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A haziallatok genetikai médositasa
olyan innovativ technoldgia, amely
orvos biologiai,
élelmiszertechnologiai es
kdrnyezetvédelmi megoldasokat
kinal az egészségesebb tarsadalom
felépitésehez
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MELY SZEMPONTOKBOL ERDEMES TRANSZGENIKUS
NYULAT VALASZTANI BIOAKTIV PEPTIDEK VAGY
GYOGYHATASU FEHERJEK TERMELTETESERE?

ELMELETI MEGFONTOLASOK

« Bizonyitottan stabil oroklodés és transzgén kifejezodés
(< 6 generacio)

« Poszttranszlacios modositasok korrekt megjelenése
(glikozilacio, y-karboxilacio, amidalas)

- Alkalmas komplex, nehezen kifejeztetheto fehérjék
termeltetésére (virus reszecskek, glikozilalt heterodimer
molekulak stb.)



Pharming nyul farm rekombinans fehérje eloallitasra
http://www.pharming.com/aboutus/

Jelenleg:Renovalife Inc-el egyuttmiikodésben allitjak elé a tr nyulakat
http://www.renovalife.com/index.php



e SPF Rabbits

— Daily and Weekly health
checks

— Pathogen screening (serum,

feces, swabs, sentinels) Pharming rabbit housing
regulations

— Systematic necropsy of
dead animals

e Colonies behind barriers:
— Closed colonies
— Growing procedures

— Over-pressure Air and water
filters

— Fumigation of incoming
goods

— Gamma-irradiated feed

— No animal origin ingredients |
in diet




Termelési adatok

150 g tej fejésenként

14 liter per nyul/év (7 ciklus)
Munkaigenyes fejes

Csaknem teljesen mentesek a masztitisztol




Hormon kezelessel kivaltott tejelvalasztas




A rekombinans fehérje tisztitas |épésel
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A POMPE BETEGSEG KEZELESE REKOMBINANS HUMAN

a-GLUCOSIDASE-AL
(Van den Hout et al. Pediatrics 113. 448. 2004.)

« A Pompe disease O6rdkletes glycogen tarolasi rendellenesség,
melyet savas a-glucosidase hiany okoz

A, klasszikus” gyerekkori formaja 6-8 honapos korban halalt
okoz

Az izomero gyengulése kovetkeztében a gyerekek sem ulni sem
jarni nem tanulnak meg

« Klinikai kisérletek eredményei, négy a betegseg sulyos formaja
altal érintett beteg gyermeken

Az enzim potlo terapiara ebben az esetben nyultejben termelt,
tisztitott rekombinans savas a-glucosidase-t hasznaltak



Transzgenikus nyultejben termelt alfa glukozidaz enzimpo6tlé terapia
hatasa az izomszerkezetre

Nyilvanvalo javulas mar tizenkét hét kezelést kovetoen vett biopszia mintaban



Alfa glukozidaz
enzimpotlo terapiaban
reszestllt betegek
mozgasképesseégéenek
javulasa

Beteg 1. 4.5 eves

Beteg 2: 19 honapos




o-GLUCOSIDASE FELVETELE AZ IZOMBAN ES A GLIKOGEN

TAROLASI RENDELLENESSEG KORREKCIOJA

Patient t=0 t=1 t=2 t=3
a-Glucosidase
activity
1 0.2/0.4 4.9/3.7 27.4/29.3 27.1/25.8
2 0.3/0.3 2.7/13.1 8.0/9.5 28.9/12.1
3 0.2/0.7 2.1/3.8 13.0/7.4 8.2/8.9
4 0.4/0.2 2.7/1.8 16.2/11.3 5.8/4.4
Control 8-40
Glycogen
concentration
1 747/1022 755/1351 892/1440 86/503
2 2810/2543 3270/3199 2450/3190 2460/3020
3 1650/1397 2330/1847 2020/2440 2300/2550
4 3690/2720 4630/3700 3060/2720 2130/2310
Control 30-180




Pharming rekombinans fehérjék nyultejbol 2015

Product Commercialisation and Pipeline
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A RUCONEST/RHUCIN A MASODIK TR HAZIALLATTAL
TERMELTETETT REKOMBINANS HUMAN FEHERJE, AMELY
PIACRA KERULT/ az elsb kecsketejbél/

GMO NYULTEJBEN TERMELIK= BIOFARMING

« Clinhibitor: komplement rendszer aktivalddasanak
egyik gatlo faktora

 Bovine alfasl-kazein promoter-human c1 inhibitor gén

« 129/l spf allomanyu nyulak tejében, folyamatos egészségiigyi
kontroll

 Felhasznalasi teriletek: orokletes angio6déma

« Ellenanyag kozvetitett vese kilokodés megelozése, transzplantaciot
kovetden



SAJAT BIOFARMING EREDMENYEINK
MEZOGAZDASAGI BIOTECHNOLOGIAI KUTATOKOZPONT
GODOLLO

TRANSZGENIKUS NYULTEJBEN TERMELT FEHERJEK

« Human VIIl véralvadas faktor
[Hiripi et al. DNA and Cell Biology 22. 41-45. 2003/

« Human szdveti nem specifikus alkalikus foszfataz
(TNAP)

/Bodrogi et al. Transgenic Research 15. 627-636.
2006/

* Fenilalanin mentes kappa kazein

/Baranyi et al. J. Biotechnology 128. 383-392. 2007,
Bender et al. Physiol Res. 64(5):731-8. 2015/



TRANSZGENIKUS NYULMODELLEK
LETREHOZASA GYOGYHATASU FEHERJEK
EMLOSZOVETSPECIFIKUS TERMELTETESERE

HUMAN VIII VERALVADASI FAKTOR

HEMOFILIAA X KROMOSZOMAHOZ KOTOTT
VERZESI|I RENDELLENESSEG
GYAKORISAGA 1-2/10000 FERFI
A LEGNAGYOBB ES LEGKOMPLEXEBB FEHERJE AZ
EMLOSZOVETBEN KIFEJEZTETNI KIVANTAK KOZUL



Csoportunk sikerrel allitott eld olyan transzgénikus
nyulat amelyik a tejebe human szévet nemspecifikus
alkalikus-foszfatazt /TNAP/ termel.

=
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Bodrogi et al.: High level expression of tissue non-specific alkaline phosphatase in the
milk of transgenic rabbits. Transgenic Research 15:627-636.9. 2006



Gyulladasos folyamatok
Immunsejtek aktivalodasa

TNF-Alfa
IL-1
IL-6
Makrofagok
Monocitak

Neutrofil g




MIERT VAN SZUKSEG TNAP-RA?

A szepszis, azaz vérmérgezés fo okozdja a Gram negativ
baktériumok endotoxinja, azaz lipopoliszacharidja (LPS)

A molekula toxicitasaért a lipid-A régid a felelos.

Az alkalikus foszfataz fizioldgias korulmények kozott defoszforilalja
és ennek kovetkeztében hatