Zakaj GS zivali?

IzboljSujemo lahko proizvodnjo mleka, znacilnosti volne, hitrost pridobivanja teze, nesnost. Z vnosom
genov, ki stimulirajo rast, bo zival zrasla hitreje in do zakola pojedla manj krme kot izhodis¢na Zival.

Pri raziskavah enako tehnologijo izkoriS¢amo za analizo izraZzanja genov in pripravo Zivalskih modelov
humanih bolezni.

Mozno je tudi pridobivanje farmacevtsko pomembnih proteinov v mleku (‘pharming’).
IzloCanje proteina v mleko naceloma ne vpliva na ostale fizioloSke procese, koli¢ina proteina je lahko
velika, izolacija pa enostavna zaradi malo razli¢nih proteinoy, ki jih sicer vsebuje mleko.

Novo lastnost uvedemo preko transgena, najpogosteje s homologno rekombinacijo na taréno mesto v
genomu - transgeneza.



Trije osnovni pristopi za pripravo Tg zivali:

- s pomocjo retrovirusov
(inficirajo zgodnji embrij pred vnosom v samico)

- z mikroinjiciranjem gena v moSko projedro oplojenega jajCeca

- z vnosom genetsko spremenjenih embrionalnih izvornih celic v embrio
pred implantacijo v samico
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Figure 193 Overall efficiency of the transgenesis process after DNA microinjec-
tion. All the fertilized eggs (100%) of cattle, pigs, sheep, and mice are inoculated
with a transgene, but the success of implantation and giving birth to offspring is
much lower, and only 5% or fewer of the treated eggs become transgenic progeny.



Uspesnost transgeneze:
- analiza specificnosti vgradnje (PCR) - pozitivno-negativna selekcija
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Izbijanje genov

Npr. inaktivacija gena za (rod)opsin pri miSih privede do razvoja nefunkcionalnih pali¢nic v mreznici,
kar je podobno kot pri bolezni retinitis pigmentosa pri Cloveku.
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Figure 19.7 Gene disruption by targeted homologous recombinant. The target vec-
tor carries a selectable marker gene (smg) with flanking DNA sequences that are ho-
mologous to regions of the targeted gene. In this example, the targeted gene has five
exons (1 to 5). Homologous recombination (dashed lines) disrupts (i.e., knocks out)

the targeted gene.



Genetsko spreminjanje z rekombinacijskim sistemom Cre - lox

Tg misSi praviloma izrazajo transgen v vseh svojih tkivih, kar pa ni vedno smiselno. ReSitev ponuja

sistem Cre — lox, ki je izveden iz bakteriofaga P1. Ta fag v citoplazmi lahko vzdrzuje krozno obliko (kot
plazmid), ki se z aktivacijo dolocenih promotorjev aktivira in zacne proizvajati kopije, ki se v liticnem
ciklu pakirajo v proteinske ovoje. Alternativno pa se fag lahko integrira v genom okuzene bakterijske
celice ob delovanju rekombinaze Cre, ki cilja tarna mesta /oxP. Ta sestavljata po dve ponovitvi 13 bp

z 8 bp dolgim distancnikom.

A —— 3
ATAACTTCGTATA
TATTGAAGCATAT

Repeat

B P
ATAACTTCGTATA
TATTGAAGCATAT

Repeat

GCATACAT
CGTATGTA

Spacer

GCATACAT
CGTATGTA

Spacer

-

TATACGAAGTTAT
ATATGCTTCAATA

Repeat

__>

ATAACTTCGTATA
TATTGAAGCATAT

Repeat



Cre recombinase

Cre iz faga P1 deluje na taréna mesta loxP (34 bp)



Dve oddaljeni mesti loxP, vsaka s po dvema Cre, se stakneta. Cre cepi zaporedje znotraj distancnika,
nato pa pride do izmenjave verig in s tem do rekombinacije. Ce sta ponovitvi znotraj loxP v isti
smeri, pride do delecije vmesne regije, Ce sta v inverzni orientaciji, pa se zaporedje med njima
obrne. Pri fagu P1 sta ponovitvi praviloma obrnjeni. Ko se odlo¢a o cirkularizaciji genoma P1, sta v proces
vklju¢eni mesti loxP, ki sta med seboj oddaljeni 100 kb.

