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Ma mar kiilonbozo rendszerek dllnak rendelkezésre gyogyaszatilag hasznosithato rekombindns
fehérjek eléallitdsdra. Jelenleg a transzgénikus haszondllatok vére és méginkabb a teje tiinik a
legvonzobb lehetdségnek gyogyhatasu feheérjék elddllitasdra. Ezen szoveti sejtek feltehetden
megfeleld mennyiségben képesek érett fehérjcket termelni. A fejlett DNS rekombindcios
technologick a mikroinjektdldassal és az embrio-dtiiltetéssel dsszekapcsolodva lehetéve tették az
idegen genek bevitelét az dllatok csiravonaldba. A tejfehérje genek klonozasa a 70-es, 80-as
években, majd ezen gének promoter és szabdlyozo régidinak a meghatdrozdsa és jellemzése azt
eredmeényezte, hogy a kutatok ma madr t6bb haszondllatfajban is képesek egyes gyogyhatdsu
fehérjek hatékony, tejmirigy specifikus és a hormondlis hatdsokra is megfeleléen reagdlo
termeltetésére. Egyes transzgenikus juhokban a gyogyhatasu feheérjék az Osszes tejfeheérje
tartalom 50%-anal magasabb szintet meghaladva sem okoznak egészségiigyi vagy szaporoddsi
problémdkat. A transzgenikus technika lehetévé fteszi a tejalkotok egymdshoz viszonyitott
aranydnak megvdltoztatasat is. Laboratoriumunkban olyan kiméra gent hoztunk létre melynek
segitségevel vizsgalni tudtuk transzgeénikus egerek tejében a kappa-kazein szint novekedésének
fiziko-kémiai hatdsait. A huszonegyedik szdzad kiiszobén, a gyogyhatasu fehérjéket termelé
gazdasdagi dllatok realitassa vdltak. Az elso, a gyogydszat szamdra ily modon elddllitott
termékek mar a klinikai kivizsgalds kiilonbozé stadiumaiban vannak.

(Kulcsszavak: transzgénikus dllat, bioreaktor, vér, te)

ABSTRACT

Transgenic animals as bioreactors
(review)

Zs. Bosze, Sz.Téth
Agricultural Biotechnology Centre, G6do116, H-2101 Szent-Gyérgyi A. u. 4

Different systems are being studied and used to prepare recombinant proteins for
pharmaceutical use. The blood, and even more so the milk, of transgenic livestock animals
appear a very attractive source of pharmaceuticals. The cells from these animals are
expected to produce well-matured proteins in potentially huge amounts. The development of
recombinant DNA technology coupled with the techniques of microinjection and embryo
transfer to introduce foreign genes into the germline of animals has provided the basic tools.
Cloning of milk proteins in the late 70s and early 80s, followed by the identification and
characterisation of promoter and regulatory sequences of milk protein genes, revealed
sufficient genetic information to target genes exclusively to mammary tissue and to respond
to hormonal signals. In sheep more than 50% of the protein in milk can be encoded by the
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transgene without compromising the animal’s health or reproductivity. However, the most
natural use of this technology must include modifying the protein content of milk by
manipulating the milk protein genes themselves. We have developed a chimeric gene to
increase kappa-casein content in transgenic mice and rabbits and to examine its effect on the
Dphysicochemical properties of milk. As we approach the end of the 1990s the prospect of
achieving the aim of producing pharmaceuticals in transgenic farm animals is becoming
reality: the first human products are on their way through clinical trials.

(Keywords: transgenic animal, bioreactor, blood, milk)

BEVEZETES

idegen gén kifejez6désének in vivo vizsgalatara. Modellallatként a kutatok egereket
hasznalnak, mivel a transzgénikus haszonallatok eloallitasa idd, ill. koltségigényes. Ennek
ellenére transzgénikus juhot, kecskeét, sertést és marhét is kifgjlesztettek mar adott célokra

Ilyen cél példaul a transzgénikus allatok bioreaktorként torténd felhasznaldsa
fehérje alapl gydgyszerek termeltetésére, mely médszer ndlunk is elterjedt, elnevezése a
"gene farming" (gén v. molekula gazddkodas).

Gyogyaszati célu fehérjék termeltetésére €16 organizmusokkal eldszor 1978-ban kertilt
sor, amikor proinzulint szintetizal® baktériumokat sikertit Iérehozni (Villa-Komaroff és
mtsai., 1978). A hatékony transzgénikus emldséllat eldallitashoz a mikroinjektalasos
technika nyitotta meg az utat 1980-ban (Gordon és mtsai., 1980), €z amddszer azonban sok
éven keresztiil csak transzgenikus egerek eldallitasara szoritkozott. Gyogyhatasu fehérjék
termeltetésére az emlos sejttenyészetek is modot adnak. Igy termeltettek human interferont
mér 1982-ben (Devos és mtsai., 1982). 1987-ben pedig megva dsitotték gyogyhatasi fehérje
expreszidja transzgénikus egér temirigyben (Gordon és misai., 1987). A humén
gyogyaszatban hasznalt fehérjék eldallitisa a fent emlitetteken kiviill még szamos mas
modszerrel is lehetséges, melyekrol atfogo képet nyjt az /.tdbldazat.

1. tablazat

Rekombinans fehérjék eldallitasa Kiilonb6zo renszerekben (Houdebine, 1994)

Protein mennyiség| Kivonhat6sag Posz-transzl&cios
(7) (8) maodosités (9)

Baktériumok (1) ++++ ++ +
Elesztok (2) PP 4 ++
Gombak(3) ++++ +++ +
Transzgénikus nbvények(4) ++++ ++ ++

Emlds sejtkultarak (5) + ++++ ++++
Transzgénikus allatok (6) ++++ ++++ ++++

+ -kevés, gyenge (low amount) ++ -kozepes (medium)

+++  -jo, elegendd (good) ++++  -kiva6, sok (very good, much)

Table 1: Production of recombinant proteins in different biological systems

Bacterian(l), Yeast(2), Fungi(3), Transgenic plants(4), Mammalian cell culture(S),
Transgenic animals(6), Protein content(7), Extractibility(8), Posttranslation modification(9)
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Haszonallatok bioreaktorként torténd felhasznalasara eldszor transzgénikus juhot (Clark
és mtsai., 1989), majd olyan transzgént hordozé bikat allitottak eld, mely annak
utddaiban lehetdvé tette a tejosszetétel megvaltozatasat (Krimpenfort és mtsai., 1991). A
tejfehérje  gének sorozatos molekularis klénozasa, majd a génkifejezddés
szabalyozasaban részvevd hatarolo régiok jellemzése meghatarozéan hozzajarult ahhoz,
hogy terdpias célt szolgdld fehérjék termelésére is képessé tudjuk tenni a
haszonéllatokat. Igy korunkban, gyogyhatasu fehérjék eléallitasara a transzgénikus
allatok kinaljak a legjobb lehet6ségeket (2. tdbldzat).

2. tablazat

Gazdasagossagi szamitasok rekombinans fehérjék eléallitasara kiilonb6z6
rendszerekben (Bremel, 1996)

o qomis @ E0i@ | TeE
A termelt fehérje koncentrécidja[mg/l] (4) 335 460 100
Beruhazés koltségigényel M) (5) 61 389 3,3
Fenntartési koltség [M$/év] (6) 117 2423 0,51
Termelt fehérje [kg/év] (7) 11,4 11,6 51
Termelési koltség [$/év] (8) 10.207 20.912 10

Table 2: Efficiency calculations of recombinant protein productions in different systems

Mammalian cell culture(l), E. coli(2), Milk(3), Protein concentration(4),
Implementation cost [M$lyear](5), Operational cost/M$lyear](6), Protein product
[kalyear](7), Productional cost [M$lyear](8)

