modell nemcsak a doktori munkédm keretében végzett vizsgalatok, ha-

nem szamos tovabbi alap- €s alkalmazott kutatas alapjaul szolgalhat.

2.1. Miosztatin (GDF-8, Growth Differentiation Factor 8)

A miosztatint 1997-ben azonositottak, mint novekedési és differencialdodasi faktort
(Growth Differentiaton Factor-8, GDF-8), a TGF-p fehérje szupercsalad Gj tagjat. A nyl mioszta-
tin génje a hetedik kromoszoéman talalhato, harom exont és két intront tartalmaz. Egy leolvasasi
keret valosulhat meg, és 376 aminosavat tartalmazo fehérje keletkezik réla. A miosztatint kodolo
szekvencia az 6sszes TGF-P csalad tagjara jellemzdéen konzervalt, ahogy az N-terminalis szignal
szekvencia, a proteolitikus hasito hely és a kilenc konzervalt cisztein-reziduumot tartalmazé C-
terminalis domén (McPherron et al. 1997). A miosztatin C-terminalis részének szekvenciaja magas
foku homologiat mutat mas TGF-p fehérjecsalad tagokéval, kivaltképp a GDF-11-el (Gamer et al.
nalis pro-doménjuk 52%-ban egyezik meg. A miosztatin a halakban is megtalalhato fehérje, ahol
viszont 16 homologjat azonositottak (Rodgers and Garikipati 2008).

A TGF-B szupercsaladba kozel 30 féle emlosokben megtalalhato citokin tartozik, melyek
a kovetkez6 csoportokba sorolhatok: TGF-B-ak, csont morfogenetikus fehérjék (bone morphoge-
netic proteins, BMPs), aktivinek és novekedési/differencialodasi faktorok (growth and differenti-
ation factors, GDF). A csoportositas tovabb folytathato a szekretalt ligand alapjan, mely a sejtben
torténd jelatviteli folyamatokat medialja. Smad1/5/8 alapt jelatviteli itvonalak indukalasat idézik
elé a csont morfogenetikus fehérjék, és a novekedési €s differencialodasi faktorok nagy része, a

Smad2/Smad3 utvonalat az aktivinek, miosztatin, GDF-11, és TGF-B-ak inicialjak.
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2.1.1. A miosztatin feladata

A miosztatin az embridgenezis soran meghatarozo szerepet jatszik a fejlodési folyamatok-
ban, expressziojat legkorabban 9 és fél napos (termékenyités utani) egér embriok szomitainak egy-
harmadéban mutattak ki. Zebradanidban is megfigyeltek miosztatin expressziot embrionalis kor-
ban, de sokkal alacsonyabb mértékben, mint egér esetében (Xu et al. 2003).

Tyuk embriogenezis soran legeldszor a HH 15 stadiumban detektaltak miosztatin expresz-
sziot, mely valtozatosan alakul a szomitak fejlodése soran (Amthor et al. 2002).

Megallapitottak, hogy a miosztatin a tylik €s egér embriondlis fejlddése soran az izom pro-
genitor sejtek novekedésének és fejlddésének egyenstlyat szabalyozza a termindlis differencidlo-
dason keresztiil. Ezt a komplex folyamatot p21 (ciklin-fiiggé kinaz inhibitor 1) és MyoD (mi-
oblaszt determinacios fehérje 1) gének aktivaciojaval valositja meg (Manceau et al. 2008).

Egérben a magzati fejlddés soran szamos fejlédo izomszovetben figyelhetd meg miosztain
expresszio, ami felndtt korban tovabb folytatodik a kiilonboz6 izomszovet-tipusokban (McPherron
et al. 1997).

A miosztatin elsdsorban a miotubulusokban expresszalodik és leginkdbb azok sejtmagja-
ban figyelhetd meg. A késobb bemutatasra keriilo érési folyamatot kdvetden kijuthat a sejtbol, €s
a véraramban szallitodik tobbnyire inaktiv forméaban, majd autokrin €s parakrin modon fejti ki
hatasat a célszovetben (Artaza et al. 2002).

Ugy tiinik, a miosztatin az izomszovet a gyors dsszehuzodasu izomrostok fejlédésének
szabalyozasanal jelenik meg leginkabb (McPherron et al. 1997; Artaza et al. 2002). A miotubulu-

sok, mint sokmagvu végleg differencidlodott egységek, csak szatellit sejtekbdl keletkezd 1) mi-

crcr

crcr

vekedését (Thomas et al. 2000). Ez a hatas a Pax7 (paired box-7)-MyoD ko-lokalizacidjanak meg-

akadalyozasaval valosul meg, ami a szatellit sejtek nyugalomban tartasat eredményezi (McFarlane
et al. 2008).
lyozasaval is megvalosulhat. Ezt a jelenséget a MyoD aktivitas gatlasaval eredményezi (Langley
et al. 2002), ami a Smad jelatviteli titvonalon keresztiil torténd génexpresszid transzkripcionalis
akadalyozasaval valosul meg (Allen and Unterman 2007, Zhu et al. 2004).

A miosztatin a Smad utvonalaktol fliggetleniil is képes gének expreszidjanak szabalyoza-

sara, a proteoszomalis aktivitas novelésével. Miosztatin stimulacioval névekvo, aktin/FoxO1 ut-
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vonalhoz kapcsolt atrogin szintet figyeltek meg, ami a sejtek degradaciojat idézte eld, és izomsor-
vadashoz vezetett (McFarlane et al. 2006). Az aktin (Akt) jelatvitel 6sszetett mechanizmuson ke-
resztiil képes hipertrofiat indukalni izomban (Frost and Lang 2007). A miosztatin megkozelitdleg
25%-al csokkenti az aktin foszforilacids szintjét, ahogy az aktinhoz downstream kapcsolodo fe-
hérjék foszforilacios ratajat (Amirouche et al. 2009), ezaltal befolyasolja az izomnovekedésért fe-
lelés gének transzkripcidjat.

A vazizomzaton kiviil, ugyan alacsonyabb mennyiségben, de a szivizomzatban és a zsir-
szOvetben is termelédik miosztatin (Allen et al. 2008; Sharma et al. 1999). A sziv patologias fo-
lyamatai soran a miokardium termel, €s szekretal miosztatint a véraramba, ami aztan a vazizomzat
novekedésének gatlasat idézheti eld. A vazizomzatra gyakorolt endokrin hatason til, a szivben
termel6dd miosztatin a kardiomiocitak novekedését is gatolhatja, a szivizomzatban fibrozist és
ventrikularis-funkcié valtozast indukalhat (Breitbart et al. 2011).

A miosztatin szerepet jatszik a zsirfelhalmozas szabalyozasaban is. Ezt McPherron és mun-
katarsai (2002) is igazoltak miosztatin null-mutans egerekben. Szignifikdnsan alacsonyabb zsir-
szovet mennyiséget, €¢s abnormalis gliikoz metabolizmust figyeltek meg a miosztatin hidnyos 4l-
latokban, mint kontroll tarsaikban normal tdpanyag bevitel mellett.

A miosztatin vemhesség soran bizonyitottan szerepet jatszik a placentan keresztiil torténd
gliikoz felvétel szabalyozasaban (Antony et al. 2007, Mitchell et al. 2006).

Emellett megfigyelték, hogy csokkent tapanyag ellatottsagi anyaban megemelkedett a pla-
centalis miosztatin expresszid, mely kisebb méretli placenta mellett segitett megfeleld szinten tar-
tani az utodok tapanyagigényének kielégitését. Igy valdsziniisithetd, hogy nemcsak a gliikoz, ha-
nem mas tapanyag bevitel szabalyozasaban is részt vesz (Hassendrini et al. 2010).

A placentalis miosztatin szint a gesztacios kor el6rehaladtaval csokken (Mitchell et al.
2006), igy valosziniisithetd, hogy a vemhesség korai szakaszaban van jelents szerepe. Segiti a
beagyazodas, proliferacio, szincitializacidé folyamatat (Peiris and Mitchell, 2012).

Feltehetden a miosztatin ezeket a folyamatokat a citokinekkel valo interakcidjanak kovet-
kezményeként (is) befolyasolja. Citokinekkel valo kdlcsonhatasat megfigyelték egérben, miszerint
miosztatin hianyaban csdkkent vérplazma TNF-a szintet detektaltak, rekombinans miosztatin ke-
zeléssel pedig novekvoé TNF-a koncentraciot értek el (Wilkes et al. 2009). C2C12 miotubulusok-
ban IL-6 expresszidé novekedést figyeltek meg rekombinans miosztatin kezelést kovetéen (Zhang
et al. 2011). Tovabba TNF-a. mRNS és fehérje expresszié novekedést is észleltek C2C12 miotu-
bulusokban miosztatin kezelés utan (Bonetto et al. 2011, Zhang et al. 2011).
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Ezen sejtkommunikacioban szerepet jatszo molekuldk (a TNF-a, az IL-6, és az 1L-4) ta-
mogatjak a citotrofoblaszt sejtek proliferaciojat, segitik a bedgyazodas €s a placentafejlédés sza-

balyozasat (Bowen et al. 2002; Normitz et al. 2001; Peiris and Mitchell, 2012).

2.1.2. A miosztatin bioszintézise

A miosztatin mas TGF-fB fehérjékhez hasonldéan prekurzor molekulaként szintetizalodik.
Ez a koriilbeliil 52 kDa méretli prekurzor fehérje egy N termindlis szekréciot eldsegitd szignal
szekvenciabdl, egy pro-peptid doménbdl, egy C-terminalis RSRR (Arg-Ser-Arg-Arg) proteoliti-
kus hasitohelybdl €és egy C-termindlis egys€gbdl tevodik ossze. A C terminalis végen talalhatd
kilenc cisztein reziduumbdl allo Gn. cisztein-kotd hely, konzervaltnak tekintheté a TGF- szuper-
csaladban (McPherron et al. 1997).

A biolégiailag aktiv molekula eléréséhez harom proteolitikus hasitasra van sziikség
(McPherron et al. 1997; Rodgers and Garikipati, 2008). Az endoplazmatikus retikulumba torténd
transzlokacio utdn, az elsd hasitas soran levalik az N-terminalis szignal szekvencia, mely a fehérje
szekrécidjahoz elengedhetetlen. A furin konvertdzok altal medidlt masodik proteolitikus hasitas
alkalmaval egy ~ 42 kDa méretli N- terminalis pro-peptid (LAP), és egy ~12 kDa méretii C-termi-
malis fragment keletkezik (Dominique and Gérard 2006, Matsakas and Diel 2005). Ez utobbi je-
lenti az érett miosztatin format, melynek dimerizacidjaval egy kb. 28 kDa méretti aktiv miosztatin
forma keletkezik (Joulia-Ekaza and Cabello 2007).

A LAP fontos szerepet jatszik a miosztatin dimer aktivitdsanak szabalyozasaban, és meg-
konnyiti a C-terminalis domén kotéseinek 1étrejottét. A két monomerbdl alldé LAP pro-peptidek
nem kovalensen k6t6dnek a miosztatin dimerhez, ezaltal egy latens komplexet hozva létre, ami
megakadalyozza a dimer ACTRIIB receptorhoz val6 kotédését (Lee and McPherron, 2001; Lee,
2004). A vérben aramlo miosztatin 70%-at ez a nem aktiv, latens forma teszi ki (Hill et al. 2002;

Lee, 2008). A miosztatin formak szervezetben torténd eléfordulasa az 1. abran lathato.
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Sziv

Furin Miosztatin
konvertaz

Sziv patologias
folyamata BMP1/ BMP1/
TLL proteinaz TLL proteinaz

Szisztémas
miosztatin
(latens komplex)

N <}— <} Helyi miosztatin

] (latens komplex)

A Miosztatin 4— Furin
konvertaz

Furin . Miosztatin
konvertaz

Zsir

1. abra. A miosztatin helyi és szisztémas készlete. A miosztatin latens formadban keriil a véraramba a vaz-
izomzatbhdl, szivizomzatbdl, és a zsirszovetbdl. A ldatens miosztatin forma hasitdsat a furin konvertazok és
BMP-1/Tollid proteindazok végzik, szabadda téve az aktiv miosztatin dimert (Breitbart et al. 2011 alapjdn)

A latens komplex felbontasdnal BMP-1/Tolloid csalddba tartozo metalloproteinazok jat-
szanak szerepet, melyek proteolitikusan hasitjak a miosztatin pro-peptidet a 76. aszpartat amino-

savnal, igy téve szabadda a miosztatin dimert (Lee, 2008; Patel and Amthor, 2005). A miosztatin
bioszintézis 1épéseit a 2. abra mutatja be.

RSRR
—
szignal Propeptid (LAP) érett
peptid peptid
-
- Szignal peptid lehasitasa
N-terminalis LAP és C-terminalis
- érett miosztatin hasitasa
DT Te— . Az érett miosztatin dimerizacidja
- aktiv miosztatin dimerré
A LAP nem kovalensen vald
k:::;ns ;gvdaélelgfz: & = kotédése a miosztatin dimerhez
miosztatin komplex

A latens komplex hasitasa BMP-
1/tolloid metalloproteinaz altal

Latency Associated Peptid Aktiv miosztatin dimer

2. abra. Miosztatin bioszintézis. A miosztatin prekurzor molekula harom proteolitikus hasitason
meqy keresztiil, mig eléri az aktiv format. El6szor az N-termindlis szignal szekvencia hasitodik
le, majd a masodik hasitds az RSRR helyen torténik, mely egy N-termindlis LAP és egy aktiv mio-
sztatin domént eredményez. Az érett miosztatin dimerizalodva aktiv format alkot. A miosztatin
dimer nem kovalensen kétodik LAP doménekhez, ezzel megalkotva a latens miosztatin komplexet.
A BMP-1/Tolloid metalloproteinaz hasitja a latens komplexet felszabaditva az aktiv miosztatin
dimert.
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2.1.3. A miosztatin miikodésének szabdlyozdsa

A miosztatin miikddésének szabalyozasaban szamos fehérje vesz részt. Az egyik legna-
gyobb befolyassal bird protein az FSTL3 (follisztatin-szerti fehérje-3), mely a follisztatin szerke-
zeti homoldgja, és nagy affinitassal képes kotddni az érett miosztatin dimerhez, ezaltal gatolni a
miosztatin bioldgiai aktivitasat. Az FSTL3 abban az esetben is kotddhet a miosztatin dimerhez, ha
az mar a receptorhoz kapcsolodott és elinditotta a sejtbéli szignal folyamatokat (Hill et al. 2002).
A miosztatin Smad medialt Gtvonalon keresztiil valtja ki a negativ visszacsatolasi hurkot FSTL3
kozremiikodésével. A Smad komplex kotédik az Fstl3 prométer Smad-koté eleméhez, mely az
Fstl3 transzkripciojat és expresszidjat eredményezi, ebbdl kovetkezik a miosztatin negativ szaba-
lyozasa (Hill et al. 2002).

A LAP ¢és az FSTL3 mellett, a follisztatin és a GASP-1 fehérjék is befolydsolhatjak a mio-
sztatin aktivitast. A follisztatin képes a miosztatin C-terminalis doménjéhez kapcsolddni, megaka-
dalyozva ezzel a miosztatin receptorhoz valo kotddeését. Ennek eredményeként a follisztatin meg-
novekedett expresszidja esetén erdteljes hiperplaziat lehet megfigyelni transzgénikus egerekben
(Lee and McPherron, 2001).

Az FSTL3 ¢s a GASP-1 nagy affinitassal kotddhet a vérplazmaban taldlhaté miosztatin C-
terminalis fragmentjéhez, ezaltal blokkolva annak aktivitasat. A GASP-1 viszonylag nemrég fel-
fedezett fehérje: tartalmaz follisztatin-szeri domént és a proteinaz gatlok doménjeihez hasonlo
részeket. A GASP-1 érett miosztatin hianyaban képes a LAP-hoz is k6tddni. Az FSTL3 a mioszta-
tin aktivitasan kiviil a TGF- B fehérje csalad mas tagjainak (aktivin, BMP-2) aktivit4sara is hatassal
lehet (Hill et al. 2003).

Az FSTL3 és GASP-1 egyiitt a LAP fehérjével haromszoros, vagy sokkal bonyolultabb
komplexeket tudnak Iétrehozni a miosztatin dimerrel. Ebben az esetben ezeknek a fehérjéknek,
mint komplexnek van szabalyozé szerepilk a miosztatin latens allapotanak fenntartdsdban. A
GASP-1 kozvetleniil is képes kotddni a LAP-hoz és a miosztatin C-terminalis dimeréhez, igy 1ét-
rehozva egy harmas komplexet. A GAPS-1 molekuldn talalhaté szamos proteindz gatlo domén
jelenléte gondoskodik a pre-pro-miosztatin pro-miosztatinna torténd atalakitasarol (Hill et al.
2003). Ezen feliil a GAPS-1 szabalyozza a miosztatin hasitasaban is szerepet jatsz6 metalloprote-
inazok aktivitasat. (Lee, 2004).

Az FSTL3 és GAP-1 molekuldk képesek lehetnek a miosztatin-receptor komplexhez is ko-
tddni a receptormiikddés indukalasa utana, majd a receptorrol levalni a miosztatinnal egyiitt, és
komplexként a véraramba visszajutni. Igy az FSTL3 és GASP-1 miosztatin komplex jelentheti a

miosztatin jelatviteli utvonal végtermékét (Hill et al. 2002).
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2.1.4. Miosztatin indukalt intracellularis jelatvitel

A miosztatin a GDF-11-hez és az aktivinhez hasonloan a sejtek membranjaban talalhato
aktivin receptorokhoz kotddik, az I és II-es tipusu szerin-treonin kinaz receptorok heterotetramer
komplexéhez (Feng and Derynck 2005). Ezen receptorok egy N-terminalis extracellularis koto
doménbdl, egy egyszeres transzmembran doménbdl, €s szerin-treonin aktivitassal rendelkezd C-
teminalis intracellularis részbdl allnak. A miosztatin az I-es tipusa ALK4, ALKS, illetve a Il-es
tipusit ACVR2A és ACVR2B receptorok kotddéséhez mutat magas affinitast. A miosztatin el6-
sorban a Il-es tipust receptorhoz kotédik, mely képes foszforilalni az I-es tipusu receptort, ezaltal
aktivalni annak receptor-kindz doménjét, ami tovabbi szignal kaszkad elinditasat eredményezi.

Ez a jelatviteli itvonal Smad2 és Smad3 transzkripcios faktorok segitségével valositja meg
kiilonbdzo gének expresszidjanak szabalyozasat: az 1-es tipusat ACVR2A receptor foszforilalja a
Smad2 és Smad3 fehérjéket, melyekhez Smad4 kapcsolddva, egy harmas transzkripcids faktor
komplex alakul ki. Ez a komplex képes a sejtmagba jutni, és mas szekvencia-specifikus transz-
kripcios faktorokkal és ko-faktorokkal vald interakcié soran gének transzkripciojat indukalni
(Pail, Ctgfl, p21, MuRF-1, Atrogin-1), illetve meggatolni (Pax7, MyoD, Myog, MyHC) izom-
szovetekben. Ezaltal képes fehérje degradaciot, fibrozist, a sejtciklus gatlas folyamatat eldsegitent,

a miogenezist gatolni, igy szabalyozva az izomsejtek méretének és szamanak fajra jellemzo ala-

kulasat (3. abra).

Miosztatin Inzulinszerii névekedési
faktor
ARIIB @ o.,,
[ \II/ 1}

|| *‘ <-ii
N / \’
A |

L

R Smad-ok FoxO1 | mTOR
Co-Smad | l | / \
L | s 4E-BPI GSK3R
Atrogin-1 |
MyoD/miogenezis g L A
| |
¥ ¥ Differenciacié | t 4 Degradacno | 4 Szintézis
lzom sorvadas Izom hipertréfia

3. abra. Miosztatin dltal kivaltott intracellularis jelatviteli utvonalak: Az aktiv miosztatin a l1-es

tipusu aktivin receptorhoz kétodve eldsegiti a kiilonbozé Smad utvonalak létrejotteét, és befolya-

solja az Aktin/FoxO1/Atrogin utnvonalat, ezaltal izomleépiilést eredményezhet, mig hianyaban
az Akt/mTOR utvonalak hipertrofiat idézhetnek elo. (Elliott et al. 2012 alapjan)
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A miosztatin, és hozzéd kapcsolodo ligandok szamos egyéb intracellularis utvonalat akti-
valhatnak, mint példaul a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) altal szabalyozott reakciokat,
vagy gatlo hatassal lehetnek a PISBK/Akt/mTOR utvonalra (3. abra).
aktivitas novelésével és az inzulinszerti ndvekedési faktor-1/Aktin utvonal aktivitasanak leszaba-

lyozasaval izomsorvadast el6idézni (Morissette et al. 2009).

2.1.5. Miosztatin mutdns emldsallatok
2.1.5.1. Természetes miosztatin mutans emlosok

Szamos hiismarha fajtanal leirtak miosztatin mutaciot, mely Gn. dupla-izmolt fenotipus
megjelenésével jart egyiitt (Pl. Fehér-kék Belga, Dél Devon, Piemonti, Marchigiana, Angus). Ez
a tulajdonsag a 4. abran lathato Fehér-kék belga ese-
tében is szembetlind. A miosztatin hidnnyal Ossze-
fliggd fenotipus piaci szempontbodl jelentds elonydk-
kel jarhat az allattenyésztésben. Hismarhak esetében

az atlagos €s szuperizmolt szarvasmarha husminds¢-

gének Osszehasonlito vizsgalatanal a dupla-izmolt faj-

tak jobb értékelést értek el. A megndvekedett izomto-

4. abra. Fehér-kék belga szarvasmarha
meg, lecsokkent testzsir szazalék, kevesebb csonttd- (Druet et al. 2014)

meg, €s a kisebb belsd szervek kombinacidjabol adodoan ezek az allatok nagyobb aranyban tar-
talmazzak a dragan cladhato hasféléket. Ennek egyik oka az izom-hipertrofia és hiperplazia jel-
legzetes megléte. A hust csokkent zsirtartalom €s magasabb tobbszordsen telitetlen zsirsav arany
is jellemzi. A szuperizmolt szarvasmarhak husa kevesebb kollagént tartalmazhat, igy az allatok
nagy hatékonysaggal és nagyobb ardnyban tudnak sovany hust eldallitani. A puhabb hts és a ma-
gasabb telitetlen zsirsav arany kivanatosabb a mai fogyasztoi tdrsadalom szdmara, igy a kereslet
nagy piacot teremt a szuperizmolt fajtak értékesitésének (Wiener et al. 2009, Gill et al. 2009, Casas
et al. 1998, Wheeler et al. 2001, Koboldk and Gocza 2002).

A miosztatin mutacié nemcsak elényds tulajdonsagok megjelenését eredményezi, eléfor-
dulhatnak nem vart ,,mellékhatasok” is. A szuperizmolt fenotipussal rendelkez6 szarvasmarhak
esetében a borjak nagy mérete miatt gyakran van sziikség csaszarmetszésre, ami tenyésztési és

gazdasagi szempontbol nem kivanatos. A dupla-izmolt szarvasmarhak csokkent hdstressz tlirési
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képességgel rendelkeznek, amit a nagyobb izomtdmeg altal okozott megndvekedett hétermelés
idéz eld, emellett tejtermelésiik is alacsonyabb hatékonysagu lehet (Bellinge et al. 2005).

A kiilonb6zd szarvasmarha fajtdkon kiviil egyéb fajokban is leirtak miosztatin mutaciot.
Kutyaban azonositottak két bp deléciot a harmadik exonon, ami korai stop kodont general. Ez a
mutacid mar heterozigéta formaban is nagyobb izomtomeget, és a vad tipushoz képest szignifi-
kansan gyorsabb teljesitményt eredményezett agarakban (Mosher et al. 2007).

crer

tranziciot a 3° UTR régidban, mely a vazizomzatban erdsen :{
)

expresszaldodd mirl és mir206 mikroRNS-ek koétdhelye. Ez

a mutacio transzlacios gatlast idéz el az allatokban, €s hi-

pertrofia kialakulasahoz vezet (5. abra) (Clop et al. 2006).
Emberben is detektaltak mutdciot a miosztatin gén

nem kodolo régiojaban. A két kopids G-A transzicio a pre-

5. abra. Dupla-izmolt Texel juh
kurzor miosztatin mRNS ,,misz-splicingjat”, csonka fehérje (Skipper, 2006)

képzbdését eredményezte, ami dupla-izmolt fenotipus kialakulasat valtotta ki (Schuelke et al.
2004).

Varga Laszlo és munkatarsai 1998-ban figyeleltek meg ,talizmolt” fenotipust leboratori-
umi egértdzsben. Az izomzat széleskorii ndvekedését hiperplazia és hipertrofia egyszerre eredmé-

nyezte. Ezt a fenotipust 6k ,.kompakt” hiperizmoltsagnak nevezték el (Cmpt) (Szabo et al. 1998).

2.1.5.2. Mesterségesen létrehozott miosztatin mutins emlosok

A miosztatin funkcidjanak vizsgalatara szamos mesterséges miosztatin mutanst hoztak
létre a kiilonboz6 fajokban.

Az els6 miosztatin mutdns emldst McPherron és munkatdrsai (1997) hozték létre, melynek
vizsgélataval bizonyitottdk a miosztatin fehérje vdzizomzatban betoltott szerepét.

Meishan sertés miosztatin génjén indukaltak mutaciot 2015-ben cink-ujj nukleaz modszer-
rel. Szabalyos lefolyasu fejlodés és novekedés mellett, nagyobb izomtomeget és csokkent zsir fel-
halmozast figyeltek meg a miosztatin mutans allatokban a vad tipushoz képest. A homozigota null
mutans allatoknal dupla-izmolt fenotipust irtak le, mely a hiperplazia eredményeként 100%-kal
nagyobb izomtdmeget jelentett a kontroll egyedekhez viszonyitva. A miosztatin mutans sertések

20%-anal extra csigolya kialakulasat is detektaltak (Qian et al. 2015).

21



Ugyanebben az évben Wang Miosztatin muténs Kontroll

¢s munkatarsai is létrehoztak mio-
sztatin mutans sertést CRISPR/Cas9
technikaval. Az igy eléallitott mu-
tans allatokndl nyilvanvalo inter-

muszkularis barazdakat és megna-

gyobbodott nyelvméretet irtak Ile,
6. abra. Miosztatin hianyos és vad tipusu sertések.

mint dupla-izmolt fenotipus jegye- Az elsd ket képen piros kérrel kiemelve az intermuszkularis
. barazdak, ill. alatta a megnagyobbodott nyelv szindroma
ket (6. dbra) (Wang et al. 2015). Jjelensége lathato. (Wang et al. 2015 alapjan)

Mikozben folytak kisérlete-

Miosztatin gén
ink, mas csoportok is indukaltak mu-
taciot a nytl miosztatin génjén. Q. Lv _i;: oo rm—
¢s munkatarsai (2016) CRISPR/Cas9 e
rendszerrel hO Ztak létre mio SZtatin ACCTGTTTATGCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGGATCTA /35bp/ AGACGGGCTGTGTAATGCATGCACTTGGAGACAAAACA
sgRNS 1 PAM sgRNS 2 PAM

KO Uj-zélandi fehér nyulakat az els6

7. abra. CRISPR guideRNS és PAM szekvencidk a nyul

exonra egymastol 35 bp tavolsagra Lol © > ‘
miosztatin génjének elsé exonjara (Lv et al. 2016 alapjan)

tervezett két CRISPR guide RNS

egyiittes alkalmazasaval (7. abra). A 1étrehozott allatoknal genotipustol fliggden (hetero- vagy ho-
mozigota KO allat) kiilonb6zé mértékli szuperizmoltsagot figyeltek meg (8. abra.a.). Emellett két
honapos korban a heterozigota allatoknal is szignifikansan nagyobb testtomeget tapasztaltak a
kontrollhoz viszonyitva (8. dbra.b.) A miosztatin KO allatok nehézségeként ,,nagy utdd szindro-

mat” detektaltak, a megsziileté utodok nagy mérete ellési problémakhoz vezetett (Lv et al. 2016).

a. b
. 3
MSTN -/- MSTN +/- Kontroll 5 =~ MSTN +/- .
x -= Kontroll %
o 24
()
£
]
M
L
0 2 i 6 8
Hét

8. dbra. a. Miosztatin hianyos dallatok izmoltsaganak dsszehasonlitasa négy honapos korban. b.
Heterozigota és Kontroll dallatok testtomegének alakulasa sziiletéstol két honapos korig. (Lv et
al. 2016 alapjdn)
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R. Guo és kollégai (2016) miosztatin génkiiitott nyulat és kecskét is létrehoztak
CRISPR/Cas9 rendszerrel. A miosztatin KO nyul eléallitashoz a gén elsé és harmadik exonjara
terveztek sgRNS-eket. A sikeres embriotesztet kovetden a két sgRNS-t alakmaztak egyidejiileg,
illetve a harmadik exonra iranyul6t dnmagaban is, melyek eredményeként 34 megsziileto allatbol
24 utdd tartalmazott mutaciot a célzott génszakaszon. A miosztatin KO nyulak szignifikansan na-
gyobb sziiletési sullyal rendelkeztek, illetve a teljes testhez viszonyitva megnovekedett kvadri-
cepsz és bicepsz arany jellemezte 6ket. A megsziilet6 utddok 41,2%-anal miosztatin hianyhoz kot-
het6, megndvekedett nyelv szindromat figyeltek meg, mely a korai elhullas egyik oka lehetett (9.
abra). A miosztatin KO utédok korében meglepden magas ardnyban tortént halva sziiletés
(20,83%) ¢és gyenge kondiciobol fakadd korai elhullas (29,17%) is a kontroll esetekhez viszo-
nyitva.

Miosztatin KO

Kontroll

Normal nyelv Nagyobbodott nyelv

A EIE

9. abra. Kontroll és miosztatin génkiiitott nyulak nyelvméretének alakulasa. A miosztatin hianyos
dllatoknal néhany esetben megnovekedett nyelvméretet tapsztaltak, mely a korai elhullas egyik

oka lehetett. (Guo et al. 2016 alapjdin)

Ugyanezzel a genomszerkeszté technikaval kecskék mio-
Sztatin génjét is milkodésképtelenné tették. Itt a fejlodés és ndveke-
dés korai szakaszaban irtak le nagyobb testtdmeget a miosztatin
mutans kecskékben a kontroll allatokhoz viszonyitva (Guo et al.
2016).

Két évvel késébb Z. He és csoportja (2018) hozott 1étre
miosztatin KO kecskét CRISPR/Cas9 mikroinjektalassal. Amellett,

hogy az atlagos testtomeg-novekedés szignifikansan magasabb

. Lo ) ) 10. dbra. Miosztatin KO
volt a miosztatin hidnyos allatoknal, mint vad tipusu tarsaikndl  kecske (balra) és vad tipusii
tarsa (jobbra).

(He et al. 2018)

(10. abra), a génkiiitott allatok abnormalis cukor, zsir, és fehérje

metabolizmust mutattak.
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A tavalyi évben mar 16 embridkban is idéztek elé mutaciot CRISPR/Cas9 és testi sejtes-
klonozas alkalmazéasaval, mely technologia kifejlesztésével a sportban elonyos allélek eldallitasa,

precizios tenyésztési program is kialakitasra keriilhet (Moro et al. 2020).

2.2. TALEN rendszer a biotechnolégidaban

Az jgeneracios genomszerkesztd technoldgiak egyike, a 2010-t61 terjeddben 1évo TALEN
rendszer a cink-finger nukleaz (ZFN) technika ,,versenytarsaként” sziiletett. Specifikus helyen tor-
ténd DNS hasitast képes el6idézni a genomban, ezaltal az NHEJ (non-homologous end joining/
nem homoldg végek kapcsolodasa) és HDR (homology directed repair, homolog rekombinacio)
folyamatain keresztiil megvalosuld modositasok Iétrehozasara alkalmas (Sander et al. 2012). Al-
kalmazasaval konnyen generalhatunk inszerciokat és deléciokat az €él61ények genomjanak sepcifi-
kus helyén, ezaltal megvaltoztathatjuk a célzott gének miikodését.