Direct repeat recombination sites Inverted recombination sites
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Za delo z misjimi celicami so naravni sistem spremenili. Gen cre so vstavili pod kontrolo tkivno
specificnega promotorija in pripravili transgenske misi. Nato so pripravili transgenske misi, pri katerih
je bil transgen (1 ali vec) obdan z mestoma /loxP z enako orientacijo — tak segment DNA je ,floxed’ in
lahko vkljuCuje selekcijski marker ter del genoma, ki ga zelimo izbiti. Vstavimo ga v kromosom
embrionalne izvorne celice s homologno rekombinacijo. Vzgojimo transgensko linijo misi s ,floxed’
regijo in jih parimo z linijo, ki ima transgen s tkivno specificno izrazenim Cre. DNA med mestoma

loxP se izreze, Ce se je v dvojno transgenskem organizmu izrazil Cre. To pa se zgodi samo v tkivu, za
katerega je bil promotor specificen.
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Alternativni sistem, ki prav tako temelji na delovanju rekombinaze, uporabimo za aktivacijo
transgena v tocno dolocenem tkivu. ,Floksirani‘ konstrukt vsebuje zaporedje, ki preprecuje
transkripcijo, stavimo pa ga med promotor in kodirajoCe zaporedje gena, ki nas zanima. Ko se izrazi
Cre, se DNA, ki preprecuje transkripcijo, izreze, s tem pa omogoci transkripcijo transgena.
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Primera uporabe:

Raziskave tkivno specificne inaktivacije genov za pripravo modelnih misi za retinitis pigmentosa pri
Cloveku. Selektivna odstranitev gena za kinezin Il, ki se izraza samo v fotoreceptorskih celicah
mreZnice = akumuliranje opsina in arestina = celicna smrt. Bolezenski znaki so zelo podobni kot
pri ¢loveku z r. p., zato lahko na takih modelnih misSih preucujemo patofiziologijo bolezni.

DiGeorgeov sindrom pri ¢loveku je posledica obsezne delecije na 22. kromosomu, ki vklju€uje veliko
razlicnih genov in ni jasno, kateri so kljucni, da se razvijejo simptomi, med drugim okvare
kardiovaskularnega sistema. Pripravili so misi z deletirano primerljivo regijo in na njih testirali vnos
nove kopije transkripcijskega faktorja, ki je sicer zapisan na deletirani regiji in je specifien za
kardiovaskularni sistem. Simptomi so se nekoliko izboljsali.



Transgeneza z visokokapacitetnimi vektor;ji

Vcasih se cDNA v organizmu Sibko izraza, zato lahko v genom vstavimo celotne gene. Mali geni (<20
kb) sicer omogocajo standardne nacine vnosa, za vecje, ki lahko vklju€ujejo tudi regulatorne
elemente, in za multigenske komplekse (>100 kb) pa uporabljamo visokokapacitetne vektorje:
umetne kromosome (PAC, BAC, YAC, MAC) s kapaciteto od 100 do 1000 kb.

Gruca genov za 3-globin obsega 250 kb in vsebuje 5 funkcionalnih genov za globine, ki se izrazajo
tkivno in ¢asovno specificno, za kar so odgovorna robna zaporedja. Gene so preko YAC z
mikroinjiciranjem vnesli v mosko projedro in pridobili transgenske misi.

Zanimiva je priprava transgenskih misi, ki bi izrazale samo ¢lovesSka protitelesa. V njih pridobljena
mADb bi bila bolj uporabna v boju proti npr. tumorskim Ag kot misja mAb. Geni za lahko in tezko
verigo obsegajo pri Cloveku 2- 3 Mb. Treba je odstraniti ustrezne misje lokuse in vstaviti ¢loveske
preko vec konstruktov YAC. Najprej so postopno odstranjevali segmente, ki zapisujejo za lahko in
tezko verigo. Vzporedno so v humani YAC-knjiznici identificirali dva klona, ki sta zapisovala za dele
imunoglobulinskih genov (in selekcijski marker). Izvedli so fuzijo protoplastiranih kvasovk (s po enim
YAC) in ES-celic. Nastale celice so gojili v selekcijskih pogojih in preverili vsebnost novih regij s PCR,
nato pa s temi celicami injicirali blastociste in vzgoijili transgenske misi. Te so parili z miSmi brez
lastnih genov za Ig. Ce te migi imunizirajo z nekim Ag, razvijejo ¢lovedka Ab. Spekter Ab je bil
omejen, ker so nekateri segmenti v YAC manjkali, zato so jih dodali naknadno.
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Figure 19.11 Schematic representation of the x and H human immunoglobulin
genes. A, Germ line version of the x chain immunoglobulin gene. The dashed line
represents a contiguous set of domains that are not shown. A functional k chain gene
such as Vi8-Jx4-Cx is formed in a B cell after a series of DNA rearrangements that
combine these immunoglobulin DNA domains. This final rearranged gene repre-
sents 1 of about 380 possibilities, B. Germ line version of the H chain immunoilobu-
lin gene. The dashocfﬁ:es represent contiguous sets of domains that are not shown.
A functional H chain gene such as V,33-D,,26-),4-Ca is formed in a B cell after a se-
ries of DNA rearrangements that combine these immunoglobulin DNA domains.
This final rearranged gene represents 1 of about 85,500 possibilities. Although only
one Cy domain is shown here, there are four types of Cy domains (Cy1, Cy2a, Cy2b,

and Cy3).
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Transgenski misji model za Alzheimerjevo bolezen

Pod kontrolo promotorija, ki je aktiven samo v nevronih, so pripravili ve¢ konstruktov z variantami
wt gena za APP. Misi so le redko razvile histoloske znacilnosti pacientov z Alzheimerjevo boleznijo,
Se najveckrat, ¢e so uporabili samo del gena, ki zapisuje za C-kon¢nih 100 ak. Pripravili so tudi
konstrukte z mutiranim genom, pri cemer so kot mutacije vnesli tiste spremembe, ki so jih opazili
v genomih pacientov z dedno obliko bolezni, ki se izrazi zgodaj v Zivljenju (pri <50 letih), npr.
mutacija ,717‘ (Val-=>Phe) in APP-670/671 (Lys=>Asn, Met—> Leu).

Mutant ,717‘: v cDNA za APP so vkljucevali introne, ki si sicer med eksoni 6/7, 7/8 in 8/9, kar se je
izkazalo, da poveca raven transkripcije ob uporabi promotorija, ki je znacilen za mozgansko tkivo
(PDGF-f: trombocitni rastni faktor beta) = minigen. Amiloidne plake so zaznali pri misih s ~40
kopijami minigena pri >6 mesecih starosti, nevrofibrilarnih vozlov pa niso opazili.

Na podoben nacin so vstavili v misji genom tudi gene za nekatere druge proteine, ki naj bi vplivali
na razvoj Alzheimerjeve bolezni.

PDGF-B promoter Poly(A) site
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Figure 19.13 DNA construct for modeling Alzheimer disease in transgenic mice.
The exons of the APP ¢cDNA are marked by numbers (1 to 18), and the introduced in-
trons are indicated by letters (A to C). The regulatory sequences are the platelet-de-
rived growth factor B (PDGF-B) promoter and simian virus 40 poly(A) sequence. The
dot marks the exon with the APP-717 mutation. The construct is called the PDAPP
minigene.



Proizvodnja rekombinantnega CFTR

Za razvoj cisti¢ne fibroze je klju¢na mutacija v genu za transmembranski regulator CF (CFTR), ki je
kloridni kanal. Da bi lastnosti tega proteina bolje preucili, so ga pripravili v velikem merilu. Obicajni
celi¢ni sistemi za to niso primerni, saj pride do spremenjenega transporta kloridnih ionov. Mozna izbira
so mlecne zleze, kjer zZlezne celice neprestano sproscajo dele membrane kot mascobne kroglice.
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Proizvodnja CFTR v mleku

Celotno cDNA za CFTR so vstavili v okvarjen gen za kozji beta kazein (delecija od konca eksona 2 do
zaCetka eksona 7). Pri transgenskih misih niso opazili stranskih znakov, npr. pri mladicih, ki sesajo
mleko s CFTR, niti pri samicah. Glikozilacija CFTR je bila pravilna in protein so izolirali iz mastne frakcije
mleka. Na podoben nacin so pripravili tudi druge transmembranske proteine, za vecje kolicine v vecjih
Zivalskih vrstah.

Figure 19.14 Goat p-casein gene-CFTR cDNA expression construct. The full-length
cDNA for CFTR was cloned between exon 2 (EX2) and exon 7 (EX7) of the goat -
casein gene. The promoter and transcription termination sequences and exons 1, 8,
and 9 (EX1, EX8, and EX9) of the p-casein gene are retained.
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Proizvodnja rekombinantnih proteinov v mleku

Table 19.2 Milk production and estimated recombinant protein yields from
organisms used for the expression of transgenes in mammary glands

Organism Annual milk yield Estimated recombinant protein
(liters) per female (kg/yr)

Rabbit 5 0.02

Pig 300 1.5

Sheep 500 2.5

Goat 900 4

Cow 10,000 60

Table 19.3 Some exogenous proteins that have been
expressed in the mammary glands of transgenic animals

Antithrombin 111
Calcitonin

Erythropoietin

Factor IX

Factor VIII

Fibrinogen

Glucagon-like peptide
Granulocyte colony-stimulating factor
Growth hormone
Hemoglobin

Human serum albumin
Insulin

Insulin-like growth factor 1
Interleukin 2

Lactoferrin

Lysozyme

Monclonal antibodies
Nerve growth factor
Protein C

Superoxide dismutase
Tissue plasminogen activator
al-Antitrypsin
a-Glucosidase
u-Lactalbumin




Transgensko govedo za vecjo odpornost proti mastitisu

Za zdravljenje vnetja vimen v ZDA letno porabijo 1,7
mrd USD. Vnetje, ki povzrocCi tudi manjSo mlecnost,
povzroca bakterija Staphylococcus aureus. Protein
lizostafin (S. simulans) deluje kot hidrolaza na celi¢no
steno S. aureus. V transgenskih Zivalih lizostafin ni
aktiven, ker se dva Asn glikozilirata, zato so ju
mutirali v GIn.

Gen so vstavili pod kontrolo promotorja za ovcji beta
laktoglobulin in pripravili transgenske misi. Tiste z
najvisjo ravnjo izrazanja so bile v celoti zascitene
pred okuzbo v eksperimentalnih pogojih, pa tudi pri
niZjem izrazanju je raven zadoscala pri okuzbi s takim
Stevilom celic, kot je to obicajno v naravi.
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Pogojno uravnavanje izrazanja genov: tet-off / tet-on

Tetraciklinski indukcijski sistem: v isti celici imamo A

dve transkripcijski enoti, pri cemer produkt prve @ TR

uravnava izrazanje druge.

Tet-off (A): dodatek doksiciklina prekine izraZzanje transgena s tem,

da vpliva na delovanje himernega proteina tTA (tetraciklinski pox-tTA @R ¥
transaktivator). Ta je pod kontrolo za celice specificnega :
promotorja. Transgen pa je pod kontrolo tetraciklinskega operatorja
(tetO), na katerega se tTA veZe, in s tem sprozi transkripcijo _{1- e
transgena. Ce se na tTA veZe Dox, do vezave na operator ne pride, -
zato se transgen ne prepisuje.

tetO p Transgene

Tet-on (B): himerni protein je mutiran (rtTA — reverzni

transaktivator), zato se sam ne more vezati na operator in v -

odsotnosti Dox ni transkripcije transgena. Vezava Dox na mutirani
protein pa spremeni njegovo konformacijo, zato ponovno dobi
sposobnost vezave na operator in stem inducira transkripcijo

-
transgena. Dox-rtTA 5

Dox lahko dodajo v pitno vodo za misi in s tem sproZijo oz. zavrejo > ”
izrazanje transgena v tocno dolocenih tipih celic (promotor za tTA = 25
oz. rtTA). Tako so npr. pripravili modelne misi za Huntingtonovo

bolezen: transgenski konstrukt je imel 94 ponovitev CAG in se ni OR Seanegeae
izrazal. Ker so breje misi pile vodo z Dox, so se skotili normalni

mladici, nato pa so jim dali piti obi¢ajno vodo in s tem vplivali na
razvoj bolezni.
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Pogojno uravnavanje celicne smrti

Za raziskave odpovedi organov so razvili transgenske misi. Pod kontrolo za jetra specificnega promotorja (npr.
albuminski) so vstavili gen za receptor za heparin vezavni epidermalni rastni faktor (HB-EGFr; tega sicer misi nimajo). Ta
veze difterijatoksin, kar povzroci internalizacijo kompleksa v endosome. Toksi¢na podenota toksina se sprosti v citosol,
kjer se veze na EF-2, kar ustavi translacijo, to pa sprozi celiéno smrt.

_ Diphtheria toxin

HB-EGFr

HB-EGFr

HB-EGFr transgene
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Figure 19.16 Genetically engineered cell death. A. Cell membrane-localized HB-
EGFr molecules (brown rectangles) are synthesized in liver cells from an HB-EGFr
¢DNA transgene under the control of a liver cell-specific promoter (™). B. Diph-
theria toxin (yellow and blue ovals) binds to an HB-EGFr and is taken into the cell
A diphlheri.ﬂoxin subunit (yellow oval) is released from an endosome and inacti-
vates EF-2. Cell death follows the cessation of protein synthesis,



Isolate blastoderm cells
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Transgenske ptice

Blastodorm 0

Pri pticah je vnos transgena z mikroinjiciranjem nemogoc, ker v - 3
jajéno celico hkrati vstopi ve¢ spermijev in ne vemo, katero Transgene \"//
projedro se bo spojilo z jedrom jajéne celice. Razen tega so ¥ Transiect
zgodnje faze razvoja drugacne kot pri sesalcih, saj se hitro obda s (@) ® ©

togo membrano, debelo plastjo albumina in zametki lupine. @® (s)] ©)
Edino izvedljiva podobna metoda je z vnosom transgena v © © ®
germinalni disk (regija na rumenjaku, kjer sta mosko in Zensko | Inject transfected

Irradiated blastoderm colls into
subgerminal space

projedro) preden se zacne razvijati lupina. Ta zatrdi, ko ima Mnden
zarodek 30.000 do 60.000 celic (razvit je blastoderm). V tej fazi
razvoja je mozna okuzba z retrovirusnim vektorjem.

Zaradi majhne kapacitete in pomislekov glede varnosti so razvili
alternativno metodo s transpozicijskimi elementi drozofile
mariner. Transgen vnesejo v pluripotentne celice, izolirane iz
blastoderma enega zarodka, in jih vrnejo na ustrezno mesto
drugega zarodka. Razvijejo se himerni pis¢anci, ki jih nato krizajo.




Tandem bactetiophage A transgens
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Figure 19.22 Lysogenic (A) and lytic (B) response systems after infection of E. coli

with bacteriophage 2. A. The Il protein (red circle) activates the cl gene. The cl pro-

tein (green square) turns off the genes that initiate the Iytic cycle and turns on the s

gcmfthat ar]\' necessary for lysogeny. B. The Cro protein (blue square) prevents Plague assay

transcription of the cl and cII genes; this prevents transcription of the lysogeny-re- Figure 1921 Schematic representation of the Act in vivo mu-
sponse genes and favors the expression of the genes that are required for the lytic tagenesis assay. Induced mutations are designated with a red dmg“;t‘ is extremely
cycle. An angled line ending with a horizontal line denotes the inhibition of gene likely that a bacteriophage & with a mutant el gene will enter the Iytic cycle,

activity.



Figure la.

gromoter growth hormone terminator region
pUCI8 from ocean pout cDNA from from ocean pout pUCIS8
plasmid antifreeze gene Chinook salmon antifreeze gene plasmid
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Figure 1b.

Atlantic growth hormone terminator region
salmon promoter cDNA from from ocean pout Eromoter pUCI138
genome fragment Chinook salmon antifreeze gene fragment plasmid
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,enviropig‘ — Yorkshirska pasma z bolj u¢inkovito presnovo rastlinske hrane, ki vsebuje fosfor (fitinsko kislino): manj

onesnazevanja, vecja izraba krme. Svinje izlo¢ajo v slini encim fitazo, ki je aktiven tudi v Zelodcu. V rastlinah je vec
kot pol fosforja v obliki fitinske kisline.
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,pig 26 — Roslinov institut 2013: nova tehnika ,gene editing’ (TALEN / cinkovi prsti), ki ni klasi¢na transgeneza in ne
vklju€uje genov za odpornost proti antibiotikom, uspesnost pa je ~15 %.
Prasi¢ naj bi bil odporen proti afriski svinjski mrzlici, vstavili pa so mu gen iz divjega afriSkega sorodnika, ki je

naravno imun, a se ne more krizati z evropsko svinjo.