GY()GYHATASI’J’ Flj],Hl:]R"J]’:ZK 'I:RAN,SZGENIKUS A"LL,ATOK ALTAL
TORTENO ELOALLITASANAK LEHETOSEGEI

Fehérje termeltetés vérben és tojasban

Gyogyaszati vagy egyéb célu fehérje termeltetésére a legkézenfekvobb szovet a vér
volna, hiszen a vérfehérjék legtdbbjének szabalyozo régidit jOl ismerik és alkamasak
hatékony, ugyanakkor specifikus génkifejeztetésre. Kiilén eldny, hogy a baktériumokkal
szemben a szOvetekben az egyes fehérjék teljes aktivitdsdnak eléréséhez szilkséges
poszttranszlaciés moédositasok maradéktalanul megval ésithatok. A vérvétel az dlat
egészségének karositasa nélkill megoldhaté. gy pl. humén al-antitripszin termeltetését
is megval 6sitotték transzgénikus nyulakban (Massoud és mtsai., 1991). Hétranya ennek
az eljarasnak, hogy a vérfehérjék tisztitasa bonyolult és kéltséges. Mivel pedig az erek
majd az Osszes szervet behd 6zzak, az idegen fehérje (vagy akar egy normal véralkotd
emelt szintli jelenléte) esetleg bizonyos szervekben anyagcsere- vagy szabalyozasi
zavarokat idézhet eld. Kovetkezésképpen karosodhat a bioreaktorként hasznalt allat
egészsége.

Tojasban torténd termeltetés hasonld elényokkel jarna, raadasul a tisztitas is joval
egyszerlibb és koltségkimélobb lenne. Tovabba feltehetd, hogy a transzgén fehérje
magas szinten torténd termelésének sem lennének az allatra nézve karos
kovetkezményei. A gyogyaszati fehérjék tojasban torténd termeltetése azonban - szamos
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laboratérium évek ota tartd erdfeszitése ellenére - ma is csak kisérleti stadiumban van
(Sang, 1994).

Fehérje termeltetése tejmirigyben

A tej fehérje osszetétele

A tejfehérjék kb. 90%-a a tejmirigy alveolaris sejtjeiben termelddik. Alapvetden két £6
csoportba sorolhatok: kazeinek és savéfehérjék. A tej alkotéelemeinek mennyisége
jelentdsen eltér a kiilonb6z6 allatfajok esetében. Szamos csecsemokori allergias
megbetegedés vezethetd vissza az emberi és a szarvasmarha tej Osszetételében 1évo
kilonbségekre(3. és 4. tdbldzar).

3. tablazat

Szarvasmarha és emberi tej kazein-, savé- és zsirtartalma (Davies és mtsai., 1983)

kazein [g/l] (1) savo [g/] (2) zsir [g/] (3)
Szarvasmarha (4) 28 6 37
Ember (5) 4 6 38

Table 3: Casein, Whey and Fat content of the bovine and human milk
Casein(1), Whey(2), Fat(3), Bovine(4), Human(5)
4. tablazat

Szarvasmarha és emberi tej f6 fehérje-osszetevoi (Brunner, 1981)

kazeinek [g/] (1) 6 savo fehériék [g/1] (2)
. afa béta- sav0 savas
alfaSlialfaS2) béta | kappa || abumin |laktoglobulin fehérje (3)
szarvasmarha(4)] 10 | 34 10 3,9 1 3 nincs(6)
ember (5) 0,4 3 1 1,6 nincs nincs

Table 4: Main protein ingredients of the bovine and human milk
Caseins(1), Main whey proteins(2), Whey acidic protein(3), Bovine(4), Human(5)

Génmérnokség a tejtermelésben

1982-ben irtak le els6ként egy tejfehérje, nevezetesen a savo savas fehérje (WAP) 5’
lehetdségét kiilonbozo fehérjék transzgénikus allatok tejében torténd termeltetésének
(Hennighausen és mtsai., 1982). Ez a technoldgia -legaldbbis el méletileg- megnyitotta a
lehetdséget az emberi fogyasztasra szant tehéntej Osszetételének megvaltoztatasara is.
Tobb kitlind, gondolatébresztd cikket irtak e témaban, melyek felvetik a tejtermelés
koltségei csokkentésének, extra mindségii sajtok eldallitasanak, vagy a fert6zodés
kivédésének lehetoségeit (Houdebine, 1994, Maga és mtsai., 19958, Maga és mtsai.,
1995b; Hennighausen és mtsai., 1990; Hennighausen és mitsai., 1992). Ezen
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elképzelések kozil csak néhdny valdsult meg és a kisérletek tdbbsége a modellként
haszndlt transzgénikus egerekre korl&o0zodik.