A transzkripcids aktivator-szer effektor (TALE) egységet, mely alapvetden transzkripcios
faktorként mikodik novénypatogén Xanthomonas genus tagjaibol izolaltak elszor. A baktériu-
mok TAL effektora a I1l-as tipust szekrécids rendszeren keresztiil jut be a novényi sejtekbe, ahol
a genomi DNS-hez kétédve megvaltoztatja a sejtek transzkripcidjat a patogén baktériumok kolo-
nizacidjanak timogatasa érdekében (Boch and Bonas 2010).

A nagyon konzervalt TALE egység minden ismétlddése 33-35 aminosavbol all, melyek
felismerik az egyes nukleotidokat. Az utols6 ismétlddés csonka 20 aminosavbol allo un. fél ismét-
16dés. A DNS felismerés specificitasaért a 12. és 13 helyen 1évé aminosavak polimorfizmusa fe-
lelds, ezeket hivjak RVDk-nek (repeat variable di-residues) (Boch et al. 2009).

Négy ilyen altalanos RVD-t kiilonithetiink el, melyek a kiilonb6z6 nukleotidokat képesek
felismerni: a HD (hisztidin, aszpartamsav) a citozint ismeri fel, az NG (aszparagin, glicin) a timin-
hez ko6t6dik, az NI (aszparagin, izoleucin) az adeninhez kotédhet, az NN (aszparagin, aszparagin)
a guanint ismeri fel.

A TALE fehérje harom 6 részbdl tevddik Ossze: egy N-termindlis doménbdl, egy TALE
ismétlédéseket tartalmazo egységb6l és egy C terminalis részbdl (11. abra). Ehhez a kutatok Fokl
endonukleazt flizionaltattak, igy jott létre a TALE nukleaz (Li et al. 2011).

A Fokl endonukledz a DNS hasitasért felelds, de csak dimerként mitkodik. Ebb6l adodoan
a specifikus helyre iranyul6 TALE nukledzokat a DNS mindkét szalara kell tervezni atlagosan 12-
20 bp tavolsagra egymastol (Sun and Zhao 2013, Cade et al. 2012).
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11. abra. A TALEN fehérje komplex felépitése és miikodésének sematikus abraja. TALEN: Fokl
endonukleazhoz fuzionaltatott TALE reziduumok, ahol a Fokl endonukledz domén a DNS ket-
tosszalu hasitasat idezi el6. A sejt javito mechanizmusainak (NHEJ: nem homolog végek kapcso-
lodasa, HDR: homolog rekombindcio) készonhetoen dsszeillesztodik a két DNS szal, de olykor
mutdciok kialakuldsa is eldfordulhat. A fehérje komplex 12-13. helyen lévé RVD-i (repeat vari-
able di-residues) felelések az egyes nukleotidok felismeréséért. NLS: sejtmag lokalizdcios szignal
(Xiong et al. 2015 alapjan)

A ZFN rendszerhez képest egyszerlibb a specifikus helyre torténd tervezése, mert nem igé-
nyel magasszintli fehérjemérndki tudast, hagyomanyos molekularis bioldgiai laborokban is tervez-
hetd, O0sszerakhatd. Ezért tiint lehetségesnek, hogy a kutatasok f6 genomszerkeszté modszere ez
lesz, viszont a CRISPR/Cas rendszer megjelenése gyakorlatilag megallitotta elterjedését.

Ennek ellenére rovid idészak alatt szép szammal sziilettek publikaciok modell organizmu-
sok, ndvények, allatok, sejt alap modell-rendszerek eldallitdsarol, terapias alkalmazasokrol, me-
lyek TALEN genomszerkeszté technologiaval jottek Iétre (Liu et al. 2012, Wood et al. 2011,
Sander et al. 2012, Lei et al. 2012, Tesson et al. 2011, Carlson et al. 2012, Townsend et al. 2019,
Curtin et al. 2011, Hockemeyer et al. 2012).

A hazinyal genomjanak TALEN rendszerrel torténd sikeres modositasarol csak egy cikk
szamol be, melynek soran RAG-1 és RAG-2 génkiiitott allatokat hoztak 1étre (Song et al. 2013).
A RAG gének termékei enzimként rendkiviil fontos szerepet jaszanak a limfoid szovetekben. Ak-
tivaljak, vagy katalizaljak a V(D)J rekombinéci6 reakciot a korai stadiuma T és B sejtek érése
soran, melynek eredményeként antitestek/immunglobulinok széles repertoarja €s valtozatos T sejt
receptorok talalhatok meg a B és T sejtekben egyarant.
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A TALEN rendszer ebben a kisérletben hatékonyan miikodott, sikeresen hoztak Iétre
RAG-1 és RAG-2 génkiiitott nyulakat, melyek értékes modelljei a gyogyszer felfedezési-, fejlesz-
tési kisérleteknek, a transzlacios és az ssejt kutatasoknak. A RAG génkiiitott nyul elallitas ered-

ményeit az 1. tablazat szemlélteti.

1. tablazat: Osszefoglalas a RAG-1 és RAG-2 KO hazinyul létrehozds eredményérdl (Song et al.
2013 alapjan)

Anyak Célzott gén | Beiiltetett Megsziiletett | Modositott | Dupla KO
szama embridok utodok embriok utodok szama
szama szama (%) szama (%) | (%)

1 RAG-1 14 10 (71%) 9 (90%) 4 (40%)

2 RAG-1 14 7 (50%) 7 (100%) 6 (86%)

3 RAG-1 12 1 (8%) 1 (100%) 1 (100%)
Osszesen: 40 18 (45%) 17 (94%) 11 (61%)

1 RAG-2 12 4 (33%) 4 (100%) 4 (100%)

2 RAG-2 12 0 0 0
Osszesen: 24 4 (18%) 4 (100%) 4 (100%)

2.3. CRISPR/Cas rendszer (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

Az CRISPR/Cas elnevezés a clustered regularly interspaced short palindromic
repeats alapjan képzett betiiszobdl (Jansen et al. 2002), és a hozza kapcsolddd -CRISPR-associa-
ted- fehérje nevébdl ered.

A rendszert archeak ¢€s baktériumok adaptiv immunrendszereként irtdk le, mely védelmet
jelent a prokariotakat tamado idegen genetikai elemekkel szemben (Barrangou et al. 2007). Az
arechedk 83%-aban, a baktériumok 45%-4aban megtalalhatd ez a védekezési mechanizmus
(Barrangou and Marraffini 2014).

A napjainkig felfedezett CRISPR rendszerek €s hozzajuk kothetd gének a leglijabb rend-
szerezés alapjan két osztalyba, hat tipusba és 33 altipusba sorolhatok (Makarova et al. 2020). Az
elsd osztalyba azok a rendszerek tartoznak, melyek effektor modulja dsszetett Cas fehérjékbdl all.
A masodik osztaly tagjai, ahogy a CRISPR/Cas9 rendszer, csak egy multidoménnel rendelkezd
crRNS kot6 fehérjét tartalmaznak. Ezek a fehérjék kombinaljak a védekezd rendszer miikodéséhez
sziikséges Osszes aktivitast, emellett néhany varidnsuk szerepet jatszik a pre-CrRNS-ek érésében

(Makarova et al. 2020).
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2.3.1. A CRISPR/Cas rendszer felfedezése

Els6ként Y. Ishino és munkatarsai (1987) jegyeztek le Escherichia coli baktérium iap gén-
jében talalhatd ismétlddo palindrom szekvenciat, amelynek szerepe akkor még ismeretlen volt.
Hasonl6 szekvencia meglétérdl F. Mojica (1995) szamolt be Haloferax mediterranei és Haloferax
volcanii archeakban.

A 2000-es évek elején tobb kutatocsoport egymastol fliggetleniil kovetkeztetett ezen szek-
venciadk funkciojara, a CRISPR spacer szekvenciak €s bakteriofagok, archedkat timado virusok és
plazmidok szekvenciai kozott talalt homologia alapjan (Bolotin et al. 2005; Mojica et al. 2005;
Pourcel et al. 2005). Ezzel parhuzamosan, korabban leirt hipertermofil archeak specifikus DNS-
javitd enzim génjét (Makarova et al. 2002) azonositottak, mint CRISPR l6kusszal kapcsolatban
4llo cas gént (Jansen et al. 2002). Osszehasonlité genomikai vizsgalatok alapjan ugy vélték, hogy
a CRISPR és Cas fehérjék egyiittmiikodve a prokaridtak immunrendszerének szerepét toltik be a
fert6z6 virusokkal és plazmidokkal szemben (Makarova et al. 2006). Az elsé kisérletes felhaszna-
las 2007-ben tortént, mely szerint a CRISPR/Cas medialt immunités litikus fagokkal szemben je-
lentett védelmet Streptococcus thermophilus tejsav baktériumban (Barrangou et al. 2007). Ez volt
az egyik mérfoldkd, mely az Gtletet adta az ipari alkalmazasra, a baktérium kulturakban torténd
fagok elleni mesterséges védekezés elidézésére (Barrangou and Horvath 2012). A CRISPR/Cas
rendszer megismerése szadmos tovabbi apré 1épésen keresztiil valosult meg az évek folyaman, de
a biotechnologiai alkalmazas szamara az egyik legfontosabb felfedezést J. Doudna és E. Charpen-
tier tették. Bizonyitottak, hogy ez a programozhatd crRNS és az érési folyamatahoz elengedhetet-
len tracrRNS duplexe (Deltcheva et al. 2011) a DNS endonukleazzal egységet alkotva képes a
DNS hasitasara (Jinek et al. 2012). Ez olyan jelentéségt felfedezés volt, melyért J. Doudna és E.
Charpentier 2020-ban kémiai Nobel dijban részesiiltek. A masik fontos elérelépés a biotechnolo-
gia iranyaba F. Zhang nevéhez fiizodik, mely szerint a CRISPR/Cas rendszer alkalmas eukariotak
genomjanak multiplex szerkesztésére (Cong et al. 2013). Ett6] a ponttol kezdve a CRISPR/Cas
alapu technologia megéllithatatlanul fejlddik a komplikacioktol mentes, minden igényt kielégitd
genomeditalas elérésének iranyaba.

A manapsag hasznalatos CRISPR alapti genomeditalo modszerek a rendszerezés szerinti
masodik osztalyba tartozo mechanizmusok alapjan valosulnak meg. lde tartozik az elséként geno-

meditalasra hasznalt CRISPR/Cas9 rendszer és a szintén népszerii CRISPR/Cas12a technika.
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2.3.2. CRISPR/Cas rendszer miikodése prokariotakban

A baktériumokat, archedkat érd fag-, illetve virus-fertdzéskor a genomban taldlhato
CRISPR l6kuszrol pre-CRISPR RNS-ek fejez6dnek ki, melyek érési az folyamatuk soran, illetve
utan kolcsonhatasba 1épnek ugynevezett cas (CRISPR associated) génekrdl atirodo fehérjékkel. A
keletkez6 RNS-fehérje komplexek képesek a sejtbe jutd DNS fagok orokitdanyagahoz kapcso-
16dni és degradalni azokat, ezaltal megakadalyozni a virusok/fAgok okozta karos folyamatokat
(Marraffini and Sontheimer 2008). A virus-tamadasok soran az idegen 6rokitéanyag szakaszai a
batérium CRISPR lokuszanak tn. spacer szekvenciaiba épiilhetnek, melyek a kovetkezd fertézés-
kor kialakulo RNS alapti védekezés kiindulopontjaul szolgalhatnak (Andersson and Banfield
2008). A CRISPR/Cas9 rendszer esszencialis eleme a tracrRNS, mely a crRNS ribonukleaz III, és
Cas9 altali érési folyamathoz sziikséges (Deltcheva et al. 2011). A prokaridtakban kialakult
CRISPR rendszer miikddésének folyamata a 12. abran lathato.

Virus DNS

Spacerek Palindrom )
P szekvenciak
Adaptacio ‘t \ / l S
tracrRNS Cas gének Iranyito l

l / szekvencia

Pre-crRNS

tracrRNS
’ u m
Cas9 fehérje : .l . ‘ I

® -

Virus DNS

j Hasitas

12. abra. A baktériumokban, archedkban taldalhato CRISPR/Cas9 rendszer sematikus il-
lusztracidja. A prokariota sejtbe aramlo virus DNS feldarabolddik, majd a CRISPR [I6kusz pa-
lindrom szekvenciai kézé épiilve a spacer szekvencidkat alkotja. A kévetkezo fertozés alkalmaval
ezekrol a DNS szakaszokrol pre-CrRNS-ek irodnak at, melyek tracrRNS, Cas9, RNazIII altal elo-
segitett érési folyamat utan a védekezés alapjaul szolgal. Az érett crRNS:Cas9 fehérje komplex
képes a virus DNS-ét felismerni, kapcsolodni hozza, és degradalni azt, ezaltal megvédeni a sejtet
a virus okozta karosodastol. (Hryhorowicz et al. 2017 alapjan)

Biogenezis

Interferencia
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2.3.3. CRISPR/Cas rendszer a biotechnologiaban

A CRISPR/Cas rendszer mara mar az egyik legelterjedtebb génszerkeszté eszkdz, mely
lehetdvé teszi prokariotak és eukariotak genomjanak gyors, hatékony és helyspecifikus modosita-
sat (Jinek et al. 2012, Cong et al. 2013).

A biotechnologia tobbnyire optimalizalt CRISPR/Cas rendszert alkalmaz genommodosi-
tasra, mely két komponensbdl tevodik 6ssze. Egy specifikus helyre tervezett, crRNS (CRISPR
RNS) és tracrRNS (trans-activating RNS) fizi6jabol 1étrejove sgRNS-bol (single guide RNS), il-
letve egy nem specifikus CRISPR-hez kapcsolt Cas endonukleazbol. Jinek és munkatarsai 2012-
ben leirtak, hogy a tracrRNS:crRNS kiméra RNS hasznalataval is eldidézhetd DNS hasitas. Ez az
RNS forma sokkal konnyebben kezelhetd a genomszerkesztési eljarasok soran, mint a kiilonallo
RNS egységek, ezért villamgyorsan biotechnologiai alkalmazéasba kertilt.

A legelterjedtebb rendszerhez kapcsolt endonukleaz a Cas9 fehérje, de napjainkra a
Casl2a-val (vagy Cpfl) mik6dé CRISPR rendszerek is széleskorben elérhetéek (Zetsche et al.
2016).

A biotechnoldgiai alkalmazasok korében legtobbszor alkalmazott Streptococcus pyogenes-
bél izolalt SpCas9 egy HNH és RuvC hasité doménekkel rendelkezé endonukleaz (Makarova et
al. 2006). A multifunkcionalis fehérje a DNS meghatarozott, guanin gazdag an. PAM (protospacer
adjacent motif) szekvencidjat (NGG) ismeri fel. A sgRNS altal iranyitott Cas9 endonukleaz kettds-
szali DNS hasitast tesz lehet6vé a crRNS-el komplementer DNS szekvencian (Jinek et al. 2012).
Az eléidézett hasitas a PAM szekvenciatol harom nukleotid tavolsagra, downstream irdnyba tor-
ténik, és tompa DNS véget eredményez. Ahogy a 13. dbra is mutatja, a DNS torés NHEJ és HDR
mechanizmusokon keresztiil kertilhet kijavitasra. A DNS két vége Gjra 0sszeillesztodik, de a javitd
folyamatok nem mindig miikddnek tokéletesen, igy inszerciok, deléciok alakulhatnak ki. A HDR-
en keresztiil zaljo editalas lehetové teszi idegen DNS fragmentek adott helyre torténd beillesztését
is. Ezt ugy érhetjiik el, hogyha a genomszerkeszt6 eszkozzel egyidejilleg donor DNS-t is bejutta-

tunk a médositani kivant ¢l61énybe.
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13. dbra. CRISPR/Cas9 rendszer medialt génszerkesztés folyamata. A sgRNS/Cas9 ribo-
nukleoprotein komplex a DNS kettds szdlu hasitdsat eredményezi a PAM szekvenciatol 3 bazis-
parnyira. A DNS torés javitasa a nem homoldg végek kapcsoloddisaval (NHEJ) és a homolog re-
kombindcio (HDR) alapjan torténhet, melyek inszerciokat és delécidkat (indel), illetve donor
DNS hozzdadasdval génbevitelt eredményezhetnek. (Cribbs and Perera, 2017 alapjdn)

Egyszerliségének és flexibilitdsanak koszonhetden alkalmazasi teriilete igen széleskorti.
Népszerti modszerré valt a sejtvonal modellek fejlesztésénél, betegségek mechanizmusainak fel-
tarasanal, betegség célpontok azonositasanal, transzgénikus novények, génmodositott allatok elo-
allitasanal, transzkripcios modositasoknal, specifikus genomi lokuszok jelolésénél (Doudna and
Charpentier 2014). Génterapias felhasznalasban rejlé potencialja is egyre nagyobb hangsulyt kap
(Xu and Li 2020, Li et al. 2020, Gao et al. 2020).

A modszer lehetséges felhasznalasi korét tovabb ndveli az endonukledz aktiv centrumainak
modositasaival eléallitott, szerkesztett Cas9 alkalmazasanak lehetdsége. A Cas9 fehérje egyik ak-

tiv centrumanak (HNH vagy RuvC) mutagenezisével nikaz aktivitasi endonukleaz generalhato,

mig mindkét aktiv centrum elrontasaval pedig tigynevezett dCas9 (dead Cas9) hozhato 1étre (Jinek

sel egylitt egyszala DNS hasitast eredményez. Ez a tulajdonsag nagyobb DNS szakaszok kivaga-
sara kivaloan alkalmazhat6. Ezt az eredményt meghatarozott tavolsagra irdnyuld mindkét DNS
szalra tervezett sgRNS-ek koinjektalasaval lehet megvaldsitani, melynek eredményeként 1épcsds
véggel rendelkezd DNS szalak keletkeznek bizonyos méretli DNS szakasz kiesése mellett (14.
abra). Ez a hasitasi mod a DNS bevitel szempontjabdl is elényds, hiszen donor DNS egyidejt
bejuttatdsaval konnyedén eldidézhetiink HDR altal kozvetitett beépiiléses mutaciot, specifikus

helyre torténd génbevitelt. A sgRNS-hez kapcsolt endonukledz aktivitas nélkiili dCas9 fehérjéhez
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mas funkcidval bir6 effektor fehérjét is lehet fuzionaltatni, melynek kdvetkeztében szamos, speci-
fikus helyre iranyulo alkalmazasi lehetdség valosulhat meg, példaul aktivalas, represszalas, ligand-

fliggd aktivalas, metilalas (Anzalone et al. 2020).

A Cas9 Cas9 D10A nikaz Cas9 H840A nikaz
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14. abra. CRISPR/Cas rendszer nikaz aktivitasu Cas9 feherjével. a. Kizarolag a HNH
(Cas9D10A nikaz) vagy RuvC (Cas9H840A nikaz) mitkodése esetén csak egyszalu hasitas kelet-
kezik a DNS molekulan. Igy a nikdz aktivitasii Cas9 két sgRNS-sel valé alkalmazdsa esetén lép-
csos végii DNS hasitds jon létre. b. Az endonukledz funkcio nélkiili dCas9-hez kapcsolt effektor

molekulaval specifikus helyen torténé gének aktivacioja, leszabalyozasa, specifikus jeldlése,
epigenetikai modositasok létrehozasa tortéenhet. (Doudna and Charpentier, 2014 alapjan)

A CRISPR rendszerhez kapcsolt effektor alapt kutatasok témaja szerteagazo, példaul le-
hetséges endogén fehérjék fluoreszcens jelolése human pluripotens dssejtekben (Sharma et al.
2018) vagy specifikus bazis szerkesztés éleszt6kben (Satomura et al. 2017). A biotechnologiai
cégek is alkalmazkodtak a kutatoi igényekhez, igyhogy mar kész formaban is lehet vasarolni pél-
daul GFP-vel ellatott Cas9-et, mely a megkonnyitheti a riportergénnel vald specifikus jelolési
munkakat (Lackner et al. 2015).

Ezzel a modszerrel szamos cél elérhetdveé valt a kiilonbdzd bioldgiai kutatdsok, orvosi me-
dicina, biotechnologia, mezégazdasag teriiletén, igy mint a DNS delécid, inszercio, DNS athelye-
z6dés, DNS modositas elidézése, DNS jelolés, transzkripcids modulacio, RNS targetalas stb.
(Doudna and Charpentier 2014).
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Megannyi génmodositott allat (Wang et al. 2015; Guo et al. 2016; Song et al. 2016; He et
al. 2018), novény (Miao et al. 2013, Pyott et al. 2016, Belhaj et al. 2015) 1étrehozasa valdsulhatott
meg e modszer segitségével, illetve a nagy port kavardé human embridban térténd génmodositasra
is sor kertilhetett e technika alkalmazasaval (Liang et al. 2015).

A CRISPR/Cas rendszer szamos elénye mellett meg kell emliteni, hogy - mint minden
rendszernek-, akadnak felhasznalast korlatozo tulajdonsagai. A legvitatottabb kérdés, mint limi-
talo tényezo a specificitds, azaz a nem célzott DNS szakaszon eldidézett mutagenezis jelensége,
az ugynevezett ,,off-target”hatas (Cho et al. 2014). Emellett PAM szekvencia igénye is meghata-
rozza specifikus helyre torténd tervezésének lehetoségeit (Shah et al. 2013).

2.4. Lentivirus alapu transzegenzis
2.4.1. Lentivirusok dltalanos bemutatdasa

A lentivirusok a retrovirusok népes csaladjaba tartozo burokkal rendelkez6 RNS-virusok.
Reverz transzkriptadz enzimiik segitségével orokitdanyagukrol (RNS) DNS-t szintetizalnak, mely
képes a gazdasejt genomjaba véletlenszeriien integraldodni. A beépiilt viralis DNS befolyasolja a
gazdasejt transzkripcids €s transzlacidos folyamatait, fertézOképes virusok eléallitasat idézi el
(Gil-Farina and Schmidt 2016).

A lentivirusok altalanos felépitése all egy burokbodl, ami a gazdasejt membranjabol, illetve
az env gén altal kodolt GP41 transzmembran, ¢s GP120 glikoproteinekbdl. Ezek a fehérjék fele-
16sek a burok ill. a virus specificitasaért. A burkon beliil megtalalhat6 a gag cisztron altal kodolt
strukturfehérjékbol felépiilé kapszid, illetve a pol génrdl ir6dé virus specifikus reverz transzkrip-
taz, integraz és proteaz fehérjék (Spirin et al. 2008). A reverz transzkriptaz enzim felel6s az egy-
szali RNS genom duplaszala DNS-re val6 forditasaért. A kapszid emellett tartalmaz néhany sza-
balyoz6 fehérjét, és tRNS-t, ami a provirus atirdsaban primerként jatszik szerepet. A provirus gén-
jeit 57 és 3’ iranyban LTR-ek (Long Terminal Repeat) hataroljal, melynek ismétlod6 szekvencia-
iban kapnak helyet a szabalyozo elemek (cis-acting elements). Az LTR-ek fontos részei a provirus
integraciojahoz elengedhetetlen ATT ismétlédések, valamint egy enhancer elem és egy promoter
egység. Az 5° LTR utén talalhaté még a PBS (primer binding site) és a W szekvencia, mint 1énye-
ges funkcionalis szakasz. A ¥ szekvencia a virdlis RNS dimerizaciojaért és a virus 6sszepakolodas
inicializasaért felel. Az utolsd szabalyozd elem egy purin-gazdag régio, amely a kiegészitd szal
megirasakor jatszik szerepet (Spirin et al. 2008). Az 6sszeszerelddott provirus a gazdasejtben funk-
cionalis transzkripcios egységként miikodik, a sajat szabalyozo6 szekvencidi segitségével a gazda-

sejt transzkripcids rendszerét hasznalja a virus fehérjék termeltetésére.
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2.4.2. Lentivirusok a biotechnolégidban

A lentivirusok gazdasejtbe vald bejutdsanak, és a virdlis DNS gazdagenomba torténd in-

tegralasanak képessége teszi lehetdvé a rendszer transzgenezisben valéd alkalmazasat, stabil transz-

gén expresszio 1étrehozasat (Liu and Soper, 2009). A lentivirus vektorok hasznalataval hatékonyan

lehet a sejtek, szovetek széles spektrumaba (példaul nem o0sztddo sejtekbe, dssejtekbe) (Ye et al.

2014) transzgént bejuttatni, és génmodositott sejtvonalakat, él6lényeket eléallitani (Hiripi et al.

2010).

A biotechnologiaban hasznalatos len-
tivirus alalpu génbeviteli rendszerek harom
vektorbol tevédnek Ossze: egy olyan plaz-
midbol, mely tartalmazza a virus LTR régioi
kozé klonozott, megfeleld promodter moge
épitett transzgént, egy Osszeszereld plazmid-
bol, mely a vektor dsszeépitéséhez sziikséges
fehérjéket kodolja (gag, pol), és egy burok-
fehérjét (env) kodolo plazmidbol (Dull et al.
1998). Az Gsszeszerel6 plazmid szekvenciai
koziil hidnyoznak azok a szignalok, amik az
uj virusok kialakulasat segitik el6. A burok-
fehérje gén pedig altalaban egy heterolog vi-
rusbol szarmazik: VSV-G (vesicular stoma-
titis virus G) glikoprotein env génje, vagy az
MLV (murine leukemia virus) burokfehérje
génje. Ezeket a vektorokat un. 6sszepakold
sejtvonalba ko-transzfektaljak, majd az 6sz-
szeallt virust a sejtekbdl kitisztitjak, titeriiket
dusitassal beallitjak. Az 6sszepakolt vektor a

HIV-t61 eltérd burokfehérje kovetkeztében

Lentivirus genom m m m
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15. dbra. Lentivirus alapu transzgenezis. A lentivi-
rus génbeviteli rendszer a lentivirus genom szétva-
lasztasaval kialakitott 3 plazmid vektorbol épiil
fel: az integralni kivant DNS-t, szabadlyozo elemeit
és az LTR hatarolo régiokat tartalmazo vektor
plazmidbol; a virus Osszeszereléséhez sziikséges
géneket (gag, pol) kodolo un. pakolo plazmidbol;
és a burokfehérje (env) genetikai kodjat tartal-
mazo ,,burok” plazmidbdl. Sejtvonalba tértend
transzfektalas, és dusitds utan a kialakitott vekto-
rok alkalmasak sejtvonalakba, illetve embriokba
valo bejutattasra. (Park, 2007 alapjan)

nem csak T-sejtek, hanem egyéb sejtvonalak, embridk fert6zésére is képes. A lentivirus vektor

rendszer bemutatasa a 15. abran lathato.

A transzgénikus allatok eléallitasa soran az igy elkésziilt lentivirusokat az embriok perivi-

tellinéris terébe injektaljak. A virus burokfehérjéje felismeri a sejtmembrant, és dsszeolvad vele,
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igy a kapszid a citoplazmaba jut. A viralis RNS a virus reverz transzkriptdz enzimének segitségé-
vel atirodik DNS-sé. A DNS-RNS duplex szétvalasa utan a keletkezett egyszala DNS kétszaluva
alakul. Ezeket a folyamatokat mind a reverz transzkriptdz segiti eld6 RNS-fliggd DNS polimeraz,
DNS-fliggé DNS polimeraz, és RNaz H aktivitasa révén. A 1étrejott DNS szakasz a sejtmagba jut,
integralodik a genomba, majd a szabalyozo elemek iranyitasaval, az embri6 enzimkészletének fel-
hasznalasaval megvalosul a transzgén expresszidja.

A lentivirus vektor rendszer a hatékonysaganak és biztonsaganak ndvelése érdekében sok
fejlesztésen ment keresztiil (Dull et al. 1998). Megkiilonboztethetiink els6, masodik és harmadik
generacios lentivirus vektorokat. Az elsé generacios HIV-1 alapu vektorok minden virdlis gént
tartalmaztak a burokfehérje génjén kiviil (Naldini et al. 1996). A masodik generacids vektorokbol
mar tobb gén hianyzik, a harmadik generacios lentivirus vektorok pedig mar csak a gag, pol és rev
géneket kodoljak. Megkiilonboztetiink tigynevezett SIN (self-inactivating) vektorokat, ahol a vi-
ralis enhancer és promoter szekvencidk hidnyoznak, vagy delécidkat tartalmaznak, igy csokken az
onkogének aktivaciojanak lehetosége (Zufferey et al. 1998). Ezen konstukcidk altalaban egy kons-
titutiv promotert tartalmaznak, pl. a human citomegalovirus promdtere (CMV) vagy a csirke béta
aktin és CMV promoterekbdl mesterségesen létrehozott CAG promoter (Miyoshi et al. 1998). Le-
het6ség van szovetspecifikus promoéterek alkalmazasara is, de ezek a szabalyoz6 elemek nem min-
dig tesznek lehetévé megfeleld szintli transzgén expressziot, igy ,.er6s” promoterek (pl. CAG)
hasznalata ajanlott, melyek stabil génkifejezodést biztositanak.

A harom kiilon plazmid alkalmazasa és a plazmidok szekvenciai kozotti elenyész6 hason-
l16sag biztositja a varatlan rekombinacios események alacsony gyakorisagat az 6sszeallitasi folya-
mat soran. Az Osszepakold sejtvonalban lejatszodo tranziens expresszio eredményként olyan
transzfer vektorok jonnek létre, amelyek képesek bejutni 0szt6dd és nem o0sztdédod sejtekbe egy-
arant, és ott a meglévd enzimkészletiik segitségével a transzgént képesek integralni a gazdasejt
genomjaba (Naldini et al. 1996).

A lentivirusokkal torténd transzgenezis az elmult évtizedekben szdmos mezdgazdasagi,
farmakoldgiai és human génterapias felhasznalas soran nyujtott segitséget génbeviteli feladatok
elvégzéséhez (Hofmann et al. 2003, Spencer et al. 2011, Milone and O’Doherty 2018).

Ez a mddszer, mint génbeviteli technika, alkalmas kiilonb6zd transzgénikus allatok eléal-
litasara is. A transzgenezisben torténd hasznalatanak nagy elonye, hogy a lentivirus partikulumok
bejuttatdsa nem az embrid sejtmagjaba torténik, hanem a perivitellinaris térbe. Ezaltal elkertilhetd
az embrid injektalassal jard esetleges roncsolasa (Hiripi et al. 2010).

A rendszer kevésbé elonyds tulajdonsaga, hogy a transzgén genomba torténd beépiilése

bizonyos szamu sejtosztodas utan torténik meg, igy nem minden sejt tartalmazza az integralodott
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szakaszt. Ennek kovetkeztében a transzgén eléfordulasaban, kifejez6désében egyedenként eltérd
mértékii mozaikossagot lehet megfigyelni (Hofmann et al. 2006).

A lentivirus alapl transzgenezis masik hatranya lehet, hogy beépiild génrél nem minden
esetben expresszolodik fehérje, aminek hatterében a transzkripcids, vagy epigenetikai csendesités
folyamata all (Hino et al. 2004).

Ezen tulajdonsagok figyelembevételével, a lentivirus alapa génbeviteli eljaras, még mindig
egy igéretes lehetdség génmodositott €l61ények elballitasara. Kisérleteink soran az extraembrio-
nalis szovet-specifikus génexpresszio létrehozasanak lehetdsége miatt valasztottuk ezt a modszert
placenta-specifikus nyulmodell eléallitasara.

Megfigyelték, hogy a blasztociszta stadiumi embriok lentivirus vektorokkal valo injekta-
lasa soran a virus részecskék csak a trofektoderma sejtekbe jutottak be, a belsé sejtcsomd (ICM)
sejtjeibe nem. A trofektoderma sejtjeibél alakulnak ki az extraemrionalis szovetek, a bels6 sejt-
csomobol pedig az embrid szovetei jonnek 1étre. A lentivirusok ICM-be vald bejutasat megakada-
lyozva a trofektoderma sejtréteg hatékony barrierként mikodik, mely lehetévé teszi a trofoblaszt-
specifikus génbevitelt, a kés6bbi fejlédési stadiumokban az extraembrionalis szovet-specifikus

transzgén expressziot (Okada et al. 2007).

2.4.3. Lentivirus vektorokkal torténé placenta-specifikus géntranszfer

A placenta metabolizmusaban szerepet jatszo fehérjéket kodold gének konnyen vizsgalha-
tok lentivirus alapu géntranszfer segitségével. A sziikséges modszerek szamos apro 1épésben ke-
riiltek kifejlesztésre az évek folyaman, melyek eredményeként a trofoblaszt-specifikus genetikai
modositasok lehetdsége széles skalan valosulhat meg.

Az els6 placenta-specifikus génmanipulaci6 GFP-t tartalmazo lentivirus vektor rézuszma-
kako (Macaca mulatta) blasztocisztaba torténd injektalasaval tortént 2001-ben (Wolfgang et al.
2001). Hasonlo kisérletet végeztek egérben, trofektoderma és ,,leszarmazottainak” szelektiv lenti-
virus-transzdukci6javal (Malashicheva et al. 2007). A placenta diszfunkcidjanak és az embrionalis
letalitas részletesebb megértésére iranyuld kutatds alkalmaval egérben végrehajtott lentivirus vek-
torokkal torténd trofoblaszt-specifikus géntranszferrél szamoltak be. Ennek soran Ets2-, Mapk14-
¢s Mapk1-hianyos egereket mentettek meg az embrid-letalitastol (Okada et al. 2007). Ezek mind
olyan gének, melyek hidnyaban a placenta nem fejlédik megfelelden, és emiatt a magzat is elpusz-
tul. Ezek a génhibak emberben is hasonld problémakat okoznak. Nemcsak overexpressziot, hanem
expresszi6 csokkenést is sikeriilt placenta-specifikusan kialakitani. GFP placenta-specifikus lesza-

balyozasat végezték el shRNS (short hairpin RNS, rovid hajtii RNS) konstrukcidval patkanyban,
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ahol a lentivirus medialt shRNS transzfer hatékonyan valtoztatta meg a GFP expresziot (Lee et al.
aktivaciojarol Morioka és munkatarsai publikaltak (Morioka et al. 2009). Tetraciklin altal el6idé-
zett atmenetileg indukalhato placenta expressziot 2012-ben irtak le (Fan et al. 2012). A placenta-
specifikus génexpresszié nem invaziv monitorozasa is szintén megoldott specialis miiszerek segit-
ségével (Fan et al. 2011).

Az elmult évtizedben a nukleaz technologiak széleskori elterjedését megelézden, a fentebb
emlitett technikai fejlesztések eredményeként mindennapossa valt gének funkcidjanak tanulma-
nyozasa ragcsalokban lentivirus alapu trofoblaszt-specifikus géntranszferrel. Szdmos publikacio
szliletett a témaban, példaul a trofoblaszt sejtek onmegujuld képességeét befolyasolo Ets2 gén funk-
cidjanak vizsgalatarol, a terhességhez kothetd preeclapmsia sordn szerepet jatszo anti-angiogén
faktorok szerepének tisztazasarol, a Prion és Shadoo fehérjék feladatanak tanulmanyozasarol egér
embrionalis fejlédés sordn, illetve a FOS-szerl antigén-1 placentafejlédésben betdltott szerepének
felderitésérél (Odiatis and Georgiades, 2010; Kumasawa et al. 2011; Passet et al. 2012; Zhou et
al. 2013; Kubota et al. 2015; Zhang et al. 2015).

A kiilonboz06 gének placentahoz kdthetd szerepének megértésére iranyuld vizsgalatok sora
szinte végtelen. Amellett, hogy az egyes gének, fehérjék feladatanak tisztazasaban segithet a leni-
virus alapu trofoblaszt—specifikus géntranszfer, a placenta betegségeinek, rendellenességeinek
vizsgalataban is szerepet kaphat. P¢éldaul a placenta beagyazodasi rendellenességeinek, a HELLP
(haemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count) szindroma, vagy a preeclampsia (terhes-
ségi magas vérnyomas) folyamatainak részletesebb megismerésében lehetne alkalmazni. Labora-
toriumunk a placenta miikodésében szerepet jatszo miosztatin feladatanak pontosabb megértésére
iranyuloan kivan Iépést tenni, ezért is dolgoztunk ki az extraecmbrionalis szovet-specifikus transz-

génbeviteli rendszert nyulban.
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2.5. Mikroinjektalas

A mikroinjektalas/mikromanipulalas tobb
mint 100 éves multra tekint vissza. A sziikéges L
L = ' 5

eszk6zO0k nagy fejlodésen mentek keresztiil az

évek folyaman, de altalanosan elmondhatjuk, hogy -
a mikroinjektalas elengedhetetlen kellékei a jo mi- '

ndségli mikroszkop (interferencia optikaval el-

16. abra. Mikromanpulaldshoz sziikséges
eszkozpark. (Hiripi LaszIo)

latott inverz mikorszkop), a sejtek megtartasara
szolgalo tartd-, illetve az injektalando anyag be-
juttatasara hasznalt szuro kapillaris. A kapillarisokhoz kapcsolt manipulator karok segitik a mik-
roszkop alatti pontos mandverezést a sejtekkel, injektalando oldattal (16. abra).

Az els6 mikromanipulalas M. Barber nevéhez flizddik (1904), aki tivegkapillaris pipettaval
felszivott baktérium sejteket juttatott novényi sejtekbe és protozoonokba juttatott, igy vizsgalni
tudta a fert6zott szervezetekben lezajlo hatdsokat. A manapsag hasznalt mikromanipulacidos/mik-
roinjektald technikak kifejlesztése szamos Iépésen keresztiil valosult meg, a tovabbiakban csak a
legfontosabb mérfoldkoveket emliteném. Az elsé egér petesejt mikroinjektalasa (y-globulinnal)
1966-ban tortént, az elsé egér blasztociszta injektalasra 1974-ben keriilt sor (Lin 1966, Jaenisch
and Mintz 1974). A transzgenezisben legjelentésebb technikak kozé sorolhatjuk a pronuklearis
mikroinjektalast, melynek soran linearis DNS injektalunk az egysejtes embriok elomagjaba. Az
els6é pronukleuszba torténd injektalas J. W. Gordon nevéhez fiizédik (1980), aki rekombinans plaz-
midot juttatott egér embriok eldmagjaba. Kovetkezo évben hoztak 1étre az elsd transzgénikus ege-
reket ezzel a technikaval (Costantini and Lacy 1981, Gordon and Ruddle 1981, Brinster et al.
1981). Az els6 kiméra egerek létrehozasal987-ben tortént, melynek soran blasztociszta stadiumu
egér embrioba injektaltak pluripotens Ossejteket (Thomas and Capecchi 1987). Az in vitro fertili-
zacios eljarasok egyik alappilérét az intracitoplazmatikus spermium injektalast (ICSI) 1996-ban
fejlesztették ki, melynek soran egyetlen spermiumot injektalnak a petesejt citoplazmajba. Ezt ab-
ban az esetben alkalmazzak, amikor a spermiumok valamilyen oknal fogva nem tudjak megtermé-
kenyiteni a petesejtet (Palermo et al. 1992). A nagy port kavaré elsé emlds testi sejtes klonozasra
(SCNT) 1996-ban keriilt sor, melynek soran juh petesejtbdl eltavolitottak a sejtmagot, és szomati-
kus sejtet injektaltak a helyére, ennek eredményeként sziiletett meg Dolly (Wilmut et al. 1997).
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Az allatok transzgenezisénk egyik legfontosabb lé- Elémagba torténd injektalas
Injektalé yapilla'ris

RGUIT™NN

pése a mikroinjektalas, melynek célja idegen DNS embri- .~
kapillaris | g
6ba vald bejuttatasa. Ennek modja azonban fligg az alkal- ' o

Elémag

DNS fragment

Z‘ona pellucida
mazott transzgénikus eljarastol (17. abra). Pronukleusz
Perivitellinaris térbe torténd injektalas

mikroinjektalassal (PNI) linearis DNS szakaszt juttatha-

tunk az embriok elémagjaba, ami passziv modon épiilhet ‘ O’ Lentivirus

be a genomba. Transzpozon alapi génbeviteli rendszer

Citoplazmaba torténd injektalas

esetén is az eldmagba torténik a mikroinjektalas. Citoplaz- P .

matikus embrié mikroinjetalast (CPI) végziink nukleaz ‘ Gikularis DNS-ek
technikak alkalmazasa soran, miszerint mRNS formaban
juttatjuk a genomszerkeszté rendszerek (ZFN, TALEN, 17 sp00 Elom agba t6r1éné, perivitel-
CRISPR/Cas) alkotoelemeit a zigbta citoplazmajaba, Az~ [indris térbe torténd és citoplazmati-

kus mikroinjektalds. (Garrels et al.
MRNS-ek a riboszomakon fehérjévé transzlalodnak, 2012 alapjin)
majd a nuklearis lokalizacios szignal (NLS) segitségével
a sejtmagba jutva elvégzik feladatukat. A CPI elénye, hogy az embi6 szerkezete kevésbé roncso-
l6dik a pronuklearis injektalashoz képest, igy magasabb, mikroinjektalast karosodas nélkiil taléld
zigbdta aranyt érhetiink el vele. A harmadik mod az injektald oldat perivitellinaris térbe torténd
juttatasa, melyet a virus alapu transzgénikus technikak esetén alkalmazunk. Ez az injektalasi mod

roncsolja legkevésbé az embriodkat, itt csak a virdlis rendszer jelenthet némi kockazatot a transz-

genezisben.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. TALEN konstrukciok

A genomszerkesztési eljarasoknal elengedhetetlen a megcélozni kivant szekvenciak pontos
ismerete, igy munkamat a vizsgalatban résztvevd allatok miosztatin génjén talalhatdé SNP-k
(Single Nucleotide Polymorphism) sziirésével kezdtem. A donor allatok PCR-rel felsokszorositott,
megvaltoztatni kivant génszakaszat szekvencia analizissel megvizsgaltam. Szerencsére a kisérleti
allataink genetikai allomanya nem tartalmazott polimorfizmust a vizsgalt szekvenciaknal az adat-

bankban talalhaté referencia genomhoz (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100125998) képest.

A polimorfizmusok ellendrzéséhez a melléklet 1. tablazataban talalhaté primerparokat hasznaltam.

A kisérletek kezdetekor az akkoriban eldtérbe keriild TALEN modszert kezdtem alkal-
mazni génkiiitott nyulak eléallitasara. Elsé megkozelitésként a Cellectis Bioresearch cégt6l ren-
delt, plazmid formaban érkez6 TALEN parokkal dolgoztam, melyek a hazinytl miosztatin génjé-
nek 18. abran lathato szekvenciaira iranyultak. A TALEN célszekvenciak 88 bp tavolsagra helyez-

kedtek el egymastol az elsé exonon. Szekvencidikat a 18. dbra mutatja be.

640 és 641 jelolési TALEN parok szekvenciaja
ATGCAAAAACTGCAAATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATCGTGGCTGGCCCAG-
TGGATCTAAATGAAAACAGTGAGCAAAAAGAAAATGTGGAAAAAGACGGGCT

642 és 643 jelolési TALEN parok szekvenciaja
TGAGCAAAAAGAAAATGTGGAAAAAGACGGGCTGTGTAATGCAT-
GCACTTGGAGACAAAACAGTAAATATTCAAGAATAGAAGCCATAAAGATTCAAATCCTCAGTAAA

18. dbra. A TALEN konstrukciok elhelyezkedése a miosztatin gén elsé exonjan. kek: bal oldali
TALEN DNS kot szekvencia, piros: jobb oldali TALEN DNS kétd szekvencia

A megrendelt TALEN parok kiilon plazmidon helyezkedtek el. Ugyanolyan vektor
alapfelépités mellett (melléklet 1. abra) a bal egység tartalmazott egy sejtmagi lokalizacios szignalt
(NLS) és egy HA epitopot, mig a jobb TALEN egység rendelkezett ugyanigy egy sejtmag lokali-
zacios szignallal és egy S jeloléssel az N terminalis egység elején. A plazmidokat Scal enzimmel
hasitottam, majd fenol-kloforomos tisztitast koveten MMESSAGE mMACHINE® T7 Transz-
kripcios Kit segitségével in vitro transzkriptumot készitettem az egyes TALE egységekbol. Az
elkésziilt mRNS-eket (messenger/hirvivé RNS) fenol-kloroformos modszerrel tisztitottam, majd

injektalo pufferrel higitottam a kivant koncentraciora (~20 ng/ul).
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Miutan ezen gyari konstrukciok alkalmazasa nem eredményezett sikeres transzgene-
zist az in vivo kisérletekben, uj TALEN parokat terveztem, melyeket magam allitottam 6ssze Gol-
den Gate TALEN and TAL Effector Kit 2.0 (Addgene) segitségével. A konstrukciok tervezéséhez
a Cornell University TALEN Targeter feliiletét hasznaltam (melléklet: Web 1). Az eredményként
kiadott lehetdségek koziil kivalasztottam két lehetséges szekvenciat, majd Golden Gate TALEN
and TAL Effector Kit alkalmazasaval a gyarto utasitasait (https://www.addgene.org/static/cms/fi-
ler_public/98/5a/985a6117-7490-4001-8f6a-24b2cf7b005b/golden_gate talen_assembly v7.pdf)
kovetve dsszeallitottam az embriok mikroinjetalasara alkalmas konstrukciokat (melléklet 2. abra).

Azonban, mire kiprobalasra keriilhettek volna in vivo rendszerben az ijabb TALEN
konstrukcidk, egy sokkal hatékonyabb, gyorsabb €s biztosabb sikerrel kecsegtetd genom szerkesz-
tési modszert fejlesztettek ki a molekularis biologiaban, melyet alkalmam volt megismerni, és 6sz-
szeallitasat elsajatitani Prof. Dr. Angelika E. Schnieke laboratoériumaban. Ez volt a CRISPR/Cas9
technologia.

3.2. CRISPR/Cas9 konstrukcio létrehozdasa
3.2.1. CRISPR célszekvencia tervezése

A CRISPR RNS tervezés elsé Iépéseként a publikus adatbazisokban (https://ge-

nome.ucsc.edu/) talalhatdé nyul miosztatin gén megcélozni kivant szekvenciajat a Broad Intézet

altal ingyenesen elérhetd online tervezd program (akkoriban egyetlen tervezé platform:
crispr.mit.edu) megfelel6 feliiletébe illesztettem. A tervez6 honlap minden pontjanak rendeltetés-
szerl kitoltése utan, az eredmény "Guides & offtarget" oldaldn megjelend talalatok koziil kiva-
lasztottam a legkevesebb off-target hellyel rendelkezé, legnagyobb GC aranya szekvenciat. A
miosztatin gén mindharom exonjara iranyuloan terveztem CRISPR RNS-t, de igyekeztem a gén
elejére tervezett célszekvenciakkal dolgozni, hogy minél kisebb eséllyel alakuljon ki csonka

MRNS, illetve fehérje a miosztatin génrél.
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3.2.2. CRISPR mRNS létrehozasa

A megtervezett, kivalasztott
1 . CACC N
CRISPR RNS-t egyszali DNS formaban 20
megrendeltem, kozvetleniil elé¢ Bbsl rest- N, CAAA
rikcids enzim altal hasitott plazmidvég- L v )

Ragadés vég T7 promoter Ragados vég

gel komplementer szakaszt, ¢s T7 pro-
moter szekvenciat szintetizaltattam. En-
19. abra. A megrendelt oligonukleotidok felépitése:
N2o: ~20 bp hosszii crRNS szekvencia, és az ehhez
kapcsolodo T7 promotert kodolo és Bbsl restrikcios
enzim ragados véggel rendelkezd DNS szakasz, me-
lyet a plazmidba ligalasnal alkamaztam.

nek ellentétes iranyu komplementer parjat
is elkészittettem (19. abra). Az oligonuk-
leotidokat TE pufferben feloldottam 100
ng/ul-es koncentracioban, majd ezekbol
1-1 ul -t tettem 100 ul TE pufferbe. A higitott, 6sszemért oligonukleotidokat PCR gépben 100 °C-
ra hevitettem, majd lassan szobahdmérsékletlire hiitottem, igy rovid, kétszali DNS-sé tapadtak

0ssze, kialakitva a specialis ragados végeket.

Az elokészitett oligonukleotido-
kat Blue Script
,,Pbs-U6-chimeric RNA” plazmidba li-
galtam (20. abra), melyet Dr. Tatiana Fli-
sikowska altal Prof. Dr. Wolfgang Wurst

ue T7
promoter prométer

CRISPR Tracr

szekvencia szekvencia| Amp

20. abra. A CRISPR RNS eléallitas soran létre-
hozott pBs vektor sematikus felépitése.

vektor

alapu

bocsatott rendelkezésemre (Jinek et al. 2012). Otven nanogramm el8z6leg Bbsl enzimmel megva-
gott plazmidhoz adtam 4 ul 6sszeillesztett oligonukleotidot, 1,5 pl 10x T4 DNS ligaz puffert, 1,5
ul T4 DNS ligaz enzimet (Fermentas), majd vizzel kiegészitettem 15 ul-re a reakcioelegyet. Egy
¢jszakan at 16 °C-on inkubaltam.

Az RNS in vitro el6allitaishoz mMESSAGE mMMACHINE® T7 Transzkripcios Kitet alkal-
maztam, ezért Volt sziikséges a T7 promoter illesztése az U6 promoter ¢és a guideRNS scaffold
szekvenciak k6zé. A vektor mar tartalmazta a tractrRNS-t és a crRNS-t a spacer szekvenciak nél-
kiil, igy a spacer szekvencia beillesztése utan elég volt egy in vitro transzkriptumot készitenem.

A sziikséges T7 promotert, és a teljes guideRNS-t DNS formaban tartalmazé plazmidot
DHS5 sejtekbe transzformaltam, majd a baktériumokat ampicillint tartalmazo taptalajon tenyész-
tettem 37 °C-on overnight.

Kivalasztottam 5 db baktérium telepet, melybdl QIAGEN® Plasmid Mini Kit segitségével
nyertem ki a felsokszorositott plazmid DNS-t. A DNS mintak koncentraciojat NanoDrop® ND-

1000 spektrofotométer segitségével megmértem, majd a mintakat megszekvenaltattam (Biomi
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Kft.) Sanger modszerrel, a Seq_primer U6 (5-TTCACCGAGGGCCTATTTCCCATG -3') szek-
venalo primerrel. A szekvencia adatokat leellendrizve kivalasztottam a legtoményebb mintat, ami
teljes egészében tartalmazta a guide RNS-t, és a tovabbiakban azzal dolgoztam.

A T7 promoter és a guideRNS szekvencidjat kétkords, kvazi nested PCR segitségével sza-
poritottam fel a plazmidrdl. Proofreading aktivitassal rendelkez6 DNS polimerazt (Phusion™
High-Fidelity DNS Polimeraz) hasznaltam a PCR soran, amely biztositotta a hibak nélkiili DNS
felsokszorositast. A PCR elsé koréhez a melléklet 6. tablazatban lathaté médon mértem Ossze a
reakcidelegyet €s végeztem a beallitasokat.

A keletkezé PCR terméket 1%-o0s agardz gélen futtattam meg, majd a jol lathato 274 bp
méretli fragmentet kivagtam és QlAquick® Gel Extraction Kittel (Qiagen) tisztitottam a gyartd
utasitasainak megfelelden.

A kitisztitott DNS fragmentet hasznaltam templatként a nested PCR mésodik korében. Az
elsé kor mennyiségi adataihoz hasonloan mértem Ossze a reakcidelegyet azzal a kiilonbséggel,
hogy templatbol 3 pl-t - és ennek megfelelden vizbol 32,5 pl-t - tettem a reakciohoz. A PCR ma-
sodik korének végtermékébdl 5 ul-t megfuttattam 1 %-os agardz gélen, hogy ellenérizzem a meg-
felelé méretti DNS fragment meglétét, mennyiségét.

A PCR termék maradék 45 pl-ét Proteinaz K-SDS kezelésnek vetettem ala (1,4 pul SDS
(20%); 5,5 ul Prot. K; 3,1 ul Viz; 50 °C, 1,5 6ra). Ezutan steril koriilmények kozott fenol-kloro-
formos precipitaciot alkalmaztam a DNS tisztitasara: a minta 55 pl-ét vizzel kiegészitettem 300
ul-re, majd 150 pl fenolt és ugyanennyi kloroformot tettem hozza, alapos dsszekeverés utan 10
percig szobahdmérsékleten hagytam allni. Ezt kovetéen 10 percig 13 000 rpm-en centrifugaltam,
a feliiluszot Uj csdbe pipettaztam at, 5 pl natrium-acetatot és 100 pl 100% alkoholt adtam hozza,
majd 6vatos Gsszeforgatas utan 30 percig -20 °C-on helyeztem el. Az inkubalasi id6 letelte utan
maximalis sebességgel 4 °C—on 5 percig centrifugdltam a mintat, hogy a kicsapodott pellet a cs6
aljara tapadjon. A feliiliszot eltavolitottam, a pelletet beszaritottam, és végiil 20 pl vizbe reszusz-
pendaltam a DNS-t.

A kovetkezd 1épésben a gyartd utasitdsait kovetve MMESSAGE mMACHINE T7
Transcription Kit (Ambion) segitségével allitottam ¢l a tisztitott DNS mintabol in vitro transz-
kriptumot. Az elkésziilt RNS-t tartalmaz6 mintat fenol-kloroformos modszerrel tisztitottam és
izopropanollal precipitaltam. Az igy elkésziilt, kitisztitott RNS mintat ellendrzés céljabol 1,5%-0s
agardz gélen megfuttattam, koncentraciojat megmértem, és tovabbi felhasznélasig -70 °C-on ta-

roltam.
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3.2.3. Az injektdlo oldat dsszedllitasa

A kiilonbozé CRISPR RNS szekvenciakat gyari, sejtmagi lokalizacios szignallal ellatott
Cas9 mRNS oldattal (Sigma Aldrich, CASOMRNA-1EA) kevertem 0ssze, €¢s mikroinjektald puf-
ferrel (10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 0,25 mM EDTA) higitottam a kivant koncentraciora, melyet
NanoDrop® segitségével ellendriztem. Az egyes konstrukciokat tobbféle koncentracioji 6sszeal-

litdsban probaltam ki, melyek dsszefoglaldja 2. tablazatban lathato.

2. tablazat: Az embriokba koinjektalt sgRNS és Cas9 mRNS koncentraciok osszeallitdasa

SgRNS koncentracio Cas9 mRNS koncentracio
(ng/ul) (ng/ul)
6-7 55
6-7 150
15 150

3.3. Lentivirus konstrukciok

Az GFP riportergén bejuttatasat 3. generacios HIV alapu lentivirus transzgenezissel végez-
tilk. A lentivirus szekvencidkat 3 plazmid konstrukcié kodolta. Az un. ,,burok™ plazmid a virus
burokfehérjéinek szekvenciajat tartalmazta, mely a VSV-G (vesicular stomatitis virus G-protein)
volt. A pakolo plazmid konstrukcio a lentivirus vektor 6sszeszerelddéséhez sziikséges Osszes en-
zimatikus €s strukturalis elemet kddolta. A transzfer plazmid pedig az LTR szekvenciaval ellatott
GFP riportergént hordozta altalanosan, minden sejtben miikodé EF1 vagy PGK promoter mogeé
épitve. A transzfer konstrukcio tartalmazott egy kdzponti polipurin elemet a sejtmagba iranyuld
transzport novelésére, és egy WPRE (Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional responsive
element) egységet az mRNS féléletidejének meghosszabitasara. A lentivirus vektor sematikus fel-

épitése a 21. abran lathato.

LTR PPT promoter

WPRE LTR
PGK/EF1

21. abra. A felhasznalt integralodé vektor plazmid felépitése. All a két kiilsé LTR szekvencidbol,

ahol szabadlyozo elemek helyezkednek el, egy polipurin (PPT) elembdl, ami a sejtmagba térténd

transzportot segiti elé. Tovabba tartalmaz dltaldnos promoter (PGK v. EF1) vezérelt zold fluo-
reszcens fehérjét (GFP) és eQy WPRE elemet a féléletidé hosszabitdsa érdekében.

43



A lentivirus plazmidok eldallitadsa Kvell és munkatarsai altal leirt modon tortént, a PTE
AOK Immunolégiai és Biotechnolégiai Intézetében (Kvell et al. 2005). A lentivirus konstrukciok
DMEM-ben torténd reszuszpendalasa utan, a virus partikulumok titralasa HeLa sejtek segitségével
zajlott. Az ultracentrifugalassal végzett dusitas mar intézetiinkben tortént, a virus titer elérte a 108

TU/ml-t.

3.4. Transzgénikus nyul eléallitas

A transzgénikus nyulvonalak létrehozasanal a TALEN és a CRISPR/Cas9 modszer eseté-
ben Hycole hibrid husnyullal, és gyors izomtomeg ndvekedésre szelektalt Pannon fehér nytlfajta-
val dolgoztam. A lentivirus alapt kisérleteket U-zélandi fehér nyulfajtan végeztem. Az allatkisér-
letek szabalyozasardl szolo 40/2013-as kormanyrendelet betartasa mellett a MATE Genetika ¢és
Biotechnologia Inézetének épiiletében taldlhatd konvencionalis allathdzban keriiltek elhelyezésre
az allatok. Egyedi ketreces tartas mellett, 18+3 °C homérsékletet, 12 6éra megvilagitast, ad libitum
takarmanyozast, €s folyamatos ivoviz ellatast biztositottunk szamukra. A nyulakkal torténd kisér-
leteket a megfeleld allatkisérleti engedélyek (Eng. szam: PEI/001/329-4/2013) birtokaban végez-

tem el.

3.4.1. Szuperovuldltatas és embriokinyerés

A legalabb 18 hetes, koriilbeliil 3,5 kg testtomegli embriddonor ndstény nyulak ivarzasanak
indukalasara 120 nemzetkdzi egység PMSG (pregnant mare serum gonadotropin, Folligon, Inter-
vet International B.V., Holland) injekcidt alkalmaztam, melyet intramuszkularisan juttattam az
allatokba. Az ovulacid kivaltasanak elésegitésére a PMSG kezelés utan 72 6ra elteltével 180 nem-
zetko6zi egység hCG-t (human chorion gonadotropin, Choragon, Ferring Gmbh) fecskendeztem a
ndstény nyulak fiilvéndjaba. A hCG beadasat kdvetden 10 percen beliil mesterségesen terméke-
nyitettem a ndstény nyulakat Hycole és Pannon fehér him frissen vett, higitatlan spermdjaval. A
szuperovulaltatasi protokollnak kdszonhetden megndvekedett embrioszamot figyelhettem meg,
egyes esetekben tobb mint 60 embridt sikeriilt egyetlen ndstény allatbol kinyerni.

A termékenyitést kdvetd napon a ndstények petevezetdjét eltavolitottam. A petevezetodt ki-
preparaltam, a zigotakat 20% FCS-sel (fetal calf serum, Invitrogen) kiegészitett PBS médiummal
torténd petevezetd atmosassal nyertem ki.

Az embrio mikroinjektalasig a zigdtakat PBS-FCS médiumban tartottam, és termosztatban
(38,5°C-0on, 5% CO2) helyeztem el. A médium cseppet asvanyi olajjal (Mineral oil, Sigma) fedtem

le, hogy elkeriiljem a parolgas kdvetkeztében fellépd koncentraciovaltozast.
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3.4.2. Embrio mikroinjektdaldas

Az embri6é manipuldlashoz Narishige mikromanipulator karokkal ellatott inverz Olympus
mikroszkdpot hasznaltam. A bal oldali manipulator karhoz a tart6 kapillarist (Harvard Apparatus,
GC-100T-15) csatlakoztattam, a jobb oldali karral az injektalo-, vagy szar6 kapillarist (Harvard
Apparatus, GC-100TF-15) tudtam irdnyitani. Az injektalé kapillaris elkészitéséhez Sutter Instru-
ment Co., Model-97 tipusi mikropipetta hizd berendezést hasznaltam a kovetkez6 beallitasi pa-
raméterekkel: "heat: 600, pull: 200, velocity: 130, time: 180". Ezek a beallitasok lehetové tették,
hogy olyan szur6 kapillarist készitsek, amely alkalmas egysejtes allapotban 1év6é nyul embriok
nagyobb karokozas nélkiili mikroinjektalasara. A tartd kapillaris eléallitdsdhoz az iivegkapillarist
gazégl langjaban melegitve a kivant atmérdjiire €s hossziisagura huztam, majd mikrohuta (Naris-
hige) segitségével elkészitettem a kivant form4ju kapillaris véget, ami alkalmas az embriok meg-
tartasara. Mélyitett targylemezre cseppentett asvanyi olaj alatti 30 pul PBS-FCS médiumban (PBS
20% FCS kiegészitéssel) tortént az embriok manipulalasa. A mikromanipulalast csak egészséges-
nek tiind embridokon végeztem, az embriok allapotat szemrevételezéssel allapitottam meg.

Igyekeztem a lehetd legkevesebb id6 alatt elvégezni a néhdny pikoliter mennyiségii
CRISPR RNS ¢s Cas9 mRNS elegy citoplazmaba injektalasat, hogy a zigdtak ne szenvedjenek
karosodast az erés megvilagitastol és a nem optiméalis hdmérséklettdl. A mikroinjektalt zigotakat
az embriotranszfer idejéig PBS-FCS médiumban helyeztem vissza a termosztatba.

A CRISPR/Cas rendszer egyik nagy elénye, hogy nem
igényli a sejtmagba torténd mikroinjektalast, hiszen az mRNS
formaban bejuttatott Cas9 komponens a citoplazma ¢€s az en-

doplazmatikus retikulum riboszémain transzlalodik fehérjévé,

¢s a guideRNS-sel 0sszekapcsolodva onalldan jut a citoplaz-

mabol a sejtmagba, mivel tartalmaz sejtmagi lokalizacios szig-

nalt. A citoplazma mikroinjektalasnak kdszonhetéen amel-

. i . L 22. abra. Embrio mikroinjektdlds

lett, hogy kevesebb sejtroncsolassal tudjuk a mikroinjektalast (Bender Baldzs)

kivitelezni, nincs sziikség az embrid eldmagjainak jol lathatd

elhatarolodasara, igy kevésbé "attetsz6" embriok esetén is végezheté mikroinjektalas (22. abra).
A lentivirussal torténd embrid mikroinjektalas a kovetkezokben tér el az el6zbekben be-

mutatott rendszerhez képest. A donor néstények szuperovulaltatasat kovetéen 44-46 oraval tortént

a 8-16 sejtes stadiumban 1év6 embridk kimosasa.
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A lentivirus részecskék 200-500 pikoliterét ezen 8-16 sejtes embriok perivitellinaris terébe
injektaltuk. Az embridkat az embrid transzferig termosztatban (38,5 C° homérséklet, 5% CO tar-
talom és 85% relativ paratartalom) RDH médiumban tartottuk (Jin et al. 2000).

3.4.3. Embriotranszfer

A kiilonb6z6 technologiakkal mikroinjektalt nyul embriokat alvemhes ndstények peteve-
zetdjébe juttattam laparoszkopos technikaval. A nukledz moédszerek esetében a recipiens ndsté-
nyeket az embridtranszfert megel6z6 napon injekcioval kezeltem intramuszkularisan. Az allatokat
0,4 ml Xilazin (CP-Xilazin 2% inj A.U.V., CpPharma Handelsges. GmbH) és 0,6 ml Zoletil (Vir-
bac) oldat segitségével boditottam el a miitéthez. Az anesztézia allapotaba kertilt allatokbol elta-
volitottam a vizeletet, majd lenyirtam a sz6rt a leendé miitéti tertiletr6l. A miitéti alanyokat flig-
gbleges pozicidban rogzitettem, majd a szOrtelenitett hasi rész fertétlenitését kovetden 2-3 cm-es
bemetszést ejtettem a koldok tajéktol kb. 1-2 cm-re poszterior iranyban. A bér bemetszésén at
Veress-féle kaniil segitségével apro nyildst ejtettem a hasfalon, amin keresztiil levegdt juttattam a
hasiiregbe, hogy a trokar beillesztésénél elkeriiljem a belsd szervek sériilését. A trokar hiivelyébe
helyeztem az optikat, és megszamoltam a petefészken az ovulacios helyek szamat, hogy kovetkez-
tetni tudjak a ndstény ivarzasi allapotara. A petevezetd infundibulum részébe vezettem a hasfalon
keresztiil lateralis iranybdl bejuttatott vénas kaniilt (Introcan-Safety 1V Catheter W, BBraun). Mi-
utan meggydzddtem réla, hogy a kaniil ténylegesen a petevezetd kezdeti szakaszaban helyezkedik
el, a kaniil tiijét embridkkal teli kapillarisra (Brand, 701902) cseréltem ki. Az embridkat PBS-FCS
médiumban juttattam a petevezetobe, buborékokkal ellendrizve az embriok tényleges bejutéasat.
Az alvemhes ndstények mindkét petevezetdjébe végeztem embriotranszfert, tlagosan 8-10 mik-
romanipulalast talélt embrio keriilt egy-egy oldalra. Az optikat, trokart és a véna kaniilt eltavoli-
tottam a hastiiregben 1€v0 levegdvel egylitt, majd végiil antibiotikumos injekciot kdvetden 7,5 mm-
es sebkapoccsal (Kruuse, 151905) zartam a boron ejtett vagast.

A lentivirus alapu kisérleteknél a recipiens ndstények hormonalis kezelése 12 6raval ké-
sObb, aszinkronban tortént a donor allatokhoz képest 0,3 ml GnRH analég (Receptal, MSD-Inter-
vet) intramuszkularis beaddsaval. Az embriotranszfer sordn 6-8 embrid keriilt a recipiens ndsté-
nyek egyes petevezetdibe. A vemhességnek a 14,5 napon vetettiink véget, amikor is a magzatok

és az extraembrionalis szOvetek analizise kezdo6dott.
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3.5. A madositott szervezetek vizsgdlata
3.5.1. A TALEN és CRISPR mRNS miikodésének tesztelése embriokon

A TALEN technologia embriokon val6 tesztelését az embriotranszferrel pArhuzamosan vé-
geztem. A kiilonbozo célszekvencidkkal rendelkezé CRISPR konstrukciok hatékonysagat elészor
embriokon vizsgaltam, majd azt kovetden tortént az embriok visszajuttatdsa alvemhes ndsté-
nyekbe.

A petevezetdbdl kimosott egysejtes embridk citoplazmajaba mikroinjektaltam a kiilonb6z6
target helyekre iranyulo konstrukciokat a 3.4.2. fejezetben leirt médon, majd RDH médiumban in
vitro koriilmények kozott morula/blasztociszta stadiumig tenyésztettem éket. A zona pellucidabol
még ki nem bujt embridkat 9sszegytlijtottem, majd a sikeresebb DNS izolalas érdekében 26G-s
tiivel a "fényld réteget" (zona pellucida) szétroncsoltam. Az embridkbol torténd DNS kinyerését
egyrészt NucleoSpin Tissue® XS (Macherey-Nagel) kit segitségével végeztem a gyartd utasitasait
kovetve, masrészt fagyasztasos-felolvasztdsos modszerrel tettem a DNS-t a PCR enzimek szamara
konnyebben elérhetdve.

A TALEN rendszer embriokban torténd vizsgalatahoz felhasznalt PCR primerek a mellék-
let 1. tablazataban, a CRISPR/Cas9 modszerhez tartozé6 PCR oligdk a melléklet 2. tablazataban

talalhatok.

A PCR-rel felszaporitott DN'S mintak ko- Vizsgalando DNS
zil T7 endonukledz assay segitségével valogat- =
tam ki a modositast tartalmazo fragmenteket. A Re-annealing

T7 endonukledz enzim felismeri és elhasitja a

nem tokéletesen komplementer DNS szalakat. A -
T7 endonukleaz hasitas

folyamat soran re-annellalt mintak olyan kettds

szalit DNS-t tartalmaznak, melynek egyik szala

normal szekvenciaval rendelkezik, masik szala

mutéciot tartalmaz, igy a két szal dsszeillesztése
23. abra. A T7endonukeldz miikédése. A
vizsgalni kivanni DNS szalaibol a re-an-

nem tOkéletes. Ezt az Osszeillesztési ,hibat” is-

meri fel a T7 endonukleéz, és ott végzi a DNS ha- nealing folyamdn mismatchet tartalmazé

sitdsat (23. abra). Heterozigdta él61ények mintai- kettds szalak is kelentkeznek, amit a T7

ndl adott a kétféle DNS szdl megléte, mig a ho-  e€nzim felismer és elhasit, igy azonosithat-
e e, ., , Jjuk a mutacokat tartalmazo mintakat.
mozigotak kisziirésére iranyuld vizsgéalatoknal a

mintdhoz kontroll DNS hozzdadésa sziikséges.
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A PCR termék 7,5 pl-ét felmelegitettem 95 °C-ra, hogy a DNS két szdla elvaljon egymas-
tol, majd hagytam a mintdkat lassan szobahdmérsékletiire hiilni. Az igy re-annelalt mintdkhoz 1
ul NEB 2 puffert, 0,15 pl T7 endonukleaz enzimet, és 1,35 ul vizet adtam. A reakcioelegyet 1 6ran
keresztiil 37 °C-on inkubaltam, majd 3 % agar6z gélen (TAE) futtattam meg, hogy a hasitott frag-
mentek is jol kivehetdek legyenek. Azok a mintak, melyek a PCR terméken kiviil a megfeleld
méretll hasitott DNS szakaszokat is tartalmaztak, nagy valoszintiséggel a CRISPR célhelyen vala-
milyen modosulassal rendelkeztek. Ezeket a mintakat megszekvenaltattam (Biomi Kft.), hogy biz-

tos legyek a mutaciok jelenlétében, és azonositsam a Iétrejott inszerciokat, deléciokat.

3.5.2. Az alapito egyedek azonositdsa

A TALEN ¢és CRISPR/Cas9 modszerrel végzett kisérletek esetében az embriotranszfert
kovetd 30-31 napon vartam az utddok megsziiletését, majd 1 hetes korban szovetmintat vettem a
fiiliikbol. A mintavételezés egyben az allatok egyedi megjelolését is szolgalja. Ebbdl adodik az
egyes egyedek elnevezése is, mely arra utal, hogy az allat fiilének mely részébdl tortént a minta-
vétel. Példaul JT (= jobb teteje), esetében a nyul jobb flilének tetején vagtam le egy apré darabot,
melynek hidnya kés6bb is észrevehetd. Tovabbi elnevezések dekddolasa (a teljesség igénye nél-
kiil): BT= bal teteje, JKK=jobb kiviil k6zépen, BBK=bal beliil kozépen, JTBT= jobb teteje, bal
teteje egyarant. A kisérletekben szerepld fontos allatokat tiz hetes koruktol szam alapu tetovalassal
is ellatjuk, de a vizsgalataimban szerepl6 alapito allatok dolgozatban hasznalt elnevezése a minta-
vételezésbol adodo jelolés maradt fajtajukra vonatkozo kiegészitéssel (5BKK.PF: 5 bal kiviil ko-
z¢ép.Pannon fehér; 8BKK.H: 8 bal kiviil kozép, Hycole).

A genomi DNS izolalasat fenol-kloroformos extrakcioval végeztem, a szovetmintat 600 pl
lizis pufferbe helyeztem és 6 ul Proetinaz K (10 mg/ml) hozzaadasaval egy éjszakan at emésztet-
tem. A megemésztett szovetmintdhoz 300-300 pl fenolt és kloroformot adtam, majd maximalis
sebességen 5 percig centrifugaltam. Vagott hegyll pipetta segitségével a DNS-t tartalmaz6 fe-
lilluszot 1) csébe helyeztem (kb. 500 pl), majd ugyanannyi térfogatl izopropanollal csaptam ki.
Az 5 perces centrifugalast kovetden a feliiluszot ledntottem, és a pelletet 75 %-0s etanollal mos-
tam. A megszaradt pelletet a méretétdl fliggden 50-150 pl vizben oldottam vissza. A mintdk DNS
koncentracidjanak mérését kovetden, a megfeleld DNS szakaszt PCR segitségével szaporitottam
fel majd T7 endonukleaz assay hasznalataval sziirtem ki a mutaciot tartalmazo mintakat/egyede-
ket. TALEN esetében a melléklet 1. tablazataban talalhaté primerekkel dolgoztam, mig a
CRISPR/Cas9 alapu kisérleteknél a melléklet 3. tablazataban lathatdo PCR primereket hasznaltam.
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3.5.3. A génmadositott utodok fenotipusos jellemzése
3.5.3.1. Testtomeg valtozas dsszehasonlitds

A megsziilet6 utddok testtomegvaltozasat az alapitok esetében 4 és 5 hetes koruktol kezdve
kovettem nyomon, a tovabbi tenyésztés soran 1 hetes kortol mértem a testtomegiiket elkeriilve a
korai haborgatas utddgondozasra gyakorolt karos hatasat. A tovabbi méréseket kéthetente végez-
tem, majd az adatokat RCommander program segitségével kétmintas t-probaval hasonlitottam &sz-

SZe.

3.5.3.2. Metszetek készitése

A kisérletre kijelolt allatokbol kiillonb6z6 izomszoveteket (combizom : rectus femoris, bi-
ceps femoris, szivizom, nyelv, rekeszizom) metszettem ki, melyeket 4%-0S PFA-ba tettem. 24 ora
elteltével szukrozban torténé dvatos mosas utan 30%-os szukroz-PBS (Fluka) oldatba helyeztem
a szovetdarabokat. A legalabb 24 6rat 30%-os szukrdzban allé szoveteket Shandon™ Cryo-
matrix™ gyantaba dgyazva folyékony nitrogén folé tettem.

Az igy beagyazott, megfagyott mintakbol Kriosztat (Microm HM 5000M Cryostat Micro-
tome) segitségével 7 um vastagsagi metszeteket készitettem, melyeket Superfrost™ Ultra Plus
targylemezre helyeztem. A mintdkat szobahémérsékleten szaritottam, majd hematoxilin-eozin

(Mayer féle, Carl Roth) festéssel tettem lathatova az izomsejteket, sejtmagokat.

3.5.3.3. CT (komputertomogrifia) vizsgalatok

A Kaposvari Egyetemmel kozremitkodve a miosztatin mutans nyulakat és vad tipusu alom-
tarsaikat CT vizsgalatnak vetettiik ala (Siemens Definition Flash Dual Source, Siemens Somatom
Emotion 6), hogy jobb ralatast kapjunk a miosztatin mutacioval rendelkezé nyulak zsir-izom ara-
nyardl, izomfelépitési valtozasairdl. Az 4llatokat Zoletil és Xilazin (3:2 ardnyu) keverékkel bodi-
tottam el, majd a CT késziilékkel kompatibilis r6gzitd berendezésbe helyeztem el az allatokat. Az
elboditott, rogzitett allatok keriiltek a CT berendezésbe, igy a késziilék nagy biztonsdggal tudta
elkésziteni a felvételeket, majd ezekbdl a szamitasokat. A kovetkezé abran lathato a CT felvétel

megjelenitési modja (24. abra).
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24. abra. Komputertomografia vizsgalati megjelenitése. Felso kép: A nyul piros szinnel jelolt re-

szei az izomzatot mutatjak, sarga szinnel a zsirszovet jelenik meg. A betiik, az iranyokat jelolik.

(A: anterior, P: posterior, S: superior, I: inferior). Alsé sor: Az dllat eliilsé, bal oldali és ventra-
lis iranybol megjelenitett zsirszovete.

3.5.4. A génmodositott utodok molekularis jellemzése

3.5.4.1. RNS izolalas

A mutacioval rendelkez0 €s a kontroll nyulakbol a miosztatin RNS szintl kiilonbségeinek
vizsgalatadhoz eldszor RNS-t izolaltam a kiilonb6zo izomszovetekbdl, egyrészt RNAzol®RT se-
gitségével a gyarto utasitasait kovetve. Masrészt ISOLATE II RNA Mini Kit (Bioline) hasznala-
taval is végeztem RNS izolalast, melyet szintén a gyartd utasitasait figyelembe véve végeztem. Az

RNS mintak koncentracidjat spektrofotométerrel hatdroztam meg.
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3.5.4.2. RT-PCR

A vad tipusu, illetve a miosztatin mutdcidt hordozé nyulakbdl izolalt RNS mintékat 50
ng/ul-es koncentraciojira higitottam, majd Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit hasznalataval cDNS-t (komplementer DNS) irtam ezen RNS-ekbdl. Az alkal-
mazott PCR program paramétereinek beallitasa a gyartd utasitdsai szerint tortént. Az elkésziilt
CcDNS-ek meglétét, hozzavetbleges mennyiségét, méretét 1%-os agardz gélen megfuttatva ellen-

Oriztem.

3.5.4.3. qPCR

Az allatok miosztatin szintjének expresszios vizsgalatat kvantitativ PCR-rel, Rotor Gene
RG-3000 késziilékkel végeztem. A reakcidelegyet a melléklet 7. tablazatban talalhaté mdédon mér-
tem Ossze, melyhez 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus-t alkalmaztam. A gMSTNfor
elnevezésii froward primer az elsé exon 3°végéhez kozel, a reverz primer a CRISPR/Cas9 hasitési
helytol 45 bp tavolsagra 5° iranyban helyezkedik el a masodik exonon. A felhasznalt cDNS-t az
el6z6 bekezdésben leirt modon allitottam eld. Endogén kontrollnak a nyal HPRT génjét hasznal-
tam. Az adatok kiértékelését a késziilék sajat szoftverével végeztem, a mintak relativ expresszidjat

AA CT 6sszehasonlité modszerrel allapitottam meg.

3.5.4.4. Off-target analizis

A genom szerkesztés specifikussagat a prediktalt off-target helyeken torténd valtozasok
ellenérzésével kivantuk alatamasztani. Amellett, hogy igyekeztiink a crRNS-ek tervezése soran a
crispr.mit.edu altal javasolt szekvenciak koziil a legkevesebb, és nem ismert génen clhelyezkedd
off-target hatassal rendelkezdket kivalasztani, az alapité egyedeink lehetséges off-target sze-
kvenciait is megvizsgaltuk mutéaciok jelenlétére. BLAST segitségével kivalogattuk a CRISPR2
célszekvencidjahoz leghasonlobb elso kilenc taldlatot. Primereket terveztiink az adott szakaszokra,
majd PCR segitségével felsokszorositottuk a vizsgaland6 fragmenteket és megszekvenaltattunk
Oket. A vizsgalt off-target szekvencidk a melléklet 4 tablazataban lathatok, a felhasznalt primerek
listdja a melléklet 5. tablazataban talalhato.

Az off-target vizsgalat idején még nem allt rendelkezésiinkre a CRISPOR, illetve COSMID
program (Cradick et al. 2014), mely manapsag nagy segitséget jelent az off-target helyek keresésé-
ben. Ezért alkalmaztuk az nBLAST alapu predikciot.
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3.5.5. Transzgénikus nyulvonal létrehozdsa és fenntartdsa

Az alapitd egyedek szaporitasat 2016 marciusaban kezdtem meg, melynek {6 célja homo-
zigota egyedek létrehozasa volt. A 8BKK.H fiiljelolésti himtél nyert spermaval mesterségesen ter-
mékenyitettem kontroll ndstényeket. Az S5SBKK.PF jeloléssel ellatott ndstény alapitot a tenyész-
érettség elérése utan kontroll himmel termékenyitettem mesterségesen. A kovetkezd generacioban
megjelend heterozigota allatokat egymassal paroztattam, igy az F2 generdcidban mar varhattam
homozigoéta allatok megjelenését. A megsziileté utddok genotipizalasa az alapitd egyedek PCR

alapu azonositasdval megegyezd modon tortént.

3.5.5.1. Sperma fagyasztis

A miosztatin hianyos nyulvonal fenntartdsanak eldsegitésére, génmegdrzésére a himektdl
spermat fagyasztottunk, melyet az alabbi protokoll alapjan végeztiink: kétszeres mennyiségti M1
oldatot (10 ml Weize-Tris, 1,2 ml DMSO, 2 ml tojassargaja) tettiink a frissen nyert ondéhoz, majd
1,5 6ra 4 °C-on torténd inkubalas utan elére lehiitott egyszeres mennyiségii (a friss sperma meny-
nyiségéhez viszonyitva) M2 oldatot (10 ml Weize-Tris, 0,5 ml glicerol, 2 ml tojassargéja) adtunk
a mintakhoz. Ot-tiz perc inkubacios id6t kovetéen a mintakat miiszalmaba (0,5 ml-es, francia ti-
pusu) toltottiik, majd PVA-val (polivinil-alhohol) lezartuk és 15-20 percig pihentettiik 4 °C-on.
Ezutén a miiszalmékat 10 percre folyékony nitrogén gézbe helyeztiik (4 cm magassagban), végiil

folyékony nitrogénbe meritettiik, és folyékony nitrogén konténerben taroltuk -196 °C-on.

3.5.6. Lentivirus alapu transzgenezis detektalasa szovetekben

A genomi DNS izolalas (Laird et al. 1991) utan PCR (3. tablazat) segitségével ellenériztiik

a transzgén beépiilését. A keletkezd fragment meglétét 1%-os agardz gélen detektaltuk.

3. tdbldzat: A GFP embriondlis- és extraembriondlis szovetekben vald azonositasdra hasznalt

PCR program

PCR reakcioelegy hozzavaloi PCR program
Megnevezés mennyiség hémérséklet iddtartam
DNS 1 ul 95 °C 5p
RED Tag Ready Mix 6 ul 95 °C 30 mp
GFP1 primer (10 uM) 0,5 ul 60 °C 30 mp 30 x
GFP2 primer (10 uM) 0,5 ul 72 °C 30 mp
Viz 5ul 72 °C 5p
primerek megnevezése primerek szekvencidja 4°C végtelen
GFP1 for 5'- GTACAAAATACGTGACGTAGAAAG -3'
GFP2 rev 5'- AAAAAAAGCACCGACTCGGTG - 3' fragment méret: 448 bp
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3.5.6.1. Expresszio analizis RT PCR-rel

A 14 és fél napos magzat, placenta és szikzacskdé mintakbol RNeasyH Plus Mini Kit
(Qiagen GmbH, Németorszag) segitségével izolaltunk total RNS-t. High Capacity cDNS Reverz
Transzkripcios Kit alkalmazasaval szintetizaltunk cDNS-t a gyarto utasitdsainak megfeleen. Az
el6zo bekezdésben leirt PCR folyamat segitségével ellendriztiik a riportergén cDNS-ének meglé-

tét.

3.5.6.2. GFP detektalds, és in vivo fluoreszcens képalkotds

A nedves szovetek analizise GFSP-5 fluoreszcens egység (BLS Kft., Budapest) hasznala-
taval tortént. Az embriok, magzatok, placentak és szikzacskok fluoreszcens képeit MAA-03/B
fényforrast hasznalé Olympus SZH Sztereo Zoom mikroszkop (BLS Kft., Budapest) segitségével
készitettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Kiserletek TALEN modszerrel

Els6 megkdzelitésként TALEN technologiaval igyekeztiink mutagenezist indukalni a ha-
zinyal miosztatin génjén. A megtervezett TALEN parokat megrendeltiik (640-641; 642-643 né-
ven), majd 20 ng/ul-es koncentracioban nytl zigotak sejtmagjaba injektaltuk. Az embriok egy ré-
szét visszajuttattuk recipiens néstényekbe, masik részét in vitro koriilmények kozott tenyésztettiik

tovabb blasztociszta stadiumig. Ezek eredményét az 4. tablazatban Gsszesitettem.

4. tablazat: Osszefoglalé a TALEN padrokkal injektalt embriok Visszaiiltetésének eredményérol

Recipiens neve TALEN padrok jelzése visszaiiltetett élve sziiletett elpusztult utodok | transzgénikus
embriok szima | utodok szdma szama (db) utodok szama
(db) (db) (db)
MIO1 640-641 20 3 0 0
MIO 640-641 16 0 0 0
MIO3 640-641 9 4 0 0
MIO4 640-641; 642-643 10 0 2 0
MIO5 640-641; 642-643 20 0 1 0
MIO6 640-641; 642-643 10 0 0 0
MIO7 640-641; 642-643 16 0 2 0
MIO8 640-641; 642-643 8 0 1 0
MIO9 640-641; 642-643 15 0 3 0
MIO10 640-641; 642-643 8 0 2 0
Osszesen 132 8 10 0
in vitro 640-641 5 0
in vitro 640-641; 642-643 13 0

Sajnos nem sikeriilt transzgénikus allatot eldallitani ezzel a technikdval. Ennek miértjét
nem tudjuk pontosan, de jol latszik a 4. tablazatban is, hogy a megsziiletd utddok szama joval
kevesebb volt a laboratoriumunkban megszokott embridtranszferbdl sziiletd utddok szamanal (6-
8 utdd). A megsziiletd 18 utddbol igy kisebb valosziniliséggel azonosithattuk volna transzgénikus

allatot, mint normal utdédszamok esetén.
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4.2 CRISPR/Cas9 rendszer medidalta genomszerkesztés nyulban

4.2.1. CRISPR/Cas9 tesztelés nyul embriokon

A kiilonboz6 CRISPR konstrukciok hatékonysaganak meghatarozasara embrid
tesztet végeztiink, melynek sordn egysejtes nyul embridkat mikroinjektaltunk az egyes konstruk-
ciokkal. A CRISPR rendszer optimalis Osszetételének meghatarozasara az injektalo oldat teszte-
Iése embridkon kiilonb6oz6 koncentracidkban tortént. Ezt kdvetden a blasztociszta stadiumig te-
nyésztett embriok orokitdanyagadbol PCR segitségével felszaporitottuk a vizsgalni kivant célszek-

venciat és T7 endonukledz assay segitségével detektaltuk a mutacidkat tartalmaz6 mintékat.

Konstrukciok célszekvenciak
elnevezése
1. CRISPR1.A 5- CTGTTTATGCTGATCGTGGC -3 X
2. CRISPR1.B 3- GTTTATGCTGATCGTGGC -5 MM”}\ st O /ﬂ"Nl“W”
3. CRISPR1 5’- AAAGCTCCTCCACTCCGGGA -3” TTRTTRT TR —
4. CRISPR2 5’- ATGAAAGACGGTACAAGG- 3’ TTTTTIT
5. CRISPR2.A 3- TAGGTTTGATGAGCCTC- 5’
6. CRISPR3 3- TGTATCTCTTGGGCGCAAT -5’ tracrRNS

25. dabra. A nyul miosztatin génjére tervezett SQRNS-ekhez tartozo célszekvencidak.

Eloszor a 25. abran lathatd, a miosztatin gén elsd exonjara tervezett CRISPR1.A ¢és
CRISPR1.B konstrukciokkal dolgoztunk, melyeket kovetkez6 koncentraciokban injektaltunk
embridk citoplazmajaba. CRISPR1.A: 55 ng/ul Cas9 - 6 ng/ul sgRNS, 150 ng/ul Cas9 - 6 ng/ul
SgRNS. CRISPR1.B: 55 ng/ul Cas9 - 6 ng/ul sgRNS, 150 ng/ul Cas9 - 6 ng/ul sgRNS

Osszesen 132 embriét injektaltunk ezekkel a konstrukciokkal, de egyikben sem detektal-
tunk mutaciot T7 assay segitségével. Ellendrzés céljabol megszekvenaltattuk a mintak egy részét,
mellyel aldtdmasztottuk, hogy nem tortént modositas az adott génszakaszon.

Ezutéan terveztiink négy ijabb sgRNS szekvenciat, melyekbdl elészor harmat probaltunk
ki embridkon. Els6ként a CRISPR3 jelzésti CRISPR RNS-t teszteltiik, melyet 7 ng/pl -es koncen-
tracidban koinjektaltunk 150 ng/pl Cas9 mRNS-sel egyiitt 52 db embridba. Az embriok életképes-
ségének megtartasa céljabol alkalmaztuk a kezdeti alacsonyabb koncentracidt, majd mikor lattuk,
hogy ez az injektaldoldat koncentracié nem okoz problémat az embridk fejlddésében, és nem in-
dukal megfeleld szazalékban mutagenezist, a tovabbiakban a CRISPR1 és CRISPR2 konstrukcio-
kat 15 ng/ul-es koncentracidban kezdtiik mikroinjektalni. A CRISPR1 RNS-t 42 db embrioba jut-
tattuk be, ahol kilenc esetben indukalt mutaciot, mig a CRISPR2 konstrukciét 12 db embridba
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injektaltuk, ahol 6t alkalommal okozott modositast. A CRISPR2 41%-os hatékonysagat elegend6-
nek talaltuk a tovabbi in vivo kisérletekhez, igy ezt a konstrukciot valasztottuk a miosztatin génki-
itott nyulak létrehozéasara. Az embridtesztek sordn dsszesen 106 embriot mikroinjektaltunk, me-

lyek 0sszefoglaldsa az 5. tablazatban talalhato.

5. tablazat: A felhasznalt crRNS-ek szekvencidja, koncentrdcioja és hatékonysdaguk az embriotesz-
tek sordan

Konstrukciok SYRNS szekvencidk PAM | gRNS/Cas9 | Inj. embrick | KO embriok szdma (db)
neve (ng/ul) szama (db) (/ inj. embrick %-a)
CRISPR1 3’-TCCCGGAGTGGAGGAGCTTT-5" | GGG 15/150 42 9 (21%)
CRISPR2 3’- CCTTGTACCGTCTTTCAT-5’ AGG 15/150 12 5 (41%)
CRISPR3 5’-ATTGCGCCCAAGAGATACA-3* | AGG 7/150 52 12 (23%)
Osszesen 106 26 (24%)

A CRISPR2 hatékony miikodését szemlélteti a 26. abra. A CRISPR2 sgRNS-el injektalt
embridk mintainal 6tb61 harom esetben eredményezett hasitast a T7 endonukleaz, a 270 bp méretii
PCR fragment mellett 206 bp €és 64 bp méretli szakaszok is megjelentek a gélelektroforézis soran.
A T7 endonukleédz altali hasitast tartalmaz6 mintakat ellendrzés céljabol szekvencia analizisnek

vetettiik ala, mely minden esetben aldtamasztotta a CRISPR/Cas9 rendeltetésszerti miikodését.

270bp —»
206bp —»
64dbp —»

26. abra. CRISPR? konstrukcioval injektalt embriok T7 endonukledz emésztést kéveto
gélelektroforézis képe. Mintdk 1-5 szamozassal, pozitiv kontroll (+K: hprt gén), vad tipus (vt),
Marker (M: Generuler 1 kb Plus). Az 1,3,4 szamozasu mintdk esetében tortént megfelelé méretii
(206 és 64 bp) fragmentet eredményezé hasitas

57



4.2.2. Miosztatin génkiiitott alapito egyedek Ilétrehozdsa, azonositdsa

Az eldzetes embrioteszteket kovetden CRISPR2 konstrukcidval mikroinjektaltunk egysej-
tes nyul embriokat, melyeket alvemhes anyaba iiltettiink vissza laparoszkopos modszerrel.

Osszesen 154 db mikroinjektalt embriot juttattunk vissza hét néstény petevezetdjébe, mely-
b6149 db utdd sziiletett. Az utdédok fiil mintajabol nyert DNS-b61 PCR segitségével felszaporitot-
tuk a vizsgalni kivant szakaszt. Ezt 0j, hosszabb fragmentet (414 bp) eredményez6 primerek (mel-
1éklet. 3.tablazat) hasznalataval végeztiik, hogy T7 emésztést kovetden a hasitott fragmentek job-
ban detektalhatoak legyenek gélelektroforézissel (27. abra). A T7 endonukleaz assay elvégzését
kovetden a mutaciok meglétére pozitivnak tlind mintakat megszekvenaltattuk, a negativ T7 vizs-

galati eredményt mutaté mintakkal nem foglalkoztunk.

414 bp —_ . - Se— - TS
349bp —
65bp —

217. abra. A megsziileté utodok koziil PCR és T7 assay segitségével valogattuk ki a mutdciot hor-

dozo egyedeket. Felsé abra: a PCR termékek gélelektroforézis képe. Also abra: a PCR termékek

T7 endonukledzzal torténd emésztése utani fragmentek képe. Az abran az alapito egyedek egy reé-
szének mintdi lathatok.
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A T7 endonuklezaz assay segitségével felderitett mutaciok alapjan a megsziiletett utédok
20%-a, azaz tiz allat DNS-e tartalmazott modositast a célzott génszakaszon. Az embridtranszfer

eredményeinek 0sszefoglaldsat a 6. tablazat tartalmazza.

6. tabldzat: A CRISPR/Cas9 technikaval injektalt embrioK transzferének dsszefoglaldsa

Recipiens Injektdilt Beiiltetett embrick M"’gszfz’;:fa”""d"k T ”’"szgfg";’f utodok
SgRNA/Cas9 (ng/ul) szdma (db) (% beiiltetett) (% osszes utod)
Mstn 1 15/150 20 2 (10%) 1 (50%)
Mstn 2 15/150 19 11 (57%) 3 Q27%)
Mstn 3 15/150 30 3(10%) 1 (33%)
Mstn 4 15/150 31 16 (51%) 1 (6%)
Mstn 5 15/150 14 6 (42%) 1 (16%)
Mstn 6 15/150 16 11 (68%) 3 (27%)
Mstn 7 15/150 24 0 0
s 154 49 (31%) 10 (20%)

A CRISPR/Cas9 rendszer altali DNS hasitast kovetden a sejt javitd mechanizmusai (NHEJ,
HR) altal 6sszeillesztett DNS végeknél foleg delécid keletkezett, melyek hossza 3-14 bp kozé
esett. Csak az egyik utddban detektaltunk 3 bp beépiilést 9 bp kiesése mellett. Az FO generacio hét

allataban el6fordulé mutacidk alakulasa a 28 abran lathato.

; delécid inszercid
Pﬁl\/l sg RNSﬁzekmnma bp) bp)

VT TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTATGAAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

5BKK TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAAC-—----—-————-—— —~GGTACAAGGTATACTGGAATCCGA 11 -
8BKK TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCA GACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA 14 -
3. TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTATGmmmmmmm e e GTACAAGGTATACTGGAATCCGA 7 -
4. TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTATGA-------—- CGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA 4 -
5. TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTA----—-- AAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA 3 -
6. TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAAC-----mmm e e GGTACAAGGTATACTGGAATCCGA 11 -
7. TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCTAA-mmmmmmememm —-AAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA 9 3

28. abra. Az F0 generacioban elbidézett miosztatin mutaciok.
Legtobb esetben delécio jott létre (hossz: 3-14 bp), és egy dllatnal tortént 3 bp beépiilés.
Piros: sgRNS célszekvencia, zold: PAM szekvencia, narancssarga: inszercio, VT: vad tipus

A DNS szekvencia valtozast tartalmaz6 utdodok koziil alapitd egyedeknek kivalasztottunk
egy himet (8BKK.H), és egy ndstényt (SBKK.PF), melyeket elkezdtiink tovabb szaporitani. A
8BKK.H jelolésti him allat 14 bp deléciot hordozott a miosztatin génen, mig az SBKK.PF jel61és-

sel ellatott ndstény miosztatin génjérdl 11 bp hosszl szakasz esett ki.
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Mindkét alapito6 allat heterozigota formaban hordozott mutdcidt a miosztatin génen, melyek
minden esetben korai stop kodont el6idézve megakadalyoztak a miikodOképes fehérje kifejezodé-
sét. A korai stop kodon allatokban aktivalja az NMD rendszert, igy a keletkez6 csonka mRNS
gyorsan lebomlasra keriil, és nem ir6dik at rola fehérje (Hwang and Maquat 2011). Az alapitok
miosztatin génjének fehérje szekvencidja a melléklet 3. dbrajan lathato.

A 8BKK.H him az allathazunkban is megtalalhaté Hycole fajta genetikai hatterével ren-
delkezett, mig az 5SBKK.PF néstényt pedig az Olivia Kft. altal rendelkezésre bocsatott Pannon
fehér fajtabol allitottuk eld. A két kiilonb6zo fajta miosztatin hianyra irdnyuld 6sszehasonlitd vizs-
galatat terveztiik, de sajnos a nagyobb termetii SBKK.PF ndsténytdl nem tudtunk életképes utodot
nyerni, €s vonalat alapitani. Az 6t honapos ndstény mar nagyon nehezen termékenyiilt és az egy-
szeri vemhesiilésébdl sziiletd két utod is par oras korban elpusztult. A ndstény egészségiigyi alla-
pota nem engedte a negyedik termékenyitést. Ennek kovetkeztében nem tudtuk elvégezni a ge-
nomszerkesztett vonalak 6sszehasonlitd vizsgalatat. Véleményiink szerint, a felmeriild vemhesii-

1ési nehézség kapcsolatba hozhat6 az altalunk eldidézett génmodositassal (lasd: 4.2.7. fejezet).

4.2.3. Az eloidézett miosztatin mutaciok oroklodése

A 14 bazispar delécioval rendelkezd heterozigéta allat (8BKK.H) és vad tipusu néstények
paroztatasa soran 59 db utod sziiletett, melyek koziil 14 hordozta az adott mutaciot. igy elmond-
hatjuk, hogy enyhén mozaikos allatrél van szo, hiszen a vart 50% helyett csak az utédok 28%-a
lett génmodositott. A tenyésztés soran ez nem okoz gondot, hiszen a tovabbi generacidkban a mo-
zaikossadg mar nem jelent problémat. Az F2 ¢és F3 almokban is szdmos heterozigédta utdodot azono-

sitottunk, azonban homozigéta egyedeket nem talaltunk.

4.2.4. Off-target analizis

A CRISPR RNS-ek tervezésénél is figyelembe vettiik a tervezd program altal prediktalt
lehetséges off-target helyek szamat, és igyekeztiink a legkevesebb, és nem génben 1évo off-target
hellyel rendelkezd szekvencidkat kivalasztani. Ez az eldrejelzés megfigyeléseink alapjan nem min-
dig nyujt megbizhat6 predikcidt, ezért sziikség volt tovabbi elemzésre.

A lehetséges off-target helyeket nBLAST segitségével is meghataroztuk, és az elsd kilenc
talalatra primert tervezve ellendriztiik az alapito allatok genomjaban a prediktalt 2-6 mismatchet
tartalmaz6 off-target szekvenciakat. Az alapito allatok vizsgalt szekvenciaiban nem detektaltunk

mutéaciokat. A lehetséges off-target helyek szekvencidi a melléklet 4. tablazataban lathatok.
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4.2.5. Miosztatin expresszio vizsgdlata

A miosztatin mRNS expresszio- Miosztatin expresszio

janak tanulmanyozasadhoz harom hetero- S

150
|

zigota utdd és harom vad tipusu alomtérs

combhajlitd izmabol mintat vettiink, me-

lyekbdl total RNS-t izolaltunk. Ezt RT-

100
|

PCR segitségével cDNS-s¢ irtuk at, majd

Relativ expresszios szint

50

kvantitativ PCR segitségével vizsgaltuk

tovabb. A qPCR soran az adatok kiérté-

keléséhez AA CT relativ dsszehasonlito

HE wWT

modszert alkalmaztunk, endogén viszo- Genotipus b = 0,001219

nyitasi kontrolinak a nyul hprt génjét 29. dbra. A miosztatin relativ expresszios szintje

hasznaltuk. Az eredmények alapjan el- kontroll és heterozigota nyulakban. A heterozigota
allatok relativ miosztatin mRNS szintje szignifikan-

mondhatjuk, hogy a heterozigota allatok- san alacsonyabb a kontroll csoporthoz képest.

ban fele mennyiségli miosztatin expresz-
szalodik a kontroll allatokhoz viszonyitva (29. abra). Ez azt bizonyitja, hogy az el6idézett mutacio
valéban megakadalyozza miikodéképes miosztatin mRNS szintézisét. Az sszehasonlitast homo-

zigbta allatok hianyaban heterozigdta ¢s kontroll nyulakkal végeztiik.

4.2.6. A transzgénikus utodok testtomeg valtozdasa

Az 5BKK.PF ndstény alomtarsai kozott az egyetlen volt, mely rendelkezett miosztatin mu-
tacioval. Ennek az alomnak a testtomegmérését hetente végeztiik 6t hetes koruktol 15 hetes koru-
kig, melyek alakulasa a 30. abran lathat6, ahol a grafikonhoz csatolt tablazat segiti az adatok at-
lathatdsagat. A miosztatin mutans ndstény 0t hetesen a legnagyobb testtomeggel rendelkezett, és
az egyik legnagyobb utdd volt az alomban egészen 15 hetes kordig, amikor is testtdmeggyarapo-
dasa lelassult a tobbi allatéhoz képest. Ez a hats6 végtagi ,,bénulas” megjelenésének idejére tehetd,

ami valdszinilileg megnehezitette a taplalékfelvételt.
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Pannon fehér FO generacio
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——— SBTBKK
0,5
5.hét 6.hét 7.hét 8hét 9.hét 10.hét 12.hét 13.hét 14.hét 15.hét
Mérés idépontja
Testsllymérések (kg)
fvar 5.hét 6.hét 7.hét 8.hét 9.hét 10.hét 12.hét 13.hét 14.hét 15.hét
SBT nédsté ny 1,105 16 2,06 2,37 2,69 2,97 3,62 3,97 4,17 4,5
SBKK néstény 1,035 1,51 2,04 2,36 2,7 3,13 3,68 3,98 412 43
SITIKK nasTé ny 0,94 1,24 1,56 1,78 2,1 2,5 34 3,7 3,83 413
SBTBKK nésté ny 1,05 147 1,99 2,27 26 3,01 3,65 391 3,88 4,18

30. dbra. Az 5BKK.PF alapité ndstény és alomtarsainak testtomeggyarapoddsa 5-15 hetes koruk
kozott. A grafikonon zold vonal jeldli a transzgénikus utod testtomegének alakulasat, ami a 14.
hetig folyamatos, utana visszaesést mutat. A jobb datlathatosag miatt az allatok pontos testtomeg
adatai tablazatos formaban is megtalalhatok, ahol az SBKK.PF utodhoz tartozo méréseket a sar-
gaval jelolt sor mutatja.

A Hycole FO alomban ugyanolyan idé6kozokkel végeztiik a méréseket négy hetes koruktol
14 hetes korukig. A 8BKK.H alapit6 him itt is egyediili genomszerkesztett utod volt tarsai kozott.
Négy hetes korban a legkisebb testtomeggel birt, majd gyors litemii gyarapodas utan kilenc hetes
koratol kezdve a legnagyobb allat volt az alomban. Enyhe testtomegcsokkenést figyelhettiink meg
a 13. hétben ennél az allatnal, de ezzel egyiitt is a legnagyobb utéd maradt alomtarsai kozott. Q.
Lv és munkatarsai (2016) nem tapasztaltak jelentds kiilonbséget a heterozigota és vad tipusu alla-
tok testtomege kozott hat hetes kor elott, csak késébb mértek szingifikansan nagyobb testtomeget
a heterozigota allatoknal. Az R. Guo és csoportja (2016) altal publikalt adatok szerint viszont mar
a miosztatin hidnyos allatok sziiletéskori testtomege is szignifikdnsan magasabb volt a kontroll
csoporthoz képest. A 8BKK.H him és alomtarsainak tomeggyarapodasat a 31. dbran lathat6 grafi-

kon mutatja be, tdblazatos kiegészitéssel.
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Hycole FO generacio
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Meérés idépontja
Testsulymérések (kg)
ivar 4.hét 5.hét B.hét 7.hét B.hét 9.hét 10.hét 12.hét 13.hét 14.hét
8T ndstény 0,9 1,38 1,79 2,12 2,44 2,7 3,4 3,63 3,79 4,01
8BKK him 0,75 1,25 1,76 1,99 2,39 2,81 3,67 3,97 3,86 4,23
BITBT him 0,95 1,4 1,79 2,06 2,28 2,64 3,25 3,42 3,45 3,75
BIKK him 0,54 1,39 1,81 2,03 2,36 2,64 3,26 3,48 3,6 3,75

31. dbra. A 8BKK.H alapito him, és alomtdrsainak testtomeggyarapoddsa 4-14 hetes koruk ko-
zott. A grafikonon lila vonal jeloli a transzgénikus utod testtomegének alakuldsat. A jobb dtlatha-
tosag miatt az allatok pontos adatai tablazatos formaban is megtalalhatok, ahol a 8BKK.H utod-

hoz tartozo adatokat a sargaval jelélt sorban lathatjuk.

A 8BKK.H szaporitasa soran az elkovetkezd almokban nem figyeltiink meg sem az alapi-
tohoz hasonld erds gyarapodasi hajlamot, sem szignifikansan nagyobb testtomeget a génmodosi-
tott utodoknal.

A miosztatin hidnyos nyulak testtomegének alakulasat 15 db heterozigota és 16 db vad
tipust allat esetében vizsgaltuk. Két miosztatin mutans vonal 6sszehasonlitd vizsgalata ugyan
meghitsult a Pannon fehér néstény termékenyithetetlensége miatt, de a 8BKK.H alapité him mu-
taciojanak testtomegre gyakorolt hatasat a Hycole és a Pannon fehér-Hycole hibrid genetikai hat-
téren Ossze tudtuk hasonlitani.

Az egyik csoport kizardlag Hycole, a masik csoport Pannon fehér-Hycole hibrid tipust
genetikai allomanyt tartalmazo allatokbol 4llt. A péros t-proba eredménye alapjan szignifikans
kiilonbséget nem tudtunk kimutatni az egyes csoportok kozott.

Els6 csoport (Hycole): t = -0.39988, df = 6.1377, p-value = 0.7028, n=14.

Masodik csoport (hybrid): t =-0.45283, df = 14.529, p-value = 0.6574, n=17.
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4.2.7. A miosztatin génkiiitott nyulak fejlodése

A génmodositott heterozigota allatok fiatal korban nem rendelkeztek szemmel lathato fe-
notipusos kiilonbséggel a vad tipusu alomtarsaikhoz képest. A szamos miosztatin KO fajnal leirt
jellegzetes dupla-izmolt fenotipus nem jelentkezett. Az elpusztult utédoknal sem detektaltunk fej-
16dési rendellenességeket, drasztikusan megndvekedett izomcsoportokat (pl. megnagyobbodott
nyelv), mint ahogy R. Guo és munkatarsai (2016) tapasztaltak az altaluk Iétrehozott miosztatin
génkiiitott nyulak esetében.

Azonban néhany heterozigota allatndl megfigyeltiink harom honapos kor koriil kialakulo
mozgasszervi eltérést. E10szor az 5BKK.PF jelzéssel ellatott, nagyobb izomtomeggel rendelkezd
Pannon fehér alapitd ndsténynél tapasztaltuk, hogy a hatso labai jaras kozben kifordulnak, nem
biztos az elorefelé halado mozgasa, oldalra dol. Bakterialis fert6zés, mely az agyi mozgaskoz-
pontra lett volna hatassal, nem allt fent. Az id6 elérehaladtaval romlott az allapota, a hatso labait
csak hazni tudta. Haromszori termékenyitést kovetden egyszer vemhesiilt, melybdl két utod szii-
letett. A kisnyulak jol fejlett, egészségesnek tiind allatok voltak, melyek par 6ras korukban elpusz-
tultak, valészintileg az anyadllat sériilt mozgasa és a kevés mozgastér kovetkeztében. Az alapitd
ndstény nem vart fenotipusa megakadalyozta a negyedszeri termékenyitést, ezaltal a vonalalapi-
tast. Ugyanezt a jelenséget a 8BKK.H him leszdrmazottjai kozott is megtigyeltiik 6t heterozigota
allatnal. Két allat esetében a mozgast nemcsak a hats6 labak korlatozott miikdése, hanem az el-
iils6 végtagok, majd a teljes testet érintd bénultsag akadalyozta.

A NEBIH (Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal) Emlés-, Vad- és Baromfibetegsé-
gek laboratériumabol szarmazoé hisztologiai vizsgalat eredménye adott magyarazatot a megjelend
problémara. A combizomzatban futd nervus tibialis idegrost degeneracidjat azonositottak (Szeredi
Levente).

A vézrendszer felépitésében nem tapasztaltunk eltérést a heterozigdta és vad tipusu allatok
kozott. T. Zhang és munkatarsai, miosztatin génkilitétt homozigota nyulaknal figyeltek meg fog-
fejlédési rendellenességeket, illetve medencecsont elhajlast (2019). Az altalunk Iétrehozott allatok
nem mutattak hasonl6 fenotipust, fogazatuk ép volt, a hatso végtagok, és a medence felépitésében

sem észleltiink kiilonbséget (32. abra).
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Kontroll HE

32. abra. Kontroll és heterozigota nyul rontgenfelvétele hasi oldalrol, melyen nem lathato
eltérés a csontrendszerben a medencetajékon.

4.2.8. Miosztatin hianyos dllatok vizsgalata CT-vel

A miosztatin hiany ismert jellemzdje, hogy befolyasolja a zsir akkumulaciot (McPherron
and Lee 2002). Annak vizsgalatara, hogy megallapitsuk alapito allataink zsir-izom aranyat, kom-
putertomografias analizisnek vetettiik ala 6ket. A hat honapos heterozigota nyulak mellé megfeleld
ivara és koru két-két db kontroll allatot hasznaltunk. A vizsgalati program altal kozolt adatok a 7.

tablazatban lathatok.

1. tablazat: A miosztatin mutans (sarga) és kontroll dllatok komputertomografias vizsgalatinak
adatai

Jelolés Genotipus lvar | Testtomeg | Izomszo- | Zsirszovet Teljes Izom Zsir
(kg) vet mérete mérete test mé- ardny ardny
(cma) (cms) ret (cms) (cm3/kg) (cmslkg)

8JTBT VT (Hycole) him 4,81 2299 801 4337 478 166

8IKK VT (Hycole) | him 4,47 2303 503 3997 515 113

8BKK.H HE (Hycole) him 54 2416 1054 4888 447 195
VT (Pannon | nés-

5BT f) tény 6,05 2829 1064 5523 468 176
nds-

8JT VT (Hycole) | tény 4,71 2370 602 4221 503 128
5BKK.PF HE (Pannon | nds-

f) tény 44 2382 234 3864 541 53

A tablazatban 6sszefoglalt adatok azt tamasztjak ald, hogy az SBKK.PF Pannon fehér nds-
tény allatnal a miosztatin hidny zavart okozott a zsir felhalmozasban, melynek kovetkeztében je-
lentésen lecsdkkent zsirszovettel rendelkezett az 8sszes tobbi dllathoz viszonyitva (53 cm’/kg).

A Pannon fehér fajta egyedei nagyobb testtomeg elérésére képesek, ahogy ezt az SBT je-

161ésti vad tipust nésténynél is lathattuk. Ehhez viszonyitva az SBBK ndstény joval alacsonyabb
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Ossztesttomeggel birt, melyet nemcsak joval alacsonyabb zsirszovet aranya, hanem csokkent, a
Hycole fajtaval megegyez6 mértékil izomaranya eredményez.

A Hycole fajtabdl szarmazo6 alapité allat (8BKK.H) a legnagyobb testtomeggel rendelke-
zett a himek kozott, nala nem figyeltiink meg drasztikusan megvaltozott zsir-izom aranyt. [zom-
szovetének és zsirszovetének mérete is a legnagyobb volt a tobbi himhez viszonyitva. A miosztatin
hiany ennél az allatnal nem okozott szembetiing elvaltozasokat a test zsir- és izomfelépitésében,

mely lehetséges, hogy a fajtavalasztassal van 6sszefliggésben.

4.2.9. Hisztologiai vizsgdlatok

A miosztatin hiany az izomszovetekben hipertrofia és/vagy hiperplazia el6idézésével ered-
ményez nagyobb izomtomeget (Casas et al. 1998, Grobet et al. 1997, Koboldk and Gécza 2002).
Miosztatin hianyos nyulaknal megfigyeltek hipertrofiat €s a hipertrofia, hiperplazia egyiittes meg-
jelenését is (Lv et al. 2016). Ezen jelenségek meglétét kivantuk vizsgalni izom metszetek ssze-
hasonlitasaval, melynek eredményeként nem talaltunk kiilonbséget a heterozigota és kontroll min-
tak kozott sem a sejtek szamaban, sem méretében. Heterozigota és vad tipusu allatok szivizom
szovetének Osszehasonlitdsa lathatd a 33. abran, ahol szintén nincs szignifikans kiilonbség az

izomrostok méretében (t = -0.39568, df = 6.5477, p-value = 0.8028, n=8.).

Szivizomzat

33. dbra. Heterozigota (HE) és vad tipusu (VT) dallat szivének hosszmetszete. Nincs szignifikans
kiilonbség az izomrostok mérete kozott.
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4.2.10. A transzgénikus vonal fenntartisa, génmegorzése

A miosztatin mutans vonal kutatéasi szempontbdl jelentds értékkel bir, melynek fenntartasa,
megOrzése a tovabbi kutatasok szempontjabol elengedhetetlen. Ennek biztositdsara a SBBKK.H vo-
nal 6t him tagjatol tobb alkalommal is spermat vettiink, melyeket lefagyasztottunk, és azota is
folyékony nitrogénben tarolunk. fgy a vonal génmegérzése garantalt. A spermafagyasztas fontos
kiegészitd technika a transzgénikus allatok tenyésztésénél, hiszen az allathdzak véges kapacitasa

nem teszi lehetdvé sok génmodositott nytlvonal egy idében torténd fenntartasat.

4.2.11. CRISPR/Cas9 rendszer alkalmazdsa tovabbi géneken hazinyulban

Laboratoriumunkban sikeresen alkalmaztuk a CRISPR/Cas9 genomszerkesztd eljarast ha-
zinyulban tovabbi gének kiiitésére. Hatékonyan idéztiink elé mutaciokat NOX4 (NADPH-oxidaz
4) és NOX5 (NADPH-oxidaz 5) fehérjéket kodold géneken, melyek kovetkeztében csokkent fe-
hérje kifejez6dést tapasztaltunk. Az alapito allatok estében biallélikus mutaciokat is megfigyel-
tiink. Homozigota vonalakat is sikeriilt 1étrehozni az génmodositott allatokbodl, melyek teljes kort
jellemzése a jovo feladata, de elmonhato, hogy az igy eléallitott allatok alkalmasak az érelmesze-
sedés terén Uj terapias célpontok vizsgalatara és gyogyszerjeloltek azonositasara (Pethed et al.

2021).

4.3. A lentivirus medialt transzgenezis eredménye

A placentalis miosztatin metabolizmus majdani tanulmanyozasara sziikség volt egy olyan
rendszer kidolgozasara, ahol placenta-specifikusan végezhetiink transzgénikus kisérleteket. Mivel
nincsenek jol jellemzett placenta specifikus promoéterek (kiilondsen nyulban) ezért a rendszer ki-
dolgozasa lentivirus alapt transzgenezissel tortént. A munka soran az injektalt embriok sejtjeinek,

¢és a 14,5 napos magzatok szoveteinek GFP expressziojat vizsgaltuk.

4.3.1. GFP expresszio vizsgdlata in vitro embridkon

A GFP-t tartalmazo lentivirus konstrukcié hatékonysaganak tesztelésére, és a lehetséges
promoter hatas kimutatasara embridkon vizsgaltuk a lentivirus alap géntranszfer miikodését.

Ezen elékisérletek soran 22 db nyolc sejtes nyul embriot mikroinjektaltunk konstitutiv EF1
promoter altal vezérelt GFP-t tartalmazo lentivirus vektorral. Az embridkat blasztociszta stadiu-

mig tenyésztettiik in vitro koriilmények kozott, majd mikroszkdppal vizsgaltuk a riporter fehérje
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kifejez6dését. Kilenc embridban (40,9%) kizardlag a trofektoderma sejtekben tortént GFP exp-
resszio, melynek mértéke erds volt, de mozaikossagot mutatott.

A kovetkezOkben konstitutiv PGK promoterrel ellatott GFP-t tartalmazo konstrukciot jut-
tatunk 17 db nyul embrioba, melynek eredményeként hét embrio (41,1%) expresszalta a transzgént
a trofektoderma sejtekben. A két kiilonb6z6 prométerrel ellatott vektorok hatékonysaga kozott
nem tapasztaltunk kiilonbséget. A tovabbiakban az EF1 promotert alkalmaztuk.

4.3.2. Placenta specifikus géntranszfer eredménye nyulakban

A transzgénikus nyul el6allitds soran az embriotranszfer szempontjabol eldnyos a korai
stadiumu embrid visszajuttatdsa az alvemhes ndstényekbe, ezért kiséreltiik meg a 8-16 sejtes alla-
potban 1évé, és nem a blasztociszta stadiumi embriokon a lentivirus injektalast. A lentivirus vektor
embriokba torténd bejuttatasat kvetden a vizsgalt utddokban kizardlag az extraembrionalis szo-
vetekben tapasztaltunk transzgén jelenlétet, annak ellenére, hogy a 8-16 sejtes embriokban még
nincs jelen a lentivirus fertézésnek gatat szabd trofektoderma sejtréteg (Okada et al. 2007). Ez azt
jelenti, hogy létezik egy kordbban kialakul6 korlat a virusfertézés ellen, melynek miikodése még
ismeretlen.

Osszesen 42 db 8-16 sejtes embriot injektaltunk GFP-t tartalmazé lentivirus vektorral, me-
lyeket harom alvemhes ndsténybe juttatunk vissza laparoszkopos modszerrel. Két vemhesiilésbdl
0sszesen nyolc magzatot izolaltunk 14,5 napos korban (termékenyités utani). A transzgén detek-
talasa GFP specifikus PCR segitségével tortént. Négy placentaban és két szikzacskoban azonosi-
tottuk a GFP jelenlétét, a magzatok koziil egyik sem tartalmazta a transzgént. Fluoreszcens mik-
roszkopiaval €s RT PCR-rel megallapitottuk, hogy mindegyik transzgént tartalmaz6 szévetben
tortént génkifejezddés is. Ezek eredménye a 34. és 35. dbran lathatd. Az expresszid erdsségében
tapasztaltunk eltérést, emellett az egyes egyedek szoveteiben kiilonbdz6 mértékii mozaikossagot

is megfigyelhettiink.
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Szikzacské Magzat

Placenta

34. dbra. Exraembrionalis GFP expresszio detektdldsa 14,5 napos nyilmagzatokban, és a hozzd-
Jjuk kapcsolodo extraembriondlis szévetekben fluoreszcens mikroszkopiaval. A két legintenzivebb
transzgén expressziot mutato magzat, és a hozzajuk tartozo placenta és szikzacsko mikroszkopos

képe normal (A, C sor) és UV (B, D sor) megvilagitas mellett, illetve kontroll szovetek az E és F
sorban. 4 transzgén expresszidjat a nyilakkal is jelolt zéld szin mutatja.

1E 1P 1Y 3E 3P 3Y SE 5P 5Y + L

35. dbra. Nyul magzat (E), placenta (P), és szikzacsko (Y) mintak vizsgalata RT PCR se-
gitségével. Az elsé magzat nem tartalmazott transzgeént, a 3-as szamu minta placentajdaban és

szikzacskojaban tortént a legerésebb GFP expresszio, az 5-6s szamu allatnadl csak a placenta
mutatott expressziot.
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Két placentaban volt megfigyelhetd erds GFP expresszid. A sejtek tobbségében kifejezo-
dott a transzgén, de némi mozaikossagot mutatott. A legerdsebb expressziot a 3-as szamu extra-
embrionalis szovetmintdkban talaltuk. Kifejezett mozaicizmus csokkent fluoreszcenciaval két pla-
centa esetében jelentkezett. Ezt az 5-0s szami minta szemlélteti a legjobban (32. abra. E, F; 33.
abra). A szikzacskoban torténé GFP expressziot szintén sikeriilt detektalni, melyet altalanosan erés
mozaikhatas kisért, de egy magzat szoveteiben sem talaltunk transzgénkifejezodést (32. abra).

A mozaikossag jelensége mas transzgénikus modszer eredményeként is megjelenik (Katter
et al. 2013, Hiripi et al. 2010, Park 2007). A modell tovabbi felhasznalasa soran a mozaikos génki-

fejezddés nem befolyasolja a placenta specifikus folyamatok vizsgalatat.
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4.4. Uj tudomdnyos eredmények

1. Sikeresen indukaltam mut4ciot Hycole és Pannon fehér nyulfajtdk miosztatin génjén

CRISPR/Cas9 moédszer alkalmazasaval.

2. A vilagon els6ként, csokkent miosztatin szinthez kotheté nervus tibialis degeneraciot detektal-
tam nyulban, mely mozgasproblémak kialakulasahoz vezetett. Ezaltal igazoltam a miosztatin pe-

riférias idegrendszerben betoltott szerepének fontossagat.
3. Bizonyitottam, hogy a részleges miosztatin hianyos allapot hazinyulban testzsir csokkenést, az
izom-zsir arany megvaltozasat okozhatja néstény allatokban, ami termékenységi problémakat is

eléidézhet.

4. El6szor igazoltam, hogy a lentivirus alapt transzgenezis segitségével eléallitott, extraembrio-

nalis szovet-specifikus génexpresszid nyulban kialakithato.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A hazinyul transzgenezise egészen az 1980-as évekre nyulik vissza (Hammer et al. 1985),
melynek modszertani fejlédése megallithatatlanul zajlik. Napjainkban, a ,,specifikus genomszer-
keszt6k koraban” jelentOsen leegyszeriisodott a genetikailag modositott modellallatok eldallitasa.
Ezek a rendszerek lehetdséget teremtenek a korlatozott eréforrasokkal rendelkez6 laboratoriumok
szamara is kutatasaik megvaldsitasara, igy egyre tobb kisérlet sziilethet, melyek segithetnek meg-
érteni a szervezetekben lejatszodd molekularis folyamatokat.

A doktori munka kézéppontjaban a miosztatin gén, illetve a miikkdésének hianyaban Ki-
alakult elvaltozasok vizsgalata allt. A kutatas masik célja egy lentivirus alapu szévetspecifikus
modellrendszer kidolgozasa volt nytlban, mely alkalmas gének, fehérjék, extramebrionalis szo-
vet-specifikus vizsgalatara.

A genomeditalasi technikak ugyan sokkal gyorsabb, hatékonyabb, specifikusabb DNS
szerkesztést biztositanak, mint az ezeket megel6z6 génmodositasi modszerek, de nem minden
esetben valtjak be a hozzajuk fiizott reményeket. Ezt tapasztaltuk elsé kisérleteinknél is, amikor
TALEN rendszerrel igyekeztiink mutagenezist indukalni a hazinyal genomban. A miosztatin els6
exonjara tervezett TALEN parok kiprobalasa nem hozta a vart eredményt, egy genomszerkesztett
utodot sem detektaltunk a kisérletek soran. A megsziileté utédok szama is joval elmaradt a labo-
ratoriumunkban megszokott adatokhoz képest. Eléfordulhat, hogy a TALEN konstrukciok nem
megfeleld koncentracidban torténd alkalmazésa 4llt az alacsonyabb utédszam, ill. a mutaciok hid-
nyanak a hatterében. Esetleg nem voltak optimalis helyre tervezve a TALEN parok, vagy a konst-
rukcio Osszerakasanal technikai hiba Iépett fel. Vagy ezen apré okok dsszessége eredményezett
szuboptimalis miikodést, ezért nem sikeriilt a vart DNS szakaszon modositast eldidézni.

Eddig csak egy publikacio jelent meg TALEN moédszert alkalmazé nyul transzgenezisrol,
melynek soran a RAG-1 és RAG-2 géneket inaktivaltak (Song et al. 2013). Ez nem nytjt megfeleld
hattértudast TALEN alkalmazéasardl nyulban, igy nehéz biztos kdvetkeztetéseket levonni munkank
sikertelenségének okar6l. Az tjabb konstrukciok Iétrehozasaval parhuzamosan terjedt el a
CRISPR/Cas9 genomszerkeszt6 eszkdz, melynek alkalmazasa megel6zte az uj TALEN parok ki-
probalasat.

Az els6 két CRISPR/Cas9 konstrukcio sem eredményezett mutagenezist embriokon, mely-
nek lehetséges oka, hogy a Cas9 fehérje nem mindig valik el a cél-DNS szakasztol (Clarke et al.
2018). Eléfordulhat, hogy esetiinkben is ez okozta a meghtsult miikodést.

A tovabbi CRISPR/Cas9 konstrukciok 21-41%-os hatékonysaggal indukaltak modositaso-

kat az embriokban. A kivalasztott, legnagyobb hatékonysagunak vélt SgRNS/Cas9 komplex
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(CRISPR2) a megsziileté utddok 20%-aban idézett el6 mutaciot a masodik exonon. Ez a hatékony-
sag ugyan nem éri el a mar publikalt miosztatin KO nyul eléallitasnal tapasztalt hatasfokot (70,6%
¢s 80%), de szamunkra elegendd volt a megsziileté utddok mennyisége, hiszen az allathaz kapa-
citdsa amugy sem teszi lehetdvé a kisérleti allatok nagyszamu fenntartasat. Q. Lv és munkatarsai
(2016) kisérletében Gsszesen 20 utdd sziiletett, koziilik 16 allat tartalmazott mutaciot, és a muta-
ciok hat esetben biallélikus formaban jelentek meg. Ezt a magas mutagenezis aranyt a 40 ng/ pl-
es koncentracidban egyidejiileg mikroinjektalt két sgRNS eredményezte. Az embriok fejlodésének
védelme érdekében, mi torekedtiink az alacsony (15 ng/ul) sgRNS koncentracié alkalmazasara, és
egyszerre csak egy sgRNS-t alkalmaztunk. Ez a koncentracio esetiinkben 20%-os hatékonysagot
biztositott.

A laboratoriumunk tovabbi genomszerkesztési kisérletei soran a CRISPR/Cas9 modszer
magas hatékonysaganak biztositasara, eldnydsnek tartanam a két sgRNS egyszerre torténé mikro-
injektalasat, mely alkalmazas bizonyitottan mitkodik (Song et al. 2016). gy nagyobb valdszinii-
séggel johet Iétre hosszabb delécio, ami biztosabban eredményez génkiiitott ¢lolényt, illetve donor
DNS egyidejli bejuttatasaval nagyobb aranyban tesz lehetévé iranyitott génbevitelt. Ugyanakkor
ezzel a modszerrel megnovelhetjiik a potencialis off-target lehetdségek szamat is, ami viszont hat-
ranyos.

A munkank soran eldallitott tiz miosztatin mutans utdd koziil két allatbol igyekeztiink vo-
nalat alapitani és homozigota utodot Iétrehozni.

A két alapitd genomjanak vizsgalata azt mutatta, hogy a prediktalt off-target helyeken nem
tortént valtozas. Ez nem jelenti azt, hogy egyaltalan nem tortént off-target modositas, hanem azt,
hogy ennek nagyon kicsi az valoszintisége (Kleinstiver et al. 2016). A kapott adatok alapjan Ggy
gondoljuk, hogy a megvaltozott tulajdonsagok minden esetben a csokkent miosztatin fehérje
szinttel hozhatok Osszefliggésbe, és nem a kis valoszintiséggel 1étrejovo off-target mutaciok miatt
alakultak ki. Ezt azért allithatjuk, mivel fliggetlen vonalakban, raadasul fliggetlen fajtakban kap-
tunk hasonlo eredményeket.

A Pannon fehér ndsténynél, és a Hycole vonal egyes egyedeinél a csokkent miosztatin
szinttel kapcsolatba hozhat6 hatsé végtagi bénulassal kezd6dé mozgasproblémat tapasztaltunk.
Feltételezésiink szerint az alacsonyabb miosztatin szint hatassal van a motoneuronok mielinizéci-
ajara, ezaltal az akcios potenciél terjedése zavart szenvedhet. Ezt tAmasztotta ala a NEBIH Eml6s-
, Vad- és Baromfibetegségek laboratoriumabol szarmazo megfigyelés is, mely szerint az ilyen fe-
notipussal rendelkez6 allatoknal a nervus tibialis heveny idegrostelfajulasa alakult ki (eredmény-
kozI6 dr. Szeredi Levente altal), ugyanakkor a (comb)izomzatban korjelzd értékii elvaltozast nem

tortént.
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A korabban publikdlt csontrendszer elvaltozasok lehetséges el6fordulasat alapul véve
(Zhang et al. 2019) megvizsgaltuk, hogy a mozgasszervi zavart vajon a vazrendszer degeneracioja
okozza-e. Rontgenfelvétellel bizonyitottuk, hogy a vazrendszerben nem tortént modosulas, mely
mozgasproblémak kialakuldsadhoz vezethetett volna. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk
le, hogy a csokkent miosztatin szinthez kdthetd korlatozott mozgas oka kizardlag idegrendszeri
eredettl.

Komptertomografids vizsgalataink azt mutattak, hogy az Pannon fehér ndstény jelentésen
lecsokkent zsirszovet raktarral rendelkezett. Feltételezésiink szerint erre a jelenségre vezethetd
vissza alacsonyabb vemhesiilési képessége. A genomszerkesztett Hycole fajtaban nem figyeltiink
meg ennyire drasztikus modon lecsokkent zsirszovet allomanyt, és nem detektaltunk szaporodas-
sal, utodgondozassal kapcsolatos problémat sem. Miosztatin mutans nyulak zsiranyagcseréjének
megvaltozasarol és ennek lehetséges kovetkezményeirdl nem sziiletett még publikacio.

Feltételezhetden a husipari tenyésztés soran gyors izomtdmeg ndvekedésre szelektalt, az
altalanos anyagcserét magasabb fokon folytatd Pannon fehér fajta zsir metabolizmusat a mioszta-
tin részleges hianya is konnyebben fel tudta boritani. Emellett az is magyarazat lehet, hogy a CT-
vel szelektalt htusipari allomanyban olyan mennyiségii lett az izomzat, mely 6nmagaban is alacso-
nyabb termékenytilést okoz (valdsziniileg a csokkent testzsirszazalék miatt). A megjelené karos
fenotipusok (nehezebb vemhesiilési képesség, mozgasszervi problémak) alapjan elmondhatjuk,
hogy tenyésztési szempontbol nem idedlis ennek a modszernek az alkalmazasa izomtomeg nove-
kedésre szelektalt fajtan.

A Pannon fehér esetében tapasztalt, fentebb leirt tulajdonsagok miatt nem sikeriilt az ala-
pito allat tovabbtenyésztése, a génmodositott vonal Iétrehozasa. Ezért a két fajta miosztatin mutans
vonalainak 6sszehasonlitasat nem tudtuk elvégezni.

A Hycole him szaporodasbiologiai tulajdonsagaiban nem tapasztaltunk eltérést, spermaja-
val sikeresen termékenyitettiink mesterségesen kontroll ndstényeket. Azonban a tenyésztés soran
a megsziileté utodok kozott nem azonositottunk homozigota egyedeket az F2, ill. az F3 generaci-
6ban sem.

Embriondlis korban is (egérben kilenc és fél napos kortdl) detektaltak mar miosztatin exp-
ressziot. A miosztatin kezdetben specifikusan a fejlodé szomitak miotom rétegében fejezddik ki,
ahol a vazizmok kialakulasat, novekedését segiti el6 (McPherron et al. 1997; Amthor et al. 2004).
Valosziniisitjiik, hogy esetiinkben az eldidézett mutacié olyan formaban jelent meg, mely homo-
zigotakban élettel Osszeegyeztethetetlen valtozasokat idézett eld embriondlis, vagy magzati kor-
ban. Mas nyul miosztatinnal kapcsolatos kisérletekben sziilettek homozigota egyedek is (Lv et al.

2016, Guo et al. 2016). Ennek magyarazata lehet, hogy ezen csoportok nem husnyul fajtan idéztek
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elé modositasokat, hanem laboratériumi korokben altalanos hasznalatos Uj-zélandi fehér fajtat
hasznaltak. A homozigota allatok hidnya felveti a kérdést, hogy vajon mikor és miért pusztulhattak
el a Mendeli 6roklodés szabalya alapjan varhatd homozigdta egyedek. Ennek feltérképezésére to-
vabbi vizsgalatok sziikségesek, melyekkel jobban megérthetnénk a miosztatin embrionalis, illetve
magzati korban betdltott szerepét.

A Pannon fehér nOstény kezdeti egyedfejlodése soran a legnagyobb testtomeggel birt alom-
tarsaihoz képest, majd a 15 hetes korat6él megjelené mozgasproblémak lecsdokkentették ndvekedési
ratajat. Tehat elmondhatd, hogy a miosztatin hidny ennél az allatnal nagyobb testtomeget is ered-
ményezett, egészen a nem vart fenotipus kialakulasdig. Az utodok megsziiletésének hanyaban
azonban statisztikailag értékelhetd szignifikans testtomeg kiilonbséget nem tudtunk kimutatni.

A Hycole alapt miosztatin mutans vonalnal nem tapasztaltunk szignifikans novekedést a
heterozigota egyedek testtomegében. Bar a CT alapjan szamitott izom térfogat a SBKK.H himnél
a legnagyobb volt a csoportjaban, de ezt kés6bb nem tudtuk megerdsiteni utddainak vizsgalataival.
A miosztatin hidnyra jellemz6 szuperizmolt fenotipust nem figyeltiink meg egyik heterozigéta al-
latunk esetében sem. Eléfordulhat, hogy csak teljes miosztatin hiany esetén alakult volna ki jelen-
tés izomtomeg novekedés.

R. Guo ¢s munkatarsai (2016) megfigyeltek miosztatin hidnyos nyulakban szignifikdnsan
nagyobb testtomeget, de ezzel egyidejiileg egy karos tulajdonsadg megjelenését is detektaltak, ami
a korai elhullas egyik oka lehetett (nyelv megnagyobbodas). Ahogy szuperizmoltsagot, gy ezt a
jelenséget sem tapasztaltuk kisérleteink soran egyik €16, vagy elhullot utédnal sem.

Ugy tiinik, hogy a fajtavalasztas befolyasolhatja a miosztatin szint csokkenés kovetkezmé-
nyeinek kialakuldsat. Az eleve nagyobb fejlodési potenciallal rendelkez6 Pannon fehér fajtdban
eltéré modon tudott érvényesiilni a miosztatin hidnyanak hatasa, az idegrost gyulladads mar az ala-
pitd egyednél kialakult, és az adipogenezis is zavart szenvedett. Nemcsak a vazizomhoz kothetd
zsir raktarak felhalmozasa csokkent, hanem a test szamos szdvetének zsirtartalma is megvaltozott.
Ennek kovetkezménye lehet a myelin hiivelyek nem megfeleld alakuldsa, és az idegrendszeri prob-
léméak megjelenése.

A Hycole vonal tenyésztése soran is megjelent ez a fenotipus mar az F1 generacio elsd
alomjanak egy him allataban. Az idegrost elfajulas nem mindig jart egyiitt csokkent zsirszovettel,
ivarfiiggetleniil jelent meg, almonként legfeljebb egy allatnal. A tenyésztés soran a Hycole fajta-
hoz kevert Pannon fehér genetikai hatterének hatasaval sem mutatott korrelaciot az emlitett jelen-
ség megjelenése. Jellemzden feln6tt korban alakult ki, kisnyulak esetében még nem volt megfi-
gyelhetd. Az idegrendszeri elvaltozasok kialakuldsédnak hattere nem tisztazott, részletes megisme-

résére tovabbi kutatasokra lenne sziikség.
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Ezen eredményeink aldtamasztjak, hogy a hosszi évekig/évtizedekig tartd tenyésztési
munka soran kialakitott izomtomeget, mint biolégiai tulajdonsagot nem lehet a végletekig ndvelni
mellékhatasok nélkiil, ha egyaltalan lehet tovabbi pozitiv hatdst el6idézni. Hasonlo jelenség fi-
gyelheté meg transzgénikus pisztrangok esetében is, ahol a novekedési hormon talexpresszaltata-
saval vad pisztrangok méretét tudtak novelni, de a tenyésztett allatoknal mar nem figyeltek meg

jelentds méretbeli valtozast (Devlin et al. 2001).

A miosztatin fontos szerepet tolt be a placenta anyagcserefolyamatainak szabalyozasaban
is (Peiris and Mitchell 2012), de heterozigbta Hycole néstény allataink esetében nem figyeltiink
meg megvaltozott termékenyiilési/vemhesiilési képességet, utddaik a vad tipusu almok jellemzdi-
vel birtak.

Sikeresen kidolgoztunk egy lentivirus alapt extrembrionalis szovet-specifikus modellrend-
szert nyulban, mely a placentalis miosztatin funkcidjanak részletesebb tanulméanyozasara alkalmas
lehet. Ez a rendszer bizonyitottan csak az extraembionalis szovetekben eredményez transzgén exp-
ressziot. A miosztatin extraembrionalis szovet-specifikus inaktivalasa mellett akar lehetdség van
a riportergén miosztatinra vald cseréjével, (vagy mogé épitésével) szovet-specifikus miosztatin
szint novelésre, mely lehetdséget teremt a placenta miosztatin medialt folyamatainak vizsgalatara.

A miosztatin KO nyulak, élelmiszeripari termékként vald forgalmazésat egyelore
nem javasolnam. Véleményem szerint a hossza tenyésztési folyamatok eredményeként 1étrehozott
hasnytl fajtak testtomeg gyarapodasanal nem nyujtott szignifikansan tobbet az altalunk létrehozott
transzgénikus nyul, ellenben a tenyésztés szempontjabdl kevésbé elényds tulajdonsagok (nehéz
termékenyiilés, idegrendszeri zavarok altali mozgasproblémak) is megjelentek. Ezt az 5 BBK nés-
tényiink kivaldoan reprezentalja. Esetlegesen elonyt jelenthet a tdbbvonalas hibrid nyulak kivaltasa
olyan médon, hogy a nagyon jo anyai tulajdonsagokra szelektalt vonalon végezziik el a miosztatin
kititését, igy létrehozva olyan fajtat, mely megfelelden izmolt, és egyben jo anyai tulajdonsagokkal
rendelkezik. Ilyen nytlvonalon a negativ hatdsok még valdszinilileg nem jelennének meg. Ennek

tesztelése azonban tovabbi kisérleteket igényel.
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6. OSSZEFOGLALAS

A miosztatin egy széleskortien vizsgalt fehérje, amely elsésorban a vazizomzat fejlodésé-
nek negativ szabalyoz6 faktora, de szerepet jatszik a gliikoz metabolizmusban, a placentalis tap-
anyag felvétel szabalyozasaban, befolyasolja az adipogenezis folyamatat, emellett a szivizomzatra
is hatassal van.

Célul tiztik ki a miosztatin hiany altal eloidézett elvaltozasok megismerését nytlban, me-
lyet Gjgeneracios genomszerkesztéssel 1étrehozott KO allatokon kivantunk elvégezni. Elsddleges
feladatunk volt miosztatin génkiiitott nyulvonalak 1étrehozasa specifikus helyen indukalt mutaciok
eloidézésével. Tovabbiakban, a Pannon fehér fokozott izomnovekedésre szelektalt nyulfajtan és a
laboratoriumokban elészeretettel alkalmazott Hycole fajtan kialakitott miosztatin KO nyulvonalak
Osszehasonlito vizsgalataval terveztiik feltarni a genetikai hattér hatdsat a génkiiitéssel eloidézett
fenotipus megjelenésére. A masik célunk volt olyan modellrendszer kidolgozasa, mellyel a pla-
centaban talalhatd miosztatinra irdnyuld vizsgalatok konnyen kivitelezhetok.

Elészor TALEN technikaval igyekeztiink célzott mutéaciot eldidézni a nyul miosztatin gén-
jén, majd két TALEN par eredménytelen alkalmazéasa utan valtottunk az akkoriban terjedében 1€vé
CRISPR/Cas9 modszerre. Ezzel az eljarassal konnyen és gyorsan sikeriilt mutaciot eléidézni a
miosztatin gén masodik exonjan.

Az embriokban vald tesztelés utan, a kivalasztott CRISPR/Cas9 konstrukcié a megsziiletd
utodok 20%-anal indukalt monoallélikus mutagenezist. A vonalalapitasra kivalasztott két egyed-
ben az eldidézett deléciok megakadalyoztak a fehérje expressziot.

Az altalunk 1étrehozott utddok egyike sem mutatott a korabban leirt miosztatin KO &llato-
kéhoz hasonlo, megnovekedett izomtdmeget, vagy megnagyobbodott nyelv méretet (Wang et al.
2015; Guo et al. 2016).

A 11 bp delécidval rendelkezd alapitonak kivalasztott ndstény Pannon fehér genetikai hat-
térrel rendelkezett, mely a tenyésztési folyamatok eredményeként jelentds izomtomeggel birt. Ez
az egyik oka lehet annak, hogy az eléidézett miosztatin hiany mar nem okozott szignifikans nove-
kedést az vazizomzat tomegében. A zsirszovet felhalmozasban is figyeltiink meg valtozast, jelen-
tdsen csokkent zsir/izom ardnyt detektdlunk CT segitségével a kontroll egyedekhez képest. Ennél
az alapité egyednél termékenyiilési problémaékat észleltiink, és az dsszesen két megsziiletd utdoda
is elpusztult a sziiletés utan par 6raval. A termékenységi gondok hatterében allhat az allat fitneszét
befolyasold jelent6sen csokkent zsirszovet raktara, illetve a koriilbeliil harom és fél honapos kor-

ban jelentkezd, f6leg hats6d végtagokat érintd bénulasa, mely ellehetetlenitette az utodgondozast
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iS. Sajnos nem sikeriilt vonalat alapitani ebb6l az allatbol, igy a két nytlfajtan kialakitott fenotipus
Osszehasonitd vizsgalatait nem tudtuk elvégezni.

A 14 bp deléciot tartalmazé him egyed Hycole fajtabol szarmazott, ennek tovabb tenyész-
tése sikeres volt, de homozigdta egyedeket egyik F2-F3 alomban sem azonositottunk. Erre magya-
razat lehet, a miosztatin teljes hianyanak embriofejlédésre gyakorolt karos hatasa, mely az emb-
riok/magzatok anyaméhben torténé elhullasahoz vezetett. A megsziiletd utddok kdzott nem ta-
pasztaltunk jelentOs zsirszovet csokkenést, mint ahogy azt a Pannon fehér alapité esetében észlel-
tik.

A transzgénikus vonal egyes heterozigota egyedeinél megfigyeltiink olyan degeneracios
tiinetet, amelyet a masik alapitdé ndstényiink is mutatott. A mozgassal kapcsolatos problémak min-
den esetben a hatso végtagokkal kezddédtek, és az id6 elore haladtaval a torzs, és mellsé végtagok
is érintetté valtak. Ez a fenotipus a nervus tibialis heveny idegrostelfajulasa kovetkeztében alakult
ki. Feltételezésiink szerint a csokkent miosztatin szint felboritotta a normal zsir anyagcserét, és a
mozgatd neuronok mielinhiivelyei degeneralodtak, ezaltal felboritva az ingeriilet terjedését. Mar
korabban mas csoportok létrehoztak miosztatin KO nyulakat (Guo et al. 2016; Lv et al. 2016), de
a miosztatin hidnyaban fellép6 idegrendszeri problémat a mi csoportunk tapasztalta elészor. Ha-
yasi és munkatarsai (2018) mutattak ki intenziv miosztatin expressziot patkany kozponti idegrend-
szerében, de pontos szerepe még nem tisztazott. Munkank soran bizonyitottuk, hogy mar a mio-
sztatin szint felére csokkenése esetén is az idegrendszerben sulyos elvaltozasok johetnek létre,
ezaltal kutatasunk ravilagit a miosztatin idegrendszerben betoltott szerepének fontossagara.

A miosztatin pontos szerepe a placenta gliikoz-metabolizmusaban maig nem teljesen is-
mert. A nyul, mint modellallat sok szempontbol alkalmasabb a placenta betegségeinek, molekula-
ris folyamatainak vizsgalatara, mint az egér vagy patkany modellek. Ezért kifejlesztettiink olyan
lentivirus alapu, placenta-specifikus géntranszferrel eldallitott nyalmodell rendszert, mely alkal-
mas a placenta miosztatin-kozvetitett folyamatainak részletes vizsgalatara. Extraembrionalis szo-
vet-specifikus GFP expressziot tudtunk indukalni, melyet nyolc darab 14,5 napos nyal magzathoz
kapcsolt placentaban és szikzacskoban konnyen lehetett detektalni mikroszkop, illetve RT-PCR
segitségével. Négy placenta és két szikzacskd mutatott kiilonbdzé mértékit GFP expresszot. Emel-
lett mintanként eltéré arany( mozaikossagot figyeltiink meg. Ez a rendszer tovabbi vizsgalatok

alapjaul szolgalhat a placenta betegségeinek tanulmanyozasa soran.
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7. SUMMARY

Myostatin is a well investigated protein, which is the main negative regulatory factor in
skeletal muscle developement and growth. Myostatin also plays pivotal roles in cardiac growth
and metabolism, glucose metabolism, placental nutrition uptake and adipogenesis.

Our aim was to investigate the function of myostatin in myostatin KO rabbit generated by
new generation genom editing method. Our first goal was myostatin knock out rabbit line pro-
duction, via inducing mutagenesis in specific target site.

Besides, we intended comparative analysis of the effect of genetic background for myostatin-null
phenotype between Pannon white breed, selected for muscle growth and Hycole breed.

The myostatin mediated metabolism in placenta is not well known process, and needed
further research. Therefore, development of model system for placental mystatin investigation was
our other aim.

We started the myostatin KO rabbit line generation with TALEN technology, but after two
failed TALEN construct, the novel CRISPR/Cas9 system was applied in transgenesis. This method
was proved successful in generation of mutation in the second exon of rabbit myostatin gene. After
embryo testing, the selected CRISPR construct caused monoallelic mutation in 10% of offspring.
These mutations inhibited the normal function of the gene, and protein expression was impeded.

Our myostatin mutant animals haven’t showed typical double-muscled phenotype, or inc-
reased tongue muscle mass, like in other myostatin KO rabbit, or pig (Wang et al. 2015; Guo et al.
2016).

One of the founder animals possessed Pannon White genetic backround with considerable
muscle mass, resulted from breeding, this is why the absence of myostatin didn’t caused increased
muscle growth. Unfortunately, this founder animal was fertilized difficulty, and the only litter with
two pups was died in couple hours age. The background of fertilization problems was presumably
the decreased adipogenesis, and the ,,paralysis” of posterior limb. So, the transgenic line generation
was not possible based on this animal, therefore the comparative analysis of phenotypes from two
rabbit line was not prepared.

The other founder animal with induced 14 bp deletion originated from Hycole breed. Du-
ring the breeding of this transgenic line, we have never observed homozigote myostatin KO

offspring. The explanation of this phenomenon could be, that the myostatin absence caused
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harmful influence for embryo development, resulting embryo perish in the uterus. Significant dec-
reased adipose tissue haven’t noticed in the offsping of this line, as in case of Pannon White foun-
der.

We detected new phenotype in several heterozygote animal of this transgenic rabbit line,
like in the other founder animal. The disorder in movement always began with posterior limb, and
later the body, and anterior limb became involved. This phenotype was caused by nerve fiber
(nervus tibialis) degeneration. Our hypothesis was, that the decreased myotatin level generated
alter fat metabolism, so, the Myelin sheath was degenerated, and the excitation spreading was
overturned. Although, other groups generated myostatin KO rabbits, we noticed this important
altered phenotype at first (Guo et al. 2016; Lv et al. 2016). Previously, Y. Hayashi and his
colleague (2018) published myostatin expression in rat central nervous system, but it’s role was
not elucidated.

We verified, that serious deformation can developed in the nervous system beside dec-
reased half of myostatin level, so this study shed light the importance of myostatin in peripheral
nervous system.

The role of myostatin in placental activity is not yet clear. The rabbit, as model animal, is
more suitable organism to study the placental dieseases, than mouse or rat models. Therefore, we
developed rabbit model with placenta-specific gene transfer based on lentiviral transgenesis. In
age of 14.5 day fetuses, GFP reporter protein expression could be detected lightly with microscopy
and PCR analysis in extraembryonic tissues as placenta or yolk sac from eight animals. Four pla-
centa, and two yolk sac showed GFP expression in different intensity. Some extent of mosaicism
was observable in different the tissue samples. This model system easily utilizable during further

research for examination of myostatin mediated glucose metabolism in placenta.

81



8. MELLEKLETEK

8.1. Irodalomjegyzék

Allen, D.L. and Unterman, T.G. (2007) ‘Regulation of Myostatin Expression and Myoblast
Differentiation by FoxO and SMAD Transcription Factors’. American Journal of Physiology
- Cell Physiology 292 (1), 188-199

Allen, D.L., Cleary, A.S., Speaker, K.J., Lindsay, S.F., Uyenishi, J., Reed, J.M., Madden,
M.C., and Mehan, R.S. (2008) ‘Myostatin, Activin Receptor IIb, and Follistatin-like-3 Gene
Expression Are Altered in Adipose Tissue and Skeletal Muscle of Obese Mice’. American
Journal of Physiology - Endocrinology and Metabolism 294 (5), 918-927

Allen, D.L. and Unterman, T.G. (2007) ‘Regulation of Myostatin Expression and Myoblast
Differentiation by FoxO and SMAD Transcription Factors’. American Journal of Physiology
- Cell Physiology 292 (1), 188-199

Amirouche, A., Durieux, A.C., Banzet, S., Koulmann, N., Bonnefoy, R., Mouret, C., Bigard,
X., Peinnequin, A., and Freyssenet, D. (2009) ‘Down-Regulation of Akt/Mammalian Target
of Rapamycin Signaling Pathway in Response to Myostatin Overexpression in Skeletal
Muscle’. Endocrinology 150 (1), 286294

Amthor, H., Huang, R., McKinnell, 1., Christ, B., Kambadur, R., Sharma, M., and Patel, K.
(2002) ‘The Regulation and Action of Myostatin as a Negative Regulator of Muscle
Development during Avian Embryogenesis’. Developmental Biology 251 (2), 241-257
Amthor, H., Nicholas, G., McKinnell, I., Kemp, C.F., Sharma, M., Kambadur, R., and Patel,
K. (2004) ‘Follistatin Complexes Myostatin and Antagonises Myostatin-Mediated Inhibition
of Myogenesis’. Developmental Biology 270 (1), 19-30

Andersson, A.F. and Banfield, J.F. (2008) ‘Virus Population Dynamics and Acquired Virus
Resistance in Natural Microbial Communities’. Science 320 (5879), 1047-1050

Antony, N., Bass, J.J., McMahon, C.D., and Mitchell, M.D. (2007) ‘Myostatin Regulates
Glucose Uptake in BeWo Cells’. American Journal of Physiology - Endocrinology and
Metabolism 293 (5), 1296-1302

Anzalone, A. V., Koblan, L.W., and Liu, D.R. (2020) ‘Genome Editing with CRISPR—-Cas
Nucleases, Base Editors, Transposases and Prime Editors’. Nature Biotechnology 38 (7),
824-844

82



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Artaza, J.N., Bhasin, S., Mallidis, C., Taylor, W., Ma, K., and Gonzalez-Cadavid, N.F. (2002)
‘Endogenous Expression and Localization of Myostatin and Its Relation to Myosin Heavy
Chain Distribution in C2C12 Skeletal Muscle Cells’. Journal of Cellular Physiology 190 (2),
170-179

Barrangou, R., Fremaux, C., Héléne, D., Richards, M., Boyaval, P., Moineau, S., Romero, D.
a, and Horvath, P. (2007) ‘CRISPR Provides Acquired Resistance Against Viruses in
Prokaryotes’. Science 315 (March), 1709-1712

Barrangou, R. and Horvath, P. (2012) ‘CRISPR: New Horizons in Phage Resistance and
Strain Identification’. Annual Review of Food Science and Technology 3 (1), 143-162
Barrangou, R. and Marraffini, L.A. (2014) ‘CRISPR-Cas Systems: Prokaryotes Upgrade to
Adaptive Immunity’. Molecular Cell 54 (2), 234-244

Belhaj, K., Chaparro-Garcia, A., Kamoun, S., Patron, N.J., and Nekrasov, V. (2015) ‘Editing
Plant Genomes with CRISPR/Cas9’. Current Opinion in Biotechnology 32, 76-84

Bellinge, R.H.S., Liberles, D.A., Iaschi, S.P.A., O’Brien, P.A., and Tay, G.K. (2005)
‘Myostatin and Its Implications on Animal Breeding: A Review’. Animal Genetics 36 (1), 1—
6

Boch, J., Scholze, H., Schornack, S., Landgraf, A., Hahn, S., Kay, S., Lahaye, T., Nickstadt,
A., Bonas, U., Boch, J., Scholze, H., Schornack, S., Landgraf, A., Hahn, S., Kay, S., Lahaye,
T., Nickstadt, A., and Bonas, U. (2009) ‘Breaking the Code of DNS Binding Specificity of
TAL-Type III Effectors’. Science 326 (5959), 1509-1512

Boch, J. and Bonas, U. (2010) ‘Xanthomonas AvrBs3 Family-Type Il Effectors: Discovery
and Function’. Annual Review of Phytopathology 48, 419-436

Bolotin, A., Quinquis, B., Sorokin, A., and Dusko Ehrlich, S. (2005) ‘Clustered Regularly
Interspaced Short Palindrome Repeats (CRISPRs) Have Spacers of Extrachromosomal
Origin’. Microbiology 151 (8), 2551-2561

Bonetto, A., Penna, F., Minero, V.G., Reffo, P., Costamagna, D., Bonelli, G., Baccino, F.M.,
and Costelli, P. (2011) ‘Glutamine Prevents Myostatin Hyperexpression and Protein
Hypercatabolism Induced in C2C12 Myotubes by Tumor Necrosis Factor-a’. Amino Acids
40 (2), 585-594

Bowen, J.M., Chamley, L., Mitchell, M.D., and Keelan, J.A. (2002) ‘Cytokines of the
Placenta and Extra-Placental Membranes: Biosynthesis, Secretion and Roles in
Establishment of Pregnancy in Women’. Placenta 23 (4), 239-256

83



21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Breitbart, A., Auger-Messier, M., Molkentin, J.D., and Heineke, J. (2011) ‘Myostatin from
the Heart: Local and Systemic Actions in Cardiac Failure and Muscle Wasting’. Am J Physiol
Heart Circ Physiol 300, H1973-H1982

Brinster, R.L., Chen, H.Y., Trumbauer, M., Senear, A.W., Warren, R., and Palmiter, R.D.
(1981) ‘Somatic Expression of Herpes Thymidine Kinase in Mice Following Injection of a
Fusion Gene into Eggs’. Cell 27 (1 PART 2), 223-231

Cade, L., Reyon, D., Hwang, W.Y ., Tsai, S.Q., Patel, S., Khayter, C., Joung, J.K., Sander,
J.D., Peterson, R.T., and Yeh, J.R.J. (2012) ‘Highly Efficient Generation of Heritable
Zebrafish Gene Mutations Using Homo-and Heterodimeric TALENs’. Nucleic Acids
Research 40 (16), 8001-8010

Carlson, D.F., Tan, W., Lillico, S.G., Stverakova, D., Proudfoot, C., Christian, M., Voytas,
D.F., Long, C.R., Whitelaw, C.B.A., and Fahrenkrug, S.C. (2012) ‘Efficient TALEN-
Mediated Gene Knockout in Livestock’. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 109 (43), 17382-17387

Casas, E., Keele, J.W., Shackelford, S.D., Koohmaraie, M., Sonstegard, T.S., Smith, T.P.L.,
Kappes, S.M., and Stone, R.T. (1998) ‘Association of the Muscle Hypertrophy Locus with
Carcass Traits in Beef Cattle’. Journal of Animal Science 76 (2), 468-473

Cho, S.W., Kim, S., Kim, Y., Kweon, J., Kim, H.S., Bae, S., and Kim, J.S. (2014) ‘Analysis
of Off-Target Effects of CRISPR/Cas-Derived RNA-Guided Endonucleases and Nickases’.
Genome Research 24 (1), 132-141

Clarke, R., Heler, R., MacDougall, M.S., Yeo, N.C., Chavez, A., Regan, M., Hanakahi, L.,
Church, G.M., Marraffini, L.A., and Merrill, B.J. (2018) ‘Enhanced Bacterial Immunity and
Mammalian Genome Editing via RNA-Polymerase-Mediated Dislodging of Cas9 from
Double-Strand DNA Breaks’. Molecular Cell 71 (1), 42-55.€8.

Clop, A., Marcq, F., Takeda, H., Pirottin, D., Tordoir, X., Bibé, B., Bouix, J., Caiment, F.,
Elsen, J.M., Eychenne, F., Larzul, C., Laville, E., Meish, F., Milenkovic, D., Tobin, J.,
Charlier, C., and Georges, M. (2006) ‘A Mutation Creating a Potential Illegitimate
MicroRNA Target Site in the Myostatin Gene Affects Muscularity in Sheep’. Nature
Genetics 38 (7), 813-818

Cong, L., Ran, F.A., Cox, D., Lin, S., Barretto, R., Habib, N., Hsu, P.D., Wu, X., Jiang, W.,
Marraffini, L.A., and Zhang, F. (2013) ‘Multiplex Genome Engineering Using CRISPR/Cas
Systems’. Science (6121), 819-824

Costantini, F. and Lacy, E. (1981) 'Introduction of a Rabbit Beta-Globin Gene into Tha

Mouse Germ Line'. Nature 294, 92-94
84



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Cradick, T.J., Qiu, P., Lee, C.M., Fine, E.J., and Bao, G. (2014) ‘COSMID: A Web-Based
Tool for Identifying and Validating CRISPR/Cas off-Target Sites’. Molecular Therapy -
Nucleic Acids 3 (12), e214

Cribbs, A.P. and Perera, S M.W. (2017) ‘Science and Bioethics of CRISPR-CAS9 Gene
Editing: An Analysis towards Separating Facts and Fiction’. Yale Journal of Biology and
Medicine 90 (4), 625-634

Curtin, S.J., Zhang, F., Sander, J.D., Haun, W.J., Starker, C., Baltes, N.J., Reyon, D.,
Dahlborg, E.J., Goodwin, M.J., Coffman, A.P., Dobbs, D., Joung, J.K., Voytas, D.F., and
Stupar, R.M. (2011) ‘Targeted Mutagenesis of Duplicated Genes in Soybean with Zinc-
Finger Nucleases’. Plant Physiology 156 (2), 466473

Deltcheva, E., Chylinski, K., Sharma, C.M., Gonzales, K., Chao, Y., Pirzada, Z.A., Eckert,
M.R., Vogel, J., and Charpentier, E. (2011) ‘CRISPR RNA Maturation by Trans-Encoded
Small RNA and Host Factor RNase III’. Nature 471 (7340), 602—607

Devlin, R.H., Biagi, C.A., Yesaki, T.Y., Smailus, D.E., and Byatt, J.C. (2001) ‘Growth of
Domesticated Transgenic Fish’. Nature 409 (6822), 781-782

Dominique, J.E. and Gérard, C. (2006) ‘Myostatin Regulation of Muscle Development:
Molecular Basis, Natural Mutations, Physiopathological Aspects’. Experimental Cell
Research 312 (13), 2401-2414

Doudna, J.A. and Charpentier, E. (2014) ‘The New Frontier of Genome Engineering with
CRISPR-Cas9’. Science 346 (6213)

Dull, T., Zufferey, R., Kelly, M., Mandel, R.J., Nguyen, M., Trono, D., and Naldini, L. (1998)
‘A Third-Generation Lentivirus Vector with a Conditional Packaging System’. Journal of
Virology 72 (11), 8463-8471

Druet J., Ahariz N., Camisano N., Tamma N., Michaux C., Coppieters W., Charlier C., and
Georges M. (2014) ’Selection in action: dissecting the molecular underpinnings of the inc-
reasing muscle mass of Belgian Blue Cattle’. BMC Genomics 15:796

Elliott, B., Renshaw, D., Getting, S., and Mackenzie, R. (2012) ‘The Central Role of
Myostatin in Skeletal Muscle and Whole Body Homeostasis’. Acta Physiologica 205 (3),
324-340

Fan, X., Ren, P., Dhal, S., Bejerano, G., Goodman, S.B., Druzin, M.L., Gambhir, S.S., and
Nayak, N.R. (2011) ‘Noninvasive Monitoring of Placenta-Specific Transgene Expression by
Bioluminescence Imaging’. PLoS ONE 6 (1) e16348

85



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51,

52.

53.