Abban az esetben ha a cél valamelyik tejfehérje mennyiségének csokkentése, arra
lehetdséget ad egy 1j eljaras: ribozim, vagy antiszensz gén bejuttatasaval egyes gének
atirédasat  specifikusan gétolni lehet, midltal a tejben csbokken az adott fehérje
koncentrécidja. Ilyen modszerrel a transzgénikus egérkisérletek biztatd eredményei
alapjan a jov6ben pl. (az a- laktoglobulin mennyiségének csokkentése révén) aacsony
laktoz tartalmu tehéntej olcso eldallitasa valhat lehet6vé. Csak egereken valdsult meg
széles korben az un. ,knock out” (gén kilités) és a "gene targeting” (célzott génbevitel)
technika is, melyek egy gén cézott "kiltését" illetve a vad génnek valamilyen
szempontbol érdekes mutans valtozatra torténd kicserélését teszik lehetévé (Capecchi,
1989). Haszonallatokban eddig, ily modon nem volt lehetdség transzgénikus allatok
eloallitasara (a megfeleld embrionalis dssejtvonalak hidnyaban), de mindez napjainkban
elérhetd kozelségbe kertilt.

TRANSZGENIKUS ALLAT ELOALLITASA MIKROINJEKTALASSAL

A mikroinjektdds méara széleskdrben akamazott rutineljérés lett (Hogan és mtsai.,
1986). Megtermékenyitett noivari egyedek petevezetdjébdl az egysejtes embriok
kimoshatok. Megtermékenyllés utan a zigéta két sejtmagja még nem egyesilt, jol
lathato a sarkitest és a két eldmag. Vékonyra huzott tivegkapillarissal faziskontraszt vagy
interferencia mikroszkop alatt juttatjuk az idegen DNS-t a him elémagba. (Kb. 100 DNS
molekula, 1-5 pikoliter injektdl6 oldat jut asejitmagba.) (1., 2., 3. dbra)

1. abra

Mikroinjektalas a pronuklearis zigétaba

poléristest (1)

him pronukleusz (2)

:Seitmagvacska (3)

‘néi pronukleusz (4)

Figure 1: Microinjection into the pronuclear zygote

Polar body(1), Male pronucleus(2), Nucleolus(3), Female pronucleus(4)
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2. abra

Nyulzigota mikroinjektalasa

Figure 2: Microinjection of a rabbit zygote
3. abra

Nyulzigota mikroinjektalasa

Figure 3: Microinjection of a rabbit zygote
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A zigdtakat hormonalisan szinkronizalt, alvemhes ndstény petevezetdjébe iiltetjiik. A
megsziiletd utddok jelenlétét DNS hibridizacioval (Southern-blot), megfeleld probaval
mutatjuk ki (4. dbra).

4. abra
A transzgénikus egér el6allitasanak folyamata
a Q
J 0.0
! D_}Q _ . ) P e
2 YA o COVSENES R { P plazmid
gj\é;zs zigatak (1) STUSZPEnZia (2)
implantacio a

petevezetibe (3)

Southern- B
blot (7)

2 alvemhes
specifikus proba \ . . / recipiens (4)
hibridizaciaja az o~ @

(6

utadak DM 5-ehez megsziletett
Q utddak (5)

Figure 4: Production of transgenic mouse

One cell embryos, pronuclear stage(l), Plasmid suspension(2), Oviductal implan-
tation(3), recipient(4), FO generation(5), Specific probe hybridisation to offspring’s
DNA(6), Southern-blotting(7)

A transzgén beépiilésének folyamata még nem teljesen ismert, de valoszini, hogy az
injektalt idegen DNS eldszor un. fej-farok konkatamereket képez, majd ezek utan
integralodik egy, ritkabban két helyre a genomba. Ugy tiinik, hogy az integracié limitalé
Iépése a befogadd dlat sagjdt DNS-ének felnyilasa. Az injektdléssal bejuttatott DNS
beéplil ése a recipiens genomba del éciokat és duplikéciokat is eredményezhet.

A GENKIFEJEZODES SZABALYOZASA

Mara a legtobb tejfehérje 5 szabalyozd régiojat klénoztak és leirtak sojétsagaikat. Az
elsoként leirt WAP gén kifejezOdése egér esetében a tejmirigy alveolusainak
hamsejtjeihez kotddik és az RNS a vemhesség vége felé akkumulalodik. A laktacio
cstucsan a jelenlévd mRNS-eknek hozzavetdlegesen 10%-a WAP-ot kodol
(Hennighausen és mtsai., 1982). Ez a magas szintii szévet specifikus génmegnyilvanulas
alkalmassa teszi az alveolaris epithelben torténd génkifejezddés tanulmanyozasara, €s a
kiilonboz6 hibridgénekben szabalyozo régidként vald felhasznalasra is (Ebert és mtsai.,
1991; Velander és mtsai., 1997). A WAP szabalyozasanak elsd szintjén bizonyos
tejelvalasztast szabalyozo hormonok allnak. Expressziojat alapvetéen harom hormon
egyidejii jelenléte valtja ki: inzulin, hidrokortizon és prolaktin. A tejfehérjék hormonalis
szabalyozasahoz, a patkany béta-kazein és savo savas fehérje génjeinek kifejez6déséhez
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szikséges specifikus szabdlyozo régiokat definidltdk a tejmirigyben (Rosen és mitsai.,
1996). Azonositottak szamos transzkripcios faktor sszetett valaszelemét tobb kotddési
hellyel. A tejmirigy-specifikus génmegnyilvanulast Ggy tiinik, nem egyszeriien egy
transzkripcids faktor kozvetiti, hanem az szamos faktor egyiittmikodését igényli. A
specifikus hormonok altal szabalyozott, jeler6sitd palyak a transzkripcios faktorok
kozotti kapesolatokat, az elemek kdzotti interakcidt, a kromatin szerkezet valtozasét és a
tejfehérje gén kifejezédését vezérlik.

A legjobban ismert WAP és a bétalaktoglobulin (BLG) gének szabdlyozo
régidiban tobb transzkripcios faktor kotdhelyet azonositottak, ugymint a "milk protein
binding faktor" vagy "signal transducers and activators of transcription 5" (MPBF vagy
STAT5a) (Burdon és mtsai., 1994), a STATSb (Liu és mtsai., 1995) és a nuclear factor |
(NFI) (Li és mtsai., 1995), melyek a magas szintli expressziot biztositjak. Az Ets
csaladba tartozo transzkripcids faktorokat kotd régidk (Welte és mtsai., 1994) és a
negativ reguld 6 elemek régigja-mely a "nuclear binding factor" (NBF) fehérjével [éphet
kolcsonhatasba (Kolb és mtsai., 1995)- feltehetben a tejmirigy-epitélben torténd
génkifejezddésében jatszik fontos szerepet.

A szabdlyozé elemek kontrolldd hatasat igyekeznek kikiszobolni az olyan
kisérletekkel, mint példaul a c-myc gén fehasznddsa, melynek kovetkeztében a
kialakult emlétumor konstitutiv tejfehérje gén atirodast eredményezett (Schoenenberger
és mtsai., 1988). Ezek a kisérletek azonban még tavol dlinak a gazdasagi felhaszndastal,
hiszen az ilyen jellegli beavatkozasok szamos hatranyos kovetkezménnyel jarhatnak.
Ezért elengedhetetleniil fontos a génkifejezddést szabalyozo transzkripciods faktorok és a
kapcsol6do szigndl transzdukcids utak feltérésa, ill. megismerése.

Erdemes még megjegyezni, hogy az egé& (vagy patkény) WAP 5 régiojé
transzgén szabdyoz6 régidjaként alkalmazva egérben és nyulban bizonyitott transzgén
integracio esetén is csak az esetek 50%-aban kaptak génkifejezddést. Azokban a
fajokban viszont, amelyek eredetileg nem hordozzék genomjukban a WAP gént (juh,
sertés, szarvasmarha), tobbnyire minden a WAP szabdlyozd régiét tartalmazé hibrid
génrol torténik fehérje termelés (Shamay és mtsai., 1991, Wall és mtsai., 1991; Wall és
mtsai., 1996). Hasonlé médon a juh B-laktoglobulin (BLG) gént (sgjé szabalyozo
és mtsai., 1992). Ezek alapjan ugy tlinik, hogy -feltehet6en a negativ regulatorok hianya
kovetkeztében- azon szabalyozé régidk, melyek eredendden nincsenek meg a recipiens
fajban, az esetek tobbségében poziciotol fiiggetlen génkifejez6dést biztositanak minden
beépiilt transzgén eseteben.