Fan, X., Petitt, M., Gamboa, M., Huang, M., Dhal, S., Druzin, M.L., Wu, J.C., Chen-Tsal,
Y., and Nayak, N.R. (2012) ‘Transient, Inducible, Placenta-Specific Gene Expression in
Mice’. Endocrinology 153 (11), 5637-5644

Feng, X.H. and Derynck, R. (2005) ‘Specificity and Versatility in TGF-p Signaling through
Smads’. Annual Review of Cell and Developmental Biology 21, 659-693

Frost, R.A. and Lang, C.H. (2007) ‘Protein Kinase B/Akt: A Nexus of Growth Factor and
Cytokine Signaling in Determining Muscle Mass’. Journal of Applied Physiology 103 (1),
378-387

Gamer, L.W., Wolfman, N.M., Celeste, A.J., Hattersley, G., Hewick, R., and Rosen, V.
(1999) ‘A Novel BMP Expressed in Developing Mouse Limb, Spinal Cord, and Tail Bud Is
a Potent Mesoderm Inducer in Xenopus Embryos’. Developmental Biology 208 (1), 222—-232
Gao, J., Luo, T., Lin, N., Zhang, S., and Wang, J. (2020) ‘A New Tool for CRISPR-Cas13a-
Based Cancer Gene Therapy’. Molecular Therapy - Oncolytics 19 (December), 79-92
Garrels, W., Ivics, Z., and Kues, W.A. (2012) ‘Precision Genetic Engineering in Large
Mammals’. Trends in Biotechnology 30 (7), 386-393

Gil-Farina, I. and Schmidt, M. (2016) ‘Interaction of Vectors and Parental Viruses with the
Host Genome’. Current Opinion in Virology 21, 3540

Gill, J.L., Bishop, S.C., McCorquodale, C., Williams, J.L., and Wiener, P. (2009)
‘Associations between the 11-Bp Deletion in the Myostatin Gene and Carcass Quality in
Angus-Sired Cattle’. Animal Genetics 40 (1), 97-100

Gordon, J.W., Scangos, G.A., Plotkin, D.J., Barbosa, J.A., and Ruddle, F.H. (1980) ‘Genetic
Transformation of Mouse Embryos by Microinjection of Purified DNA.” Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77 (12), 73807384

Gordon, J.W. and Ruddle, F.H. (1981) ‘Integration and Stable Germ Line Transmission of
Genes Injected into Mouse Pronuclei’. Science 214 (4526), 1244-1246

Grobet, L., Martin, L.J.R., Poncelet, D., Pirottin, D., Brouwers, B., Riquet, J., Schoeberlein,
A., Dunner, S., Mnissier, F., Massabanda, J., Fries, R., Hanset, R., and Georges, M. (1997)
‘A Deletion in the Bovine Myostatin Gene Causes the Double-Muscled Phenotype in Cattle’.
Nature Genetics 17 (1), 71-74

Guo, R., Wan, Y., Xu, D., Cui, L., Deng, M., Zhang, G., Jia, R., Zhou, W., Wang, Z., Deng,
K., Huang, M., Wang, F., and Zhang, Y. (2016) ‘Generation and Evaluation of Myostatin
Knock-out Rabbits and Goats Using CRISPR/Cas9 System’. Scientific Reports 6 (29855), 1
10

86



54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Hammer, R.E., Pursel, V.G., Rexroad, C.E., Wall, R.J., Bolt, D.J., Ebert, K.M., Palmiter,
R.D., and Brinster, R.L. (1985) ‘Production of Transgenic Rabbits, Sheep and Pigs by
Microinjection’. Nature 315 (6021), 680—683

Hayashi, Y., Mikawa, S., Ogawa, C., Masumoto, K., Katou, F., and Sato, K. (2018)
‘Myostatin Expression in the Adult Rat Central Nervous System’. Journal of Chemical
Neuroanatomy 94, 125-138

He, Z., Zhang, T., Jiang, L., Zhou, M., Wu, D., Mei, J., and Cheng, Y. (2018) ‘Use of
CRISPR/Cas9 Technology Efficiently Targetted Goat Myostatin through Zygotes
Microinjection Resulting in Double-Muscled Phenotype in Goats’. Bioscience Reports 38
(6), 1-8

Hill, J.J., Davies, M. V., Pearson, A.A., Wang, J.H., Hewick, R.M., Wolfman, N.M., and Qiu,
Y. (2002) ‘The Myostatin Propeptide and the Follistatin-Related Gene Are Inhibitory
Binding Proteins of Myostatin in Normal Serum’. Journal of Biological Chemistry 277 (43),
40735-40741

Hill, J.J., Qiu, Y., Hewick, R.M., and Wolfman, N.M. (2003) ‘Regulation of Myostatin in
Vivo by Growth and Differentiation Factor-Associated Serum Protein-1: A Novel Protein
with Protease Inhibitor and Follistatin Domains’. Molecular Endocrinology 17 (6), 1144—
1154

Hino, S., Fan, J., Taguwa, S., Akasaka, K., and Matsuoka, M. (2004) ‘Sea Urchin Insulator
Protects Lentiviral Vector from Silencing by Maintaining Active Chromatin Structure’. Gene
Therapy 11 (10), 819-828

Hiripi, L., Negre, D., Cosset, F.L., Kvell, K., Czompdly, T., Baranyi, M., Gocza, E.,
Hoffmann, O., Bender, B., and Bosze, Z. (2010) ‘Transgenic Rabbit Production with Simian
Immunodeficiency Virus-Derived Lentiviral Vector’. Transgenic Research 19 (5), 799-808
Hockemeyer, D., Wang, H., Kiani, S., Lai, C.S., Gao, Q., John, P., Cost, G.J., Zhang, L.,
Santiago, Y., Miller, J.C., Cherone, J.M., Meng, X., Hinkley, S.J., Rebar, E.J., Gregory, D.,
Urnov, F.D., and Jaenisch, R. (2012) ‘Genetic Engineering of Human ES and IPS Cells Using
TALE Nucleases’. Nat Biotechnol 29 (8), 731-734

Hofmann, A., Kessler, B., Ewerling, S., Weppert, M., Vogg, B., Ludwig, H., Stojkovic, M.,
Boelhauve, M., Brem, G., Wolf; E., and Pfeifer, A. (2003) ‘Efficient Transgenesis in Farm
Animals by Lentiviral Vectors’. EMBO Reports 4 (11), 1054-1058

Hofmann, A., Kessler, B., Ewerling, S., Kabermann, A., Brem, G., Wolf, E., and Pfeifer, A.
(2006) ‘Epigenetic Regulation of Lentiviral Transgene Vectors in a Large Animal Model’.

Molecular Therapy 13 (1), 59-66
87



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Hryhorowicz, M., Lipinski, D., Zeyland, J., and Stomski, R. (2017) ‘CRISPR/Cas9 Immune
System as a Tool for Genome Engineering’. Archivum Immunologiae et Therapiae
Experimentalis 65 (3), 233-240

Hwang, J. and Maquat, L.E. (2011) ‘Nonsense-Mediated MRNA Decay (NMD) in Animal
Embryogenesis: To Die or Not to Die, That Is the Question’. Bone 23 (1), 1-7

Ishino, Y., Shinagawa, H., Makino, K., Amemura, M., and Nakatura, A. (1987) ‘Nucleotide
Sequence of the lap Gene, Responsible for Alkaline Phosphatase Isoenzyme Conversion in
Escherichia Coli, and Identification of the Gene Product’. Journal of Bacteriology 169 (12),
5429-5433

Jaenisch, R. and Mintz, B. (1974) ‘Simian Virus 40 DNA Sequences in DNA of Healthy
Adult Mice Derived from Preimplantation Blastocysts Injected with Viral DNA’.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 71 (4),
1250-1254

Jansen, R., Van Embden, J.D.A., Gaastra, W., and Schouls, L.M. (2002) ‘Identification of
Genes That Are Associated with DNA Repeats in Prokaryotes’. Molecular Microbiology 43
(6), 1565-1575

Jin, D.I., Kim, D.K., Im, K.S., and Choi, W.S. (2000) ‘Successful Pregnancy after Transfer
of Raggit Blastocysts Grown in Vitro from Single-Cell Zygotes’. Theriogenology (1995),
74-76

Jinek, M., Chylinski, K., Fonfara, I., Hauer, M., Doudna, J.A., and Charpentier, E. (2012b)
‘A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity’.
Science 337 (6096), 816-821

Joulia-Ekaza, D. and Cabello, G. (2007) ‘The Myostatin Gene: Physiology and
Pharmacological Relevance’. Current Opinion in Pharmacology 7 (3), 310-315

Katter, K., Geurts, A.M., Hoffmann, O., Matés, L., Landa, V., Hiripi, L., Moreno, C., Lazar,
J., Bashir, S., Zidek, V., Popova, E., Jerchow, B., Becker, K., Devaraj, A., Walter, I.,
Grzybowksi, M., Corbett, M., Rangel Filho, A., Hodges, M.R., Bader, M., lvics, Z., Jacob,
H.J., Pravenec, M., Bosze, Z., Riilicke, T., and Izsvak, Z. (2013) ‘Transposon-Mediated
Transgenesis, Transgenic Rescue, and Tissue-Specific Gene Expression in Rodents and
Rabbits’. FASEB Journal 27 (3), 930-941

Kleinstiver, B.P., Pattanayak, V., Prew, M.S., Tsai, S.Q., Nguyen, N.T., Zheng, Z., and
Joung, J.K. (2016) ‘High-Fidelity CRISPR-Cas9 Nucleases with No Detectable Genome-
Wide off-Target Effects’. Nature 529 (7587), 490-495

88



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Koboldk, J. and Gocza, E. (2002) ‘The Role of the Myostatin Protein in Meat Quality - A
Review’. Archives Animal Breeding 45 (2), 159-170

Kubota, K., Kent, L.N., Rumi, M.. K., Roby, K.F., and Soares, M.J. (2015) ‘Dynamic
Regulation of Ap-1 Transcriptional Complexes Directs Trophoblast Differentiation’.
Molecular and Cellular Biology 35 (18), MCB.00118-15

Kumasawa, K., Ikawa, M., Kidoya, H., Hasuwa, H., Saito-Fujita, T., Morioka, Y., Takakura,
N., Kimura, T., and Okabe, M. (2011) ‘Pravastatin Induces Placental Growth Factor (PGF)
and Ameliorates Preeclampsia in a Mouse Model’. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 108 (4), 1451-1455

Kvell, K., Nguyen, T.H., Salmon, P., Glauser, F., Werner-Favre, C., Barnet, M., Schneider,
P., Trono, D., and Zubler, R.H. (2005) ‘Transduction of CpG DNA-Stimulated Primary
Human B Cells with Bicistronic Lentivectors’. Molecular Therapy 12 (5), 892-899
Lackner, D.H., Carré, A., Guzzardo, P.M., Banning, C., Mangena, R., Henley, T.,
Oberndorfer, S., Gapp, B. V., Nijman, S.M.B., Brummelkamp, T.R., and Biirckstiimmer, T.
(2015) ‘A Generic Strategy for CRISPR-Cas9-Mediated Gene Tagging’. Nature
Communications 6, 4-10

Laird, P.W., Zijderveld, A., Linders, K., Rudnicki, M.A., Jaenisch, R., and Berns, A. (1991)
‘Simplified Mammalian DNA Isolation Procedure’. Nucleic Acids Research 19 (15), 4293
Langley, B., Thomas, M., Bishop, A., Sharma, M., Gilmour, S., and Kambadur, R. (2002)
‘Myostatin Inhibits Myoblast Differentiation by Down-Regulating MyoD Expression’.
Journal of Biological Chemistry 277 (51), 4983149840

Lee, D.S., Rumi, M.A.K., Konno, T., and Soares, M.J. (2009) ‘In Vivo Genetic Manipulation
of the Rat Trophoblast Cell Lineage Using Lentiviral Vector Delivery’. Genesis 47 (7), 433—
439

Lee, S.J. (2004) ‘Regulation of Muscle Mass by Myostatin’. Annual Review of Cell and
Developmental Biology 20, 61-86

Lee, S.J. (2008) ‘Genetic Analysis of the Role of Proteolysis in the Activation of Latent
Myostatin’. PL0oS ONE 3 (2) 1628

Lee, S.J. and McPherron, A.C. (2001) ‘Regulation of Myostatin Activity and Muscle
Growth’. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
98 (16), 93069311

89



85.

86.

87.

88.

89.
90.

91.

92.

93.

94.

95.

Lei, Y., Guo, X, Liu, Y., Cao, Y., Deng, Y., Chen, X., Cheng, C.H.K., Dawid, I.B., Chen,
Y., and Zhao, H. (2012) ‘Efficient Targeted Gene Disruption in Xenopus Embryos Using
Engineered Transcription Activator-like Effector Nucleases (TALENSs)’. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 109 (43), 17484—-17489

Li, B., Niu, Y., Ji, W., and Dong, Y. (2020) ‘Strategies for the CRISPR-Based Therapeutics’.
in Trends in Pharmacological Sciences.

Li, T., Huang, S., Jiang, W.Z., Wright, D., Spalding, M.H., Weeks, D.P., and Yang, B. (2011)
‘TAL Nucleases (TALNs): Hybrid Proteins Composed of TAL Effectors and Fokl DNA-
Cleavage Domain’. Nucleic Acids Research 39 (1), 359-372

Liang, P., Xu, Y., Zhang, X., Ding, C., Huang, R., Zhang, Z., Lv, J., Xie, X., Chen, Y., Li,
Y., Sun, Y., Bai, Y., Songyang, Z., Ma, W., Zhou, C., and Huang, J. (2015) ‘CRISPR/Cas9-
Mediated Gene Editing in Human Tripronuclear Zygotes’. Protein and Cell 6 (5), 363-372

Lin, T.P. (1966) ‘Microinjection of Mouse Eggs’. Science 151 (3708), 333-337

Liu, J., Li, C., Yu, Z., Huang, P., Wu, H., Wei, C., Zhu, N., Shen, Y., Chen, Y., Zhang, B.,
Deng, W.M., and Jiao, R. (2012) ‘Efficient and Specific Modifications of the Drosophila
Genome by Means of an Easy TALEN Strategy’. Journal of Genetics and Genomics 39 (5),
209-215

Liu, Y. and Soper, C. (2009) ‘The Natural History of Retroviruses: Exogenization vs
Endogenization’. Answers Research Journal 2, 97-106

Lv, Q., Yuan, L., Deng, J., Chen, M., Wang, Y., Li, Z., and Lai, L. (2016a) ‘Efficient
Generation of Myostatin Gene Mutated Rabbit by CRISPR/Cas9’. Scientific Reports 6, 6-13
Makarova, K.S., Aravind, L., Grishin, N. V., Rogozin, I.B., and Koonin, E. V. (2002) ‘A
DNA Repair System Specific for Thermophilic Archaea and Bacteria Predicted by Genomic
Context Analysis’. Nucleic Acids Research 30 (2), 482-496

Makarova, K.S., Grishin, N. V., Shabalina, S.A., Wolf, Y.I., and Koonin, E. V. (2006) ‘A
Putative RNA-Interference-Based Immune System in Prokaryotes: Computational Analysis
of the Predicted Enzymatic Machinery, Functional Analogies with Eukaryotic RNAI, and
Hypothetical Mechanisms of Action’. Biology Direct 1, 1-26

Makarova, K.S., Wolf, Y.l., Iranzo, J., Shmakov, S.A., Alkhnbashi, O.S., Brouns, S.J.J.,
Charpentier, E., Cheng, D., Haft, D.H., Horvath, P., Moineau, S., Mojica, F.J.M., Scott, D.,
Shah, S.A., Siksnys, V., Terns, M.P., Venclovas, C., White, M.F., Yakunin, A.F., Yan, W.,
Zhang, F., Garrett, R.A., Backofen, R., van der Oost, J., Barrangou, R., and Koonin, E. V.
(2020) ‘Evolutionary Classification of CRISPR—Cas Systems: A Burst of Class 2 and

Derived Variants’. Nature Reviews Microbiology 18 (2), 67-83
90



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Malashicheva, A., Kanzler, B., Tolkunova, E., Trono, D., Tomilin, A., Kim, S.D., Zhang, J.,
Jongbloed, M.R.M., Rentschler, S., Moskowitz, I.P.G., Seidman, J., and Fishman, G.I. (2007)
‘Lentivirus as a Tool for Lineage-Specific Gene Manipulations’. Genesis 45 (2), 76-82
Manceau, M., Gros, J., Savage, K., Thomé, V., McPherron, A., Paterson, B., and Marcelle,
C. (2008) ‘Myostatin Promotes the Terminal Differentiation of Embryonic Muscle
Progenitors’. Genes and Development 22 (5), 668681

Marraffini, L.A. and Sontheimer, E.J. (2008) ‘CRISPR Interference Limits Horizontal Gene
Transfer in Staphylococci by Targeting DNA’. Science 322 (5909), 1843-1845

Matsakas, A. and Diel, P. (2005) ‘The Growth Factor Myostatin, a Key Regulator in Skeletal
Muscle Growth and Homeostasis’. International Journal of Sports Medicine 26 (2), 83-89
McFarlane, C., Hennebry, A., Thomas, M., Plummer, E., Ling, N., Sharma, M., and
Kambadur, R. (2008) ‘Myostatin Signals through Pax7 to Regulate Satellite Cell Self-
Renewal’. Experimental Cell Research 314 (2), 317-329

McFarlane, C., Plummer, P., Thomas, M., Hennebry, A., Ashby, M., Ling, N., Smith, H.,
Sharma, M., and Kambaduri, R. (2006) ‘Myostatin Induces Cachexia by Activating the
Ubiquitin  Proteolytic System Through an NF-KB-Independent, FoxO1-Dependent
Mechanism’. Journal Cellular Physiology 211(3), 736747

McPherron, A.C., Lawler, A.M., and Lee, S.-J. (1997) ‘Regulation of Skeletal Muscle Mass
in Mice by a New TGF-p Superfamily Member’. in Nature 387 (6628). 83-90

McPherron, A.C. and Leeg, S.-J. (2002) ‘Suppression of Body Fat Accumulation in Myostatin-
Deficient Mice’. Journal of Clinical Investigation 109 (5), 595-601

Miao, J., Guo, D., Zhang, J., Huang, Q., Qin, G., Zhang, X., Wan, J., Gu, H., and Qu, L.J.
(2013) ‘Targeted Mutagenesis in Rice Using CRISPR-Cas System’. Cell Research 23 (10),
1233-1236

Milone, M.C. and O’Dobherty, U. (2018) ‘Clinical Use of Lentiviral Vectors’. Leukemia 32
(7), 1529-1541

Mitchell, M.D., Osepchook, C.C., Leung, K.C., McMahon, C.D., and Bass, J.J. (2006)
‘Myostatin Is a Human Placental Product That Regulates Glucose Uptake’. Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism 91 (4), 1434-1437

Miyoshi, H., Blomer, U., Takahashi, M., Gage, F.H., and Verma, [.M. (1998) ‘Development
of a Self-Inactivating Lentivirus Vector’. Journal of Virology 72 (10), 8150-8157

Mojica, F.J.M., Diez-Villasenor, C., Garcia-Martinez, J., and Soria, E. (2005) ‘Intervening
Sequences of Regularly Spaced Prokaryotic Repeats Derive from Foreign Genetic Elements’.

Journal of Molecular Evolution 60 (2), 174-182
91



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Mojica, F.J.M., Ferrer, C., Juez, G., and Rodriguez-Valera, F. (1995) ‘Long Stretches of
Short Tandem Repeats Are Present in the Largest Replicons of the Archaea Haloferax
Mediterranei and Haloferax Volcanii and Could Be Involved in Replicon Partitioning’.
Molecular Microbiology 17 (1), 85-93

Morioka, Y., Isotani, A., Oshima, R.G., Okabe, M., and Ikawa, M. (2009) ‘Placenta-Specific
Gene Activation and Inactivation Using Integrase-Defective Lentiviral Vectors with the
Cre/LoxP System’. Genesis 47 (12), 793-798

Morissette, M.R., Cook, S.A., Buranasombati, C., Rosenberg, M.A., and Rosenzweig, A.
(2009) ‘Myostatin Inhibits IGF-I-Induced Myotube Hypertrophy through Akt’. American
Journal of Physiology - Cell Physiology 297 (5), 1124-1132

Moro, L.N., Viale, D.L., Baston, J.I., Arnold, V., Suv4, M., Wiedenmann, E., Olguin, M.,
Miriuka, S., and Vichera, G. (2020) ‘Generation of Myostatin Edited Horse Embryos Using
CRISPR/Cas9 Technology and Somatic Cell Nuclear Transfer’. Scientific Reports 10 (1), 1-
10

Mosher, D.S., Quignon, P., Bustamante, C.D., Sutter, N.B., Mellersh, C.S., Parker, H.G., and
Ostrander, E.A. (2007) ‘A Mutation in the Myostatin Gene Increases Muscle Mass and
Enhances Racing Performance in Heterozygote Dogs’. PLoS Genetics 3 (5), 779786
Naldini, L., Blomer, U., Gallay, P., Ory, D., Mulligan, R., Gage, F.H., Verma, .M., and
Trono, D. (1996) ‘In Vivo Gene Delivery and Stable Transduction of Nondividing Cells by
a Lentiviral Vector’. Science 272 (5259), 263-267

Normitz, E.R., D.J., S., and Fisher, J.S. (2001) ‘The New England Journal of Medicine’. The
New England Journal of Medicine 345 (19), 1400-1408

Odiatis, C. and Georgiades, P. (2010) ‘New Insights for Ets2 Function in Trophoblast Using
Lentivirus-Mediated Gene Knockdown in Trophoblast Stem Cells’. Placenta 31 (7), 630—
640

Okada, Y., Ueshin, Y., Isotani, A., Saito-Fujita, T., Nakashima, H., Kimura, K., Mizoguchi,
A., Oh-Hora, M., Mori, Y., Ogata, M., Oshima, R.G., Okabe, M., and Ikawa, M. (2007)
‘Complementation of Placental Defects and Embryonic Lethality by Trophoblast-Specific
Lentiviral Gene Transfer’. Nature Biotechnology 25 (2), 233-237

Palermo, G., Joris, H., Devroey, P., and Van Steirteghem, A.C. (1992) ‘Pregnancies after
Intracytoplasmic Injection of Single Spermatozoon into an Oocyte’. The Lancet 340 (8810),
17-18

Park, F. (2007) 'Lentiviral Vectors : Are They the Future of Animal Transgenesis ? Lentiviral

Vectors : Are They the Future of Animal Transgenesis ?' Physiol Genomics 31, 159-173
92



120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Park, F. (2007) ‘Lentiviral Vectors: Are They the Future of Animal Transgenesis?’
Physiological Genomics 31 (2), 159-173

Passet, B., Young, R., Makhzami, S., Vilotte, M., Jaffrezic, F., Halliez, S., Bouet, S.,
Marthey, S., Khalifé, M., Kanellopoulos-Langevin, C., Béringue, V., Le Provost, F., Laude,
H., and Vilotte, J.L. (2012) ‘Prion Protein and Shadoo Are Involved in Overlapping
Embryonic Pathways and Trophoblastic Development’. PLoS ONE 7 (7), 1-8

Patel, K. and Amthor, H. (2005) ‘The Function of Myostatin and Strategies of Myostatin
Blockade - New Hope for Therapies Aimed at Promoting Growth of Skeletal Muscle’.
Neuromuscular Disorders 15 (2), 117-126

Peiris, H.N. and Mitchell, M.D. (2012) ‘The Expression and Potential Functions of Placental
Myostatin’. Placenta 33 (11), 902-907

Peiris, H.N., Ponnampalam, A.P., Osepchook, C.C., Mitchell, M.D., and Green, M.P. (2010)
‘Placental Expression of Myostatin and Follistatin-like-3 Protein in a Model of
Developmental Programming’. American Journal of Physiology - Endocrinology and
Metabolism 298 (4), 854-861

Pethed, G.L., Kerekes, A., Mihalfty, M., Donko, A., Bodrogi, L., Barath, M., Hoffmann, O.I.,
Szeles, Z., and Balazs, B. (2021) 'Disruption of the NADPH Oxidase 5 Gene Aggravates
Atherosclerosis in Rabbits’. CIRCRESAHA. 120.318611. megjelenés alatt

Pourcel, C., Salvignol, G., and Vergnaud, G. (2005) ‘CRISPR Elements in Yersinia Pestis
Acquire New Repeats by Preferential Uptake of Bacteriophage DNA, and Provide Additional
Tools for Evolutionary Studies’. Microbiology 151 (3), 653-663

Pyott, D.E., Sheehan, E., and Molnar, A. (2016) ‘Engineering of CRISPR/Cas9-Mediated
Potyvirus Resistance in Transgene-Free Arabidopsis Plants’. Molecular Plant Pathology 17
(8), 1276-1288

Qian, L., Tang, M., Yang, J., Wang, Q., Cai, C., Jiang, S., Li, H., Jiang, K., Gao, P., Ma, D.,
Chen, Y., An, X., Li, K., and Cui, W. (2015) ‘Targeted Mutations in Myostatin by Zinc-
Finger Nucleases Result in Double-Muscled Phenotype in Meishan Pigs’. Scientific Reports
5 (September), 1-13

Rodgers, B.D. and Garikipati, D.K. (2008) ‘Clinical, Agricultural, and Evolutionary Biology
of Myostatin: A Comparative Review’. Endocrine Reviews 29 (5), 513-534

Sander, J.D., Cade, L., Khayter, C., Reyon, D., Peterson, R.T., Joung, J.K., and Yeh, J.-R.J.
(2012) Targeted Gene Disruption in Somatic Zebrafish Cells Using Engineered TALENSs. 29
(8), 697698

93



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Satomura, A., Nishioka, R., Mori, H., Sato, K., Kuroda, K., and Ueda, M. (2017) ‘Precise
Genome-Wide Base Editing by the CRISPR Nickase System in Yeast’. Scientific Reports 7
(1), 1-10.

Schuelke, M., Wagner, K.R., Stolz, L.E., Hiibner, C., Riebel, T., Kémen, W., Stolz, L.E.,
Wagner, K.R., Schuelke, M., Braun, T., Ph, D., Tobin, J.F., and Lee, S. (2004) ‘Myostatin
Mutation Associated with Gross Muscle Hypertrophy in a Child’. The New England Journal
of Medicine 351 (350), 2682-8

Skipper M. (2006) ' A lean feat - microRNAs andmuscle mass '. Nature Reviews Genetics 7
(July)

Shah, S.A., Erdmann, S., Mojica, F.J.M., and Garrett, R.A. (2013) ‘Protospacer Recognition
Motifs: Mixed Identities and Functional Diversity’. RNA Biology 10 (5), 891-899

Sharma, A., Toepfer, C.N., Ward, T., Wasson, L., Agarwal, R., Conner, D.A., Hu, J.H., and
Seidman, C.E. (2018) ‘CRISPR/Cas9-Mediated Fluorescent Tagging of Endogenous
Proteins in Human Pluripotent Stem Cells’. Current Protocols in Human Genetics 96
(January), 21.11.1-21.11.20

Sharma, M., Kambadur, R., Matthews, K.G., Somers, W.G., Devlin, G.P., Conaglen, J. V.,
Fowke, P.J., and Bass, J.J. (1999) ‘Myostatin, a Transforming Growth Factor-f§ Superfamily
Member, Is Expressed in Heart Muscle and Is Upregulated in Cardiomyocytes after Infarct’.
Journal of Cellular Physiology 180 (1), 1-9

Song, J., Zhong, J., Guo, X., Chen, Y., Zou, Q., Huang, J., Li, X., Zhang, Q., Jiang, Z., Tang,
C., Yang, H., Liu, T., Li, P., Pei, D., and Lai, L. (2013) ‘Generation of RAG 1- and 2-
Deficient Rabbits by Embryo Microinjection of TALENs’. Cell Research 23 (8), 1059-1062
Song, Y., Yuan, L., Wang, Y., Chen, M., Deng, J., Lv, Q., Sui, T., Li, Z., and Lai, L. (2016)
‘Efficient Dual SgRNA-Directed Large Gene Deletion in Rabbit with CRISPR/Cas9
System’. Cellular and Molecular Life Sciences 73 (15), 2959-2968

Spencer, H.T., Denning, G., Gautney, R.E., Dropulic, B., Roy, A.J., Baranyi, L.,
Gangadharan, B., Parker, E.T., Lollar, P., and Doering, C.B. (2011) ‘Lentiviral Vector
Platform for Production of Bioengineered Recombinant Coagulation Factor VIII’. Molecular
Therapy 19 (2), 302-309

Spirin, P. V., Vilgelm, A.E., and Prassolov, V.S. (2008) ‘Lentiviral Vectors’. Molecular
Biology 42 (5), 814-825

Sun, N. and Zhao, H. (2013) ‘Transcription Activator-like Effector Nucleases (TALENS): A
Highly Efficient and Versatile Tool for Genome Editing.” Biotechnology and Bioengineering

110 (7), 1811-1821
94



142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Szabo, G., Dallmann, G., Miiller, G., Patthy, L., Soller, M., and Varga, L. (1998) ‘A Deletion
in the Myostatin Gene Causes the Compact (Cmpt) Hypermuscular Mutation in Mice’.
Mammalian Genome 9 (8), 671-672

Tesson, L., Usal, C., Meqnoret, S., Leung, E., Niles, B.J., Remy, S., Santiago, Y., Vincent,
A.L, Meng, X., Zhang, L., Gregory, P.D., Anegon, I., and Cost, G.J. (2011) ‘Knockout Rats
Generated by Embryo Microinjection of TALENs’. Nature Biotechnology 29 (8), 695-696
Thomas, K.R. and Capecchi, M.R. (1987) ‘Site-Directed Mutagenesis by Gene Targeting in
Mouse Embryo-Derived Stem Cells’. Cell 51 (3), 503-512

Thomas, M., Langley, B., Berry, C., Sharma, M., Kirk, S., Bass, J., and Kambadur, R. (2000)
‘Myostatin, a Negative Regulator of Muscle Growth, Functions by Inhibiting Myoblast
Proliferation’. Journal of Biological Chemistry 275 (51), 40235-40243

Townsend, J.A., Wright, D.A., Winfrey, R.J., Fu, F., Maeder, M.L., Joung, J.K., and Voytas,
D.F. (2019) ‘High Frequency Modification of Plant Genes Using Engineered Zinc Finger
Nucleases’. Physiology & Behavior 176 (3), 139-148

Wang, K., Ouyang, H., Xie, Z., Yao, C., Guo, N., Li, M., Jiao, H., and Pang, D. (2015)
‘Efficient Generation of Myostatin Mutations in Pigs Using the CRISPR/Cas9 System’.
Scientific Reports 5, 1-11

Wheeler, T.L., Shackelford, S.D., Casas, E., Cundiff, L. V., and Koohmaraie, M. (2001) ‘The
Effects of Piedmontese Inheritance and Myostatin Genotype on the Palatability of
Longissimus Thoracis, Gluteus Medius, Semimembranosus, and Biceps Femoris’. Journal of
Animal Science 79 (12), 3069-3074

Wiener, P., Woolliams, J.A., Frank-Lawale, A., Ryan, M., Richardson, R.l., Nute, G.R.,
Wood, J.D., Homer, D., and Williams, J.L. (2009) ‘The Effects of a Mutation in the Myostatin
Gene on Meat and Carcass Quality’. Meat Science 83 (1), 127-134.