ALKALMAZASOK GAZDASAGI ALLATOKON

Transzgénikus tyik

A transzgénikus madar eldallitasarol igen hosszu ideig csak retrovirusos géntranszferrel
(Salter és mtsai., 1987; Bosselman és mtsai., 1989) torténd kisérletek tudtak némi
eredményrol beszamolni. Mikroinjektalassal transzgénikus madar eldallitasi technoldgiat
Love € munkatdrsai, 1994. dolgoztdk ki. A madarak embriondlis fejlédésének
sajatsagaibol adodoan a mikroinjektalas esetiikben jelentsen eltér az emldsallatoknal
megszokottaktol.

Az embrionalis fejlodés elsd 24 orajaban az embrio a petevezetdben tartdzkodik.
Mire az el6z6 tojas lerakasara keriil sor az embrio kb. 60000 sejtbdl allo blastodermava
fejlédik. A mikroinjektalashoz az embridkat az el6zd tojas lerakasat kovetd 2.5 ora
mulva izolaltak a petevezetdbdl, ekkorra a termékenyités mar megtortént, a germinalis

98



Acta Agr. Kapos. Vol 3 No 3

lemezekben levd eldémagok mar jol lathatok, de még nem fuzionaltak. A mikroinjektalas
a germinalis lemezek citoplazmajaba tortént, az embridkat a mikroinjektalast kovetden
ex vivo egy gazda-tojashéjban nbvesztik.

Love és mtsai. (1994) pRSV-lac Z konstrukcidt injektdlt zigétaba, 12 nap utan az
embriok fele tartalmazott plazmid DNS-t. Hét csirke elérte a szexudlis érettséghez
szilkséges kort (az Gsszes injektalt 5,5% a ) Egy kozllik az utédai 3,4%-aba 6rokitette
az idegen DNS-.

Transzgénikus juh

A tenyészallatok koziil a juh volt az elsd, melynek tejében idegen fehérjét
termeltettek(Clark és mtsai., 1989). A humén ol-antitrypszin nagy mennyiségii
termelése - melyhez egész nyg transzgenikus birka dl rendelkezésre -, az egyik
legsikeresebb az eddigi alkalmazésok kozll (Wright és mtsai., 1991; Carver és mitsai.,
1993). Beszamoltak tovabba a human VIII. véralvadas faktor igen alacsony szintli
termel6désér6l is transzgenikus birkdk tejében (Niemann és mitsai., 1999). A
transzgenikus birka szélesebb korii alkalmazasahoz valdsziniileg hozzéjarul majd, hogy
ennél az dlatfaind dolgozték ki a testi sgitek klénozasanak technikgéat (Wilmut és
mtsai., 1997). Az els6 olyan transzgenikus birka, amelyet nem mikroinjektalassal, hanem
a transzgénnek embrionalis fibroblaszt tenyészetbe torténd bejuttatasaval, majd ezt
kovetd sejtmag atiiltetéssel allitottak eld, az emberi IX. véralvadas faktor termelését
szolgdja (Schnieke és mtsai., 1997).

Transzgénikus sertés

Az els6 tejmirigy-specifikus transzgént expresszalo sertést 1991-ben allitottak el6 (Wall
és mtsai., 1991). A WAP gén prométert alkalmazva megdllapitottak, hogy a transzgén
termék koncentracioja joval nagyobb, igy kedvezdbb, mint a szovettenyészetekben, vagy
mikrobialis sejtkultira-rendszerekben torténd eléallitas (Clark, 1998; Hennighausen és
mtsai., 1991). Sertésekkel (pl. szomatotrop hormon kezelés hatésara) akar 10 liter tejet is
termeltethetlink naponta (Harkins és mtsai., 1989) igy elméletileg egy fehérjébdl akar 1
kg termeltethetd a 7-hetes laktacio alatt.

Gydgyhatasi fehérjék mirigyspecifikus termeltetését transzgénikus sertésben is
megoldottak. igy pédaul aVIll-as human véralvadasi faktor termeltetését (Paleyanda és
mtsai., 1997), amely a hemofilia-A vérzékenység kezel ésére alkalmas. Ebben az esetben
a WAP szabdlyozo régigjahoz a véralvadasi faktor cDNS-ét kapcsoltak, amely kis
mennyiségii, 2,7 ug/ml gyogyhatast fehérje eldallitasat eredményezte.

Transzgénikus szarvasmarha

1991-ben hoztdk létre az elsd tdgyspecifikus transzgént hordozd szarvasmarhat
(Krimpenfort és mtsai., 1991). Ezzel megnyilt az 1t tetszéleges gén kifejeztetéséhez
tehenekben is. A dolog egyetlen szépséghibaja, hogy rendkiviil tdkeigényes. Példa erre
hogy az afasl-human laktoferrin cDNS-sel injektdlt, 129 beliltetett embridbdl 19
utddot, ebbdl csak 2 transzgénikus borjut tudtak eldallitani. Mas kutatocsoportok sem
szamoltak be sokka nagyobb hatékonysagrol pl. Bowen és mtsai. (1994) embrié-
biopsziabol nyert sejteket felhasznalva, 2555 embriot injektaltak, melyekbdl 122-t
beliltetve egy transzgénikus embriét és egy transzgénikus borjut kaptak. Eyerstone és
mtsai. (1994) kisérleteiben a mikroinjektalt zigotak 15%-a fejlodott blasztocisztava és
ezek kb. 18%-abdl sziiletett €16 borju, a transzgén integraciod frekvencigja tehat kb. 3%,
vagyis kb. 1000 zig6tabol lett egyetlen transzgénikus borju.
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A TRANSZGENIKUS ALLAT-ELOALLITAS ELONYEI ES HATRANYAI

Problémak és megoldasok

Ha nem megfeleld mértékii a kivalasztott fehérje termel6dése, pontosabb szabalyozo
régiokat kell alkalmaznunk, cDNS helyett célszerii a genomi kopiat beépiteni, esetleg
kilénleges szabdlyozd régiok beépitésével tovabb fokozhatd a génmegnyilvanulas
mértéke.

Lehetséges, hogy nem megfeleld az RNS érési mechanizmus pl. IX. véralvadasi
faktor termeltetése egérteiben (Yull és misai., 1995). llyenkor segithet a kriptikus
mMRNS kivagés hely eltiintetése, mas dlatfa akalmazésa, in vitro enzim hozzéadas
(alfa-1- antitripszin birkdban, human antitrombin III. kecskében), vagy kettds
transzgénikus technikaval extra enzimaktivitéas biztositdsa (human protein-c esetében,
Drews és mtsai., 1995).

Kételyek a transzgénikus allatok felhasznalasakor

A termeltetett, ill. tlltermeltetett transzgén fehérjék karosan befolyasolhatjak az
anyagcserét (pl. hGH egérben, Devinoy és mtsai., 1994, Chandrashekar és mtsai.,
1992). Itt etikai szempontok alapjan, 6ssze kell vetni az allatnak okozott esetleges
szenvedést a tarsadalom szamara nyujtott elényokkel, illetve lehetdség szerint olyan
megoldast kell valasztani, amely leginkdbb megfelel az allatvédelmi elvéarasoknak is.

A bejuttatott idegen gén aktivizdlhat bizonyos toxikus géneket. Ezek a hatésok
els6sorban a transzgén integracio helyétdl fliggenek (mely mikroinjektalas esetén
véletlenszerti), igy tovabbszaporitas elott alapos vizsgalat ala kell vetni az allatokat,
és hailyen hatés tapasztalhat6, azokat az egyedeket ki kell szelektalni.

A nem megfelelen tisztitott fehérjetermékek allergias reakciokat valthatnak ki a
kezelés soran. Ez a veszély szinte valamennyi gyogyszer-eldallitasi folyamat soran
fenndll, ezért ebben az esetben is (ugyanigy, mint mas technol égia esetén, fontos a
végtermék nagyfoku tisztitdsa. (Altaliban a piacra 1ép6 cégek minimum 99,98 %-os
tisztasagot garanténak).

Retrovirus kozvetitett génbevitel esetén a bejuttatott virus genom részek
rekombinécidjaval virusok jelenhetnek meg a természetben. Ennek a lehetGsége
miatt- ha valdszintisége még oly kicsi is- ma mar egyre ritkdbban probalkoznak ezzel
atechnologiaval.