Wilkes, J.J., Lloyd, D.J., and Gekakis, N. (2009) ‘Loss-of-Function Mutation in Myostatin
Reduces Tumor Necrosis Factor a Production and Protects Liver against Obesity-Induced
Insulin Resistance’. Diabetes 58 (5), 1133-1143

Wilmut, 1., Schnieke, A.E., McWhir, J., Kind, A.J., and Campbell, K.H.S. (1997) ‘Viable
Offspring Derived from Fetal and Adult Mammalian Cells’. Nature 385, 810-813
Wolfgang, M.J., Eisele, S.G., Browne, M.A., Schotzko, M.L., Garthwaite, M.A., Durning,
M., Ramezani, A., Hawley, R.G., Thomson, J.A., and Golos, T.G. (2001) ‘Rhesus Monkey
Placental Transgene Expression after Lentiviral Gene Transfer into Preimplantation
Embryos’. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America

98 (19), 10728-10732
95



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

Wood, A.J., Lo, T., Zeitler, B., Pickle, C.S., Edward, J., Lee, A.H., Amora, R., Miller, J.C.,
Leung, E., Zhang, L., Rebar, E.J., Gregory, P.D., Urnov, F.D., and Barbara, J. (2011)
‘Targeted Genome Editing Across Species Using ZFNs and TALENSs’. Science 333 (6040),
3-6

Xiong, J.S., Ding, J., and Li, Y. (2015) ‘Genome-Editing Technologies and Their Potential
Application in Horticultural Crop Breeding’. Horticulture Research 2 (2), 1-10

Xu, C., Wu, G., Zohar, Y., and Du, S.J. (2003) ‘Analysis of Myostatin Gene Structure,
Expression and Function in Zebrafish’. Journal of Experimental Biology 206 (22), 4067—
4079

Xu, Y. and Li, Z. (2020) ‘CRISPR-Cas Systems: Overview, Innovations and Applications in
Human Disease Research and Gene Therapy’. Computational and Structural Biotechnology
Journal 18, 2401-2415.

Ye, Z., Yu, X., and Cheng, L. (2014) ‘Lentiviral Gene Transduction of Mouse and Human
Hematopoietic Stem Cells’. Methods in Molecular Biology 1185 (1), 311-319

Zetsche, B.L., Gootenberg, J.S., Abudayyeh, O.0., Slaymaker, .M., Makarova, K.S.,
Essletzbichler, P., Volz, S., Joung, J., van der Oost, J., Regev, A., Koonin, E. V., and Zhang,
F. (2016) ‘Cpfl Is a Single RNA-Guided Endonuclease of a Class 2 CRISPR- Cas System’.
Physiology & Behavior 176 (1), 100-106

Zhang, C., Li, Q., Ren, N., Li, C., Wang, X., Xie, M., Gao, Z., Pan, Z., Zhao, C., Ren, C.,
and Yang, W. (2015) ‘Placental MiR-106a~363 Cluster Is Dysregulated in Preeclamptic
Placenta’. Placenta 36 (2), 250-252

Zhang, L., Rajan, V., Lin, E., Hu, Z., Han, H.Q., Zhou, X., Song, Y., Min, H., Wang, X., Du,
J., and Mitch, W.E. (2011) ‘Pharmacological Inhibition of Myostatin Suppresses Systemic
Inflammation and Muscle Atrophy in Mice with Chronic Kidney Disease’. The FASEB
Journal 25 (5), 1653-1663

Zhang, T., Lu, Y., Song, S., Lu, R., Zhou, M., He, Z., Yuan, T., Yan, K., and Cheng, Y.
(2019) “Double-Muscling” and Pelvic Tilt Phenomena in Rabbits with the Cystine-Knot
Motif Deficiency of Myostatin on Exon 3°. Bioscience Reports 39 (5), 1-13

Zhou, Y., Gormley, M.J., Hunkapiller, N.M., Kapidzic, M., Stolyarov, Y., Feng, V., Nishida,
M., Drake, P.M., Bianco, K., Wang, F., McMaster, M.T., and Fisher, S.J. (2013) ‘Reversal
of Gene Dysregulation in Cultured Cytotrophoblasts Reveals Possible Causes of

Preeclampsia’. Journal of Clinical Investigation 123 (7), 28622872

96



163.  Zhu, X., Topouzis, S., Liang, L.F., and Stotish, R.L. (2004) ‘Myostatin Signaling through
Smad2, Smad3 and Smad4 Is Regulated by the Inhibitory Smad7 by a Negative Feedback
Mechanism’. Cytokine 26 (6), 262—-272

164.  Zufferey, R., Dull, T., Mandel, R.J., Bukovsky, A., Quiroz, D., Naldini, L., and Trono, D.
(1998) ‘Self-Inactivating Lentivirus Vector for Safe and Efficient In Vivo Gene Delivery’.
Journal of Virology 72 (12), 9873-9880

97



8.2. Publikacios Lista

1. Impaktfaktoros folyoiratban megjelent publikdciok

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya Ivett, Liptak Nandor, Tatiana Fli-
sikowska, Angelika E. Schniecke, Donk6 Tamas, Meinrad Odermatt, Atkari Tamas, Bésze
Zsuzsanna, Hiripi Laszlo (2021) ,,Investigation of a new phenotype in myostatin mutated
rabbit created by CRISPR/Cas9 method.” Gene. Publikalasra bekiildve

Pethe6 Gébor L., Kerekes Andrea, Mihalffy Maté, Donkd Agnes, Bodrogi Lilla, Skoda
Gabriella, Barath Monika, Hoffmann Orsolya Ivett, Szeles Zsolt, Balazs Bernadett, Sirok-
many Gabor, Fabian Julia R., Toth, Zsuzsanna E., Baksa Ivett, Kacskovics Imre , Hunyady
Laszl6, Hiripi Laszlo, Bésze Zsuzsanna, Geiszt Miklos (2021) ,,Disruption of the NADPH
Oxidase 5 Gene Aggravates Atherosclerosis in Rabbits.” CIRCRESAHA. (2021)
120.318611. Megjelenés alatt

Pintér Timea, Geiszt Miklos, Petheé Gabor L., Mihalffy Maté, Skoda Gabriella, Liptak
Néndor, Kerekes Andrea, Bosze Zsuzsanna, Hiripi Lasz16, Bodrogi Lilla (2020) ,,The cre-
ation of a multiallele knockout genotype in rabbit using CRISPR/Cas9 and its application
in translational medicine.” Applied Sciences-Basel. (2020) 10. 23 Paper: 8508, 14 p.

Liptak Nandor, Hoffmann Orsolya Ivett, Skoda Gabriella, Gocza Elen, Kerekes Andrea,
BOsze Zsuzsanna, Hiripi Laszlo (2018) ,.Glomerulosclerosis in transgenic rabbits with
ubiquitous Venus protein expression.” Acta Veterinaria Hungarica. (2018) 66: 2 pp. 281-
293., 13 p.

Skoda Gabriella, Hoffmann Orsolya Ivett, Gocza Elen, Bodrogi Lilla, Kerekes Andrea,
Bésze Zsuzsanna, Hiripi Laszlo (2017) ,,Placenta-specific gene manipulation in rabbits.”
Journal of Biotechnology (2017) 259 pp. 86-90, 5 p.

2. Nem impaktfaktoros, referdlt folyoiratban megjelent publikaciok

Fabian Renata, Skoda Gabriella, Hiripi Lasz16, Hoffmann Orsolya lvett, Daniela llie, Ke-
rekes Andrea, Gocza Elen, Bodo Szilard (2017) ,,Egy sejt PCR beallitasa nytilon preim-
plantacios genetikai diagnozis céljabol.” Allattenyésztés és takarmanyozas (2017) 66: 2 pp.
174-179., 6 p.

Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya lvett, Skoda Gabriella, Barta Endre, Dominique Ro-
cha, Veronique Lejard, Hiripi Laszlo, B6sze Zsuzsanna (2013) ,,A szarvasmarha prion fe-
hérje szabalyozo SNP vizsgalata transzgénikus egér modellben.” Animal Welfare Etologia
és Tartastechnologia/ Animal Welfare Ethology and Housing Systems 9:3 Klnsz pp. (2013)
pp. 177-182., 6 p.

98


https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10030452
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002499
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3394129
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3394129
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051459
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051459
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3288387
https://m2.mtmt.hu/api/author/10062249
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002499
https://m2.mtmt.hu/api/author/10011260
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3299880
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3299880
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3288397
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3288397

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya Ivett, Barta Endre, Dominique Ro-
cha, Veronique Léjard, Hiripi Laszlo, Bésze Zsuzsanna (2013) ,,.Szarvasmarha RCAN2
gén szabalyozo régiojaban talalhatd SNP vizsgalata transzgénikus egérmodellben.” Animal
Welfare Etologia és Tartastechnologia/ Animal Welfare Ethology and Housing System. 9:3
Kinsz (2013) pp. 321-327., 7 p.

Major Péter, Kerekes Andrea, Skoda Gabriella, Hiripi Laszlo, Bésze Zsuzsanna (2013)

,Genetically modified animals as potential genetic resources.” Slovak Journal of Animal
Sciences (2013) 46: 4 pp. 155-159., 5 p.

. Nemzetkozi konferencian tartott eloadds

Liptak Nandor, Hoffmann Orsolya Ivett, Skoda Gabriella, Gocza Elen, Kerekes Andrea,
Bdsze Zsuzsanna, Hiripi Laszlé (2017) ,,Mild focal segmental glomerulosclerosis in Venus
transgenic rabbits.” Németorszag, Halle (Saale): SALAAM Final conference 2017.09.28-
2017.09.29.

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Atkari Tamas, Meinrad Odermatt, Tatiana Fli-
sikowska, Hiripi Laszl6 (2017) ,,Myostatin knock-out rabbit line generation using
CRISPR/Cas9 system.” Magyarorszag, Eger. In: Heiszler Zsuzsanna, Hohol Rébert, Eles-
Etele Nora (szerk.) Hungarian Molecular Life Sciences 2017: Programme and Book of
abstracts. Budapest, Magyarorszag: Diamond Congress Ltd., ISBN 978-615-5270-34-5

Hiripi Laszl6, Hoffmann Orsolya Ivett, Skoda Gabriella, Bésze, Zsuzsanna (2014) ,,New
generation transgenic techniques in rabbits.” In: Bene Szabolcs (szerk.) 20th Youth Scien-
tific Forum: University of Pannonia Georgikon Faculty Keszthely, Magyarorszdag: Pannon
Egyetem Georgikon Mezégazdasagtudomanyi Kar, (2014) pp. 1-6., 6 p.

Hoffmann Orsolya Ivett, Barta Endre, Dominique Rocha, Veronique Léjard, Kerekes And-
rea, Skoda Gabriella, Bésze Zsuzsanna, Hiripi Laszlo (2013) ,,In vivo validation of can-
didate cattle regulatory SNPs in indicatior transgenic mouse models.” Magyarorszag, Sio-
fok. In: Hohol Robert, Heiszler Zsuzsanna (szerk.) Hungarian Molecular Life Sciences
2013: programme & book of abstracts. Budapest, Magyarorszag: Diamond Congress Ltd.,
(2013) pp. 207-207., 1 p.

. Hazai konferencidan tartott eléadds

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya lvett, Bésze Zsuzsanna, Hiripi
Laszl6 (2016) ,,Célzott genom mddositas a nytl miosztatin génjében.” In: Gocza Elen, Kiss
Erzsébet; Mardz Anna; Varallyay Eva (szerk.) Fiatal Biotechnolégusok Orszdgos Konfe-
rencidja, Godollé, Magyarorszag: Szent Istvan Egyetemi Kiado, (2016) pp. 26-26., 1 p.

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya lvett, Bésze Zsuzsanna, Hiripi,
Laszlo (2015) ,,Célzott genetikai modositas nytilban.” Magyarorszag, G6dollé. 25. MBK
Napok 2015.11.11.

99


https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3288396
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3288396
https://m2.mtmt.hu/api/author/10058056
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10030452
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3286030
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3286030
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10050688
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31262140
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31262140
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3208409
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3208409
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31267606
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31267606
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2596625
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2596625
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2514063
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2514063
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2269075
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2269075
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3291414
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3291363
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3291363
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31267619

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya Ivett, Dominique Rocha, Veronique
Lé¢jard, Barta Endre, Bésze Zsuzsanna, Hiripi Laszl6 (2013) ,,Szarvasmarha szabalyozé
SNP-k in vivo vizsgalata transzgénikus egerekben.” Magyarorszag, Szeged Genetikai Mii-
helyek Magyarorszagon X1I. Minikonferencia, 2013. szeptember 6.

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya Ivett, Dominique Rocha, Veroni-
que Léjard, Barta Endre, Bésze Zsuzsanna, Hiripi Lasz16 (2013) ,,A szarvasmarha tenyész-
tésében potencidlisan hasznalhato PRNP és RCAN2 génekben talalhatd szabalyozo poli-
morfizmusok jellemzése.” Magyarorszag, G6doll6. MBK napok 2013

. Nemzetkozi konferencidn bemutatott poszter

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Atkari Tamas, Meinrad Odermatt, Tatiana Fli-
sikowska, B6sze Zsuzsanna, Hiripi Lasz16 (2017) ,,The effect of genetic background on the
phenotype of myostatin KO rabbits.” Németorszag, Halle (Saale): SALAAM Final confe-
rence 2017.09.28-2017.09.29.

Hiripi Laszlo, Gocza Elen, Bodo Szilard, Hoffmann Orsolya Ivett, Skoda Gabriella, Ke-
rekes Andrea, Bontovics Babett, Lazar Bence, Bésze Zsuzsanna (2014) ,,Rabbit Biotech-
nology in the NARIC-Agricultural Biotechnology Institute. ” Horvatorszag, Zagrab, 3th
RGB-Net Meeting 2014.05.06.

Hoffmann Orsolya Ivett, Barta Endre, Dominique Rocha, Veronique Lejard, Kerekes And-
rea, Skoda Gabriella, Bésze Zsuzsanna, Hiripi Lasz16 (2014) ,,In vivo examination of
bovine rSNPs in transgenic mouse model.” Németorszag, Berlin. CTC2014: 13th Annual
Meeting of the Complex Trait Consortium.(2014) pp. 13-14., 2 p.

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya lvett, Barta Endre, Dominique Ro-
cha, Veronique Lejard, Bosze Zsuzsanna, Hiripi Laszl6 (2014) ,,Examination of a regula-
tory SNP of bovine RCAN2 gene in transgenic mouse models.” Egyesiilt Kiralysag, Edin-
burgh. In: Transgenic Research (2014) pp 23 (5): 889-889 p

. Hazai konferencidan bemutatott poszter

Fabian Renata, Skoda Gabriella, Hiripi Lasz16, Hoffmann Orsolya lvett, Daniela llie, Ke-
rekes Andrea, Gocza Elen, Bodo Szilard (2016) ,,Preimplantacios genetikai diagn6zis mod-
szereinek fejlesztése nytlon.” 22. Szaporodasbiologiai talalkozo: Osszefoglalok Herceg-

halom, Magyarorszag: Allattenyésztési és Takarmdnyozdsi Kutatéintézet, (2016) pp. 23-
23.,1p.

Fabian Renata, Hoffmann Orsolya Ivett, Skoda Gabriella, Hiripi Laszlo, Kerekes Andrea,
Gocza Elen, Altbacker Vilmos, Bodé Szilard (2016) ,,Development of methods for obtai-
ning offspring of desired sex in rabbit.” In: Gocza Elen; Kiss Erzsébet; Maraz Anna; Var-
allyay Eva (szerk.) Fiatal Biotechnolégusok Orszagos Konferencidja, Godolls, Magyaror-
szag: Szent Istvan Egyetemi Kiado, (2016) pp. 22-22., 1 p.

100


https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31280671
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31280671
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2514444
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2514444
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2514444
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2514443
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10050688
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31262168
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31262168
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002499
https://m2.mtmt.hu/api/author/10011260
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10057530
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31267554
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31267554
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2864473
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2864473
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2864472
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2864472
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2865437
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2865437
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2865436
https://m2.mtmt.hu/api/author/10062249
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002499
https://m2.mtmt.hu/api/author/10011260
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31267614
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31267614
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3138123
https://m2.mtmt.hu/api/author/10062249
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10002499
https://m2.mtmt.hu/api/author/10011260
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3291363

Kerekes Andrea, Skoda Gabriella, Hoffmann Orsolya Ivett, Balogh Laura, Debnar Vik-
toria Johanna, Bésze Zsuzsanna, Hiripi Laszlo, Bodo Szilard (2014) ,,Transzgénikus allat-
vonalak ex situ genetikai megérzése.” Magyarorszag, Herceghalom. In: 20. Szaporoddsbi-
ologiai Taldlkozo (2014) pp. 25-25., 1 p.

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya Ivett, Iski Gergely, Barta Endre,
Dominique Rocha, Veronique Lejard, Bésze Zsuzsanna, Hiripi Laszlo (2014) ,,Komplex
modszerek kifejlesztése szarvasmarha szabalyozo polimorfizmusok vizsgalatara.” Ma-
gyarorszag, Herceghalom. In: 20. Szaporodasbiologiai Taldlkozo (2014) pp. 27-27., 1 p.

Skoda Gabriella, Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya Ivett, Barta Endre, Dominique, Ro-
cha, Veronique Léjard, Bésze Zsuzsanna, Hiripi, Laszl6 (2014) ,,Complex biotechnology
examination of regulatory SNP of bovine RCAN2 ¢s PRNP genes.” Magyarorszag, Sze-
ged. In: Fiatal Biotechnolégusok Orszdagos Konferenciaja "FIBOK 2014": Program és 6sz-
szefoglalok: Barabds Zoltan Biotechnoldgiai Egyesiilet, (2014) p. 1

Kerekes Andrea, Hoffmann Orsolya Ivett, Skoda Gabriella, Barta Endre, Dominique, Ro-
cha, Veronique Léjard, Hiripi Laszlo, Bésze Zsuzsanna (2013) ,,A szarvasmarha prion fe-
hérje szabalyoz6 SNP vizsgélata transzgénikus egér modellben.” Magyarorszag, Godollo.
In: Bényi E, Pajor F, Tézsér J (szerk.). IV. GodollGi Allattenyésztési Tudomdnyos Napok:
Eloadasok és poszterek osszefoglalo kotete Godollo, Magyarorszag: Szent Istvan Egyetem
Egyetemi Kiado, (2013) pp. 52-52., 1 p.

101


https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/author/10011260
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3160461
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3160461
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2780035
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2780035
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3160469
https://m2.mtmt.hu/api/publication/3160469
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2780035
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10001524
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31268375
https://m2.mtmt.hu/api/publication/31268375
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2587525
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2587525
https://m2.mtmt.hu/api/author/10051709
https://m2.mtmt.hu/api/author/10039317
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017039
https://m2.mtmt.hu/api/author/10000199
https://m2.mtmt.hu/api/author/10017237
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2444476
https://m2.mtmt.hu/api/publication/2444476

8.3. Anyagok

Tablazatok:

1. tablazat: A kisérletbe vont nyulak TALEN technikaval célzott DNS szakaszainak vizsgalatdara
iranyulo primerek szekvencidai

Primer elnevezése Primer szekvenciaja Tm (°C)
myt nyul 1F 5’- CAATTTTGCTTGCCATTACTGA -3’ 61
myt nyul 1R 5’- TCAGCAGAACTGTTGACATACAC -3’ 63
myt nyal 2F 5’- GGAAAAAGACGGGCTGTGTA -3’ 63
myt nyal 2R 5’- CACTGCTGTCATCCCTCTGA -3’ 64

2. tablazat: A CRISPR sgRNS (embrio) teszteléséhez hasznalt primerek szekvencidi

Primer elnevezése Primer szekvenciaja Tm (°C)
Msntl cr-F1 5’- AAAGACGGGCTGTGTAATGC -3° 58,83
Msntl cr-R1 5’- GCTGGTTGGTATGAGGCTGT- 3’ 56,4
Msnt2 cr-F1 5’- CTGAGACCCGTGAAGACTCC- 3° 59,47
Msnt2 cr-R2 5’- GGTACAGGGCTACCATTGGA- 3° 56,2
Mstn3-cr-F1 5’- CTTCCTCTGCCTCTCCTTCC- 3’ 59,3
Mstn3-cr-R1 5’- CTGGGGTTTGCTTGGTGTAC- 3’ 58,2

3. tablazat: A CRISPR/Cas9 modszerrel létrehozott alapito dllatok sziiréséhez hasznalt primerek
szekvencidi

Primer elnevezése Primer szekvenciaja Tm (°C)
Mstn2_F 5’- CTGAGACCCGTGAAGACTCC -3° 59,83
Mstn2_R2 5’- GGTACAGGGCTACCATTGGA - 3° 58,4

4. tablazat: Az alkalmazott CRISPR?2 konstrukcio lehetséges off-target szekvencidi, elhelyezkedé-
stik a nyul genomban

Gén neve Elhelyezkedés PAM célzott szekcencia Mismatches
MSTN Chngcl)igf?ﬂ% CCT ATGAAAGACGGTACAAGG 0
AMPD1 Chf14~°’91541%5210%189' AAA ATGAAAGACGGTGTGGTT 6
CBFA2T2 Chr4: 6052384 6052403 | ACT GGAAAAGACGGTACAATG 4
CXCL10 Chf17§‘:3774130752039- TTA ATGAAAGACTGTACAAAG 2
EPHB3 Chf184111%1219%20930- TCA AGATGGGACGGTACAAGG 5
FAM71F1 Chr7: 18552236479-15 ACC AAAGAAGACGGTACAAGT 4
HIS-LYS N- pontosan nem ismert ACC TTGAAAGACGGTAGTCCT 6
METH
PRR5L Chf117?51675576252225- GGG ATGAAAGACGGTGTTGGC 6
STAM Chf1463?64132%1322512- AGA GAAGAAGACGGTACAATT 6
TTN Chr7: 118335085- TGG ATGAAAGACGGTAGCAAC 4

118335105
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5. tabldzat: Az off-target analizis soran felhasznalt primerek szekvencidi és olvadasi hémérsékle-

tiik
Gén neve Primerek szekvenciaj Tm (°C)
AMPD1 Fw 5’- CCTGCTCTGAAGAAGGGAGA -3’ 59.67
Rv 5’- GGCACTGGAGTCGACAGATT -3’ 60.27
CBFA2T2 Fw 5’- TCATGTCATTGCTGCAACCT -3’ 60.27
Rv 5’- CATGTGTGCCTCCTTCAAGA -3’ 59.83
CXCL10 Fw 5’- TGAATGTGCAAGTCCCTGTT -3’ 59.14
Rv 5’- TGCCACTTTATTGCTTTTTCA -3’ 58.48
EPHB3 Fw 5’- ACCGCACAGTCCCAGATTAC -3’ 60.00
Rv 5’- CAGCCAAAAGTCCGAAAGTC - 3 59.85
FAM71F1 Fw 5’- GCCCTGGTTTAGCATGATGT -3’ 59.96
Rv 5’- GAGCCACCCAAGAGTACCTG -3’ 59.72
LOC100339782 | Fw 5’- CTGCCGAGAAAATTGGAGAG -3’ 59.95
Rv 5’- AGTGGAGTGAGCCCAAAGAA -3’ 59.84
PRR5L Fw5’- TCTTGGCTTCTTGGCAGTTT -3’ 59.99
Rv 5’- ACAGAGAAACGAGCGACCTC -3 59.60
STAM Fw 5’- AGTCTCAGCTTGATGGGAATG -3’ 59.30
Rv 5’- AAGCTGAAGCGTCCAACAAT -3 59.88
TTN Fw 5’- AAGGCTGTGCCACTGAAGTT-3’ 59.91
Rv 5’- AGTGGCTGTCCTTTGACCAC-3’ 60.16

6. tablazat: A guideRNS szekvencidjanak felszaporitasara hasznalt kvazi nested PCR elso korének
beallitasi paraméterei

PCR 1. kor reakciéelegy hozzavaloi PCR program
Megnevezés mennyiség hémérséklet iddtartam
DNS (pDNA-pbsU6_MSTN) 1 pl 98 °C 30 mp
dNTPs (10 mM) 1 pl 98 °C 5 mp
Primer T7 for (10 pM) 1,25 ul 59 °C 15 mp 25 X
Primer Trac rev (10 uM) 1,25 ul 72 °C 15 mp
5X puffer 10 pl 72 °C 5 perc
DNS Polimeraz 0,5 pl 8 °C végtelen
Viz 34,5 ul
Primerek megnevezése Primerek szekvencidja Fragment méret
T7forward: 5'- GTACAAAATACGTGACGTAGAAAG - 3'
Trac rev: 5'- AAAAAAAGCACCGACTCGGTG - 3 274 bp

7. tablazat: A qPCR reakcidelegyének dsszetétele és az alkalmazott PCR program lépései, pri-

merek szekvencidi
A reakcioelegy osszetevii PCR program
Megnevezés Mennyiség 95 °C 10 perc 1x
5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus 4pn 95 °C 15 mp 40
X
gMSTNfor primer 0,3 ul 60 °C 60 mp
gMSTNrev primer 0,3 ul primer szekvencidk
<DNS 3,5l gqMSTNfor | 5-CACGCTACGACGGAAACAAT-3'
Viz 11,9 ul gMSTNrev | 5- GGAGTCTTCACGGGTCTCAG-3'
Honlap:
Webl https://tale-nt.cac.cornell.edu/node/add/talen
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Abrdk:

pTAL.T7 DNS kot régio
N-terminalis régio C-terminalis régio
Ncol
17
Afel
Ascl Xbal
Kpnl Pstl

HindIll
/ BGHpA
AmpR Pacl
\ pUC ori

1. abra. A megrendelt TALEN plazmidok alapfelépitése.

M13 rev
‘ i CAG prométer
AMP \ Splicing akceptor
v ozak
< FLAG
Els6 135 as N-terminalis doménrél
Stul
106 as N-terminalisré!
M13 for /‘
pA
15;
:?39 TALEN egység
Del SA2§§ term[€B)
Utols6 46 as a C-ternihalisrol
oyl N18
s
Bal TALEN DNS két6 szekvencia Jobb TALEN DNS kot6 szekvencia
TALEN 2-3: 5’- T GCAAAAACTGCAAATCTA tgtttatatttacctgttt ATGCTGATCGTGGCTGGCCC A- 3’
TALEN_4-5: 5'- T GCAAAAACTGCAAATCTAT gtttatatttacctgtttatgetgatc GTGGCTGGCCCAGTGGATCT A -3

2. dbra. Az daltalam dsszeallitott TALEN plazmidok sematikus felépitése és a tervezett TALEN
egységek szekvencidi.

vad_tipus MOKLQIYWYIYLFML IVAGPVDLNENSEQK ENVEKDGLONAC TWRONSKYSRIEAIKIQL =]
BBKE MOKLQIYWYIYLFML IVAGPVDLNENSEQK ENVEKDGLONAC TWROQNSKYSRIEAIKIQL =]
SBEE MOKLQIYWYIYLFML IVAGPVDLNENSEQK ENVEKDGLONAC TWROQNSKYSRIEAIKIQL =]
FEFFEFEFFEETIEREFr R kR bR R EE R kbR kR kR ke ek kbbb ey
vad_tipus LSKLRLETAPNISKDAIRQLLPKAPPLREL IDONWDAQRDODSSDGSLEDDDYHATTETIIT 128
BBKE LSKLRLETAPNISKDAIRQLLPKAPPLREL IDYDAQRDODSSDGSLEDDDYHATTETIIT 128
SBEE LSKLRLETAPNISKDAIRQLLPKAPPLREL IDYDAQRDODSSDGSLEDDDYHATTETIIT 128
E s R ) st s s
vad_tipus MPTESDFLMWEGKPKCCFFEKFSSKIQYNINEAQLWIYLRPVETPTTVFVQILRLIKPM 138
BBKE MPTESDFLMWEGKPECCFFEKFSSKIQYNNEAQLWIYLRPVETPTTVFVQILRL -RRY 174
SBEE MPTESDFLMWEGKPKCCFFKFSSKIQYNNEAQLWIYLRPVETPTTVFVQILRLIKRY 138
FEXET XX EFFFEEFXXEEEFE L EXXFEEXXTEEFFFEETXE R XXX LFFFFEETE &
vad_tipus KDGTRYTGIRSLELDMMPGTGINQS IIVE - TVLQNWLKQPESNLGIETKALDENGHDL AV 239
BBKE KA = e e oo e e o oo - o - - CWNPISET*HEPRHWYLAEH*CED -5V, ------LAQ 218
SBEE KA == mm e e e e oo - o - - WINPT SET*HEPRHWYLAEH*CED - ------LAQ 211
% e o® T . ET

3. dbra. A miosztatin génkiiitétt alapito dllatok modositott fehérje szekvenciaja, osszehasonlitva
a vad tipusu miosztatin fehérje sorrenddel.
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Oldatok:

PBS —FCS oldat (embrié kimosashoz)

800 ml viz

0,16 g KCI

0,16 g KH2PO4

0,17 g MgCL2x6H.0
6,40 g NaCl

0.92g Na2HPO4
0,106 g CaCl>x2H.0

0,0024 g Penicillin
0,0080 g Sztreptomicin
20 ml FCS

RDH médium (embrid tenyésztéshez)

3,3ml DMEM
3,3ml RPMI
3,3ml Ham’s F-10
0,0063 g Taurin
0,0,3g BSA

M1 oldat (spermafagyasztashoz)

10 ml Weize-Tris
1,2ml DMSO
2 mi tojassargaja

M2 oldat (spermafagyasztashoz)

10 ml Weize-Tris

0,5 ml Glicerol

2 mi tojassargaja
Weize-Tris

100 mi viz

3,028 ¢ Tris (T6066 Sigma)
1,676 ¢ Citromsav anhidrat
1,250 ¢ D-gliik6z
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9. KOSZONETNYILVANITAS

A doktori dolgozatomhoz kapcsolodo laboratoriumi munkakat a MATE Genetika és Bio-
technoldgia Intézetében végezhettem, igy szeretném megkdszonni a mindenkori foigazgatd Urak-
nak/Asszonyoknak, Dr. Burgyan Jozsefnek, Dr. Bésze Zsuzsannanak, Dr. Olasz Ferencnek, Dr.
Posta Katalinnak, hogy erre lehetéséget teremtettek.

Szeretnék koszonetet mondani az Allatbiotechnologiai Tanszék egykori, és jelen vezet6ijé-
nek Dr. Bdsze Zsuzsannanak, és Dr. Gocza Elennek a munkdmhoz nyujtott szakmai és anyagi
tamogatasért.

Dr. Hiripi Lasz16 témavezetdomnek haldsan kdszonom, hogy részt vehettem ebben a kuta-
tasban, és hogy mindvégig tamogatott, j0 hangulatd, Kivalo szakmai hatteret biztositott.

Nagyon halas vagyok Dr. Kerekes Andreanak a munkam soran kapott rengeteg szakmai €s
barati segitségért, tamogatasért. Dr. Hoffmann Orsolya Ivettnek szeretném megk6szonni az emb-
ri6 beiiltetésekhez elengedhetetlen szakmai segitségét. Tovabba koszonom Dr. Liptak Nandornak
a metszetek készitésénél nyujtott segitséget, Dr. Major Péternek a nyulakkal valé munka soran
nyujtott segédkezést.

Koszonettel tartozom Dr. Tatiana Flisikowskanak ¢és Dr. Angelika E. Schniekének, hogy
laboratoriumukban elsajatithattam a CRISPR/Cas9 és TALEN genomszerkeszté rendszerek 6sz-
szeallitasat, hasznalatat.

Tovabba koszonom Dr. Bender Balazsnak és Dr. Bod6 Szilardnak a rengeteg szakmai ta-
nacsot, amivel segitették munkamat.

A kisérletben szerepl6 allatok gondozasaért, nagyon halas vagyok Fiilop Laszlonak, Lisz-
kai Istvannénak, Udri Agnesnek, illetve Dr. Bognar Gabor allatorvosunknak lelkiismeretes mun-
kajaért. Labortechnikusainknak, Grofné Marikanak, Egedi Sandornak kész6ndom a szamos oldatot,
amit készitettek nekiink az évek folyaman, illetve laborkisegitéinknek Galli Gyorgynének, Gubd
Editnek az eszkozok gondos rendben tartasat. Az Allatbiotechnolégiai Féosztaly minden munka-
tarsanak szeretném megkoszonni a sok segitséget, illetve a jo hangulatot, kellemes légkort, ami
korbevett a laboratoriumban eltoltott évek folyaman.

Kiilon koszonom csaladomnak a folyamatos biztatast, tamogatast, mely eldsegitette e dol-
gozat létrejottét.

A kutatas az Olivia Kft. tdimogatasaval valosult meg, melyet haldsan koszonok. A kutatas
létrejottét elosegitette a ,,Fokuszban az atherosclerosis: 0j terapids célpontok és gydgyszerjeloltek
azonositasa- NVKP 16-1-2016-0039” palyazat, melyet kiilon koszonok.
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