~Kiszabadulva’ atranszgén elterjedhet a vad populécidkban is. Ezért a transzgénikus
dlatdllomanyokat fokozott fellgyelet aatt kell tartani, amit nagy értékik miatt
amugy is megtesznek.

A termeltetésre felhasznalt allatfajokbol fert6z6 agensek (pl. prionok) keriilhetnek at
a kezelt személyekbe, ezért a kiilonbozd cégek a lehetséges 6sszes ilyen agensre
vizsgaljadk az allomanyokat. Engedélyezés eldtt ezeknek a készitményeknek is
szigoru klinikai teszteléseken kell &tesni.

A transzgénikus dllatok klénozisanak elényei

A sejtmag-atviteli technikék révén egy generacioval lerovidithetd a transzgénikus
allatok eldallitasa.

Mivel az utddok genetikai dlomanya Iényegében egyezik a sejmag-donoréval, az
eléallitott, j generacioban az Gsszes allat transzgénikus lesz.

A nukleusz donor sgjtvona lefagyaszthatd, korlétlan ideig felhaszndl hato.

Lehet6ség nyilik haszonallatokban is a célzott génbevitelre.
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A kozeljovo

Csak az Egyesiilt Allamokban évente kb. 3 millidrd dolléros piac az, amit a transzgéni-
kus &llatok tejében megtermelt gyogyhatésii fenérjékkel teliteni lehetne. Igy nem csoda,
hogy 1-2 éven bellil tobb termék megjelenése is véarhat. Pl. a Genzyme Transgenics
Corporation human antitrombin III. készitménye 3. szintii klinikai teszt stidiumaban van
(piacra kerlilés 1999-ben esedékes, Groet és mtsai., 1997). A PPL Therapeutics - human
alfal-antitripszine 2. szint( klinikai teszt stadiumban van (Breeze, 1997).

SAJAT KUTATASAINK

Kappa-kazein tiltermeltetése transzgénikus allatokban

A K-kazein az egyik fo tejfehérje. Amfoter sajatsagaibol adodoan elsddleges szerepet
jétszik a kazein micellék fajlagos fellletének és stabilitasanak alakulasaban, ezen
keresztiil jelentdsen befolyasolhatja a tej emészthetdségét, ill. ipari feldolgozhatosagat.

A K-kazein tlltermeltetése céljabdl nydl k-kazein gén 12,5 kb. hosszd kodol6 és 3'
szakaszét kapcsoltuk dssze a WAP 6,3 kb. hosszil 5’ szabdlyozd régigjaval. A WAP-k
hibrid gént mikroinjektélassal juttattuk egér zigdtékba.

Az injektdlt (kb. 250) embridt 12 anyéba Ultettik be, melyek 47 utddot ellettek. A
szilletett utddokat Southern-hibridizacioval tesztelve 4 egérben mutattuk ki a transzgén
beéplilését. Két alacsonyabb és két magasabb kdpias beéplilést kaptunk.

A transzlacio mértékét northern-analizissel vizsgélva, az egyik kis kdpias beépiilés
esetében magas szintii génkifejezddést tapasztaltunk, a tobbinél vagy nem volt, vagy
csak kis mennyiségli mRNS volt kimutathaté. A western analizis sordn, a fehérje
termelést vizsgalva is ezt a tendenciat kaptuk. A legmagasabb szintii génkifejezddést
mutaté egér vona teje 3-4 mg/ml koncentracidban tartalmazta a nyul k-kazeint. A
megemelkedett fehérje mennyiség sem ennél, sem a t6bbi vonal esetében megfigyelhetd
kéaros elvétozasokat nem okozott. Transzmisszios elektronmikroszképos felvételeken
vizsgalva a kazein micell&kat, szignifikans kildnbség adddott a legtdbb nyul k-kazeint
termeld transzgenikus egerektdl szarmazo és a kontroll tejmintak micella méreteiben.
(Kontroll atlag: 97 nm atmérd, transzgénikus atlag: 62 nm atmér6.) A WAP-K hibrid
génnel jelenleg transzgénikus nydl |étrehozasan dolgozunk, munkank eredményeképpen
mar rendelkeziink vonalalapitd egyeddel.
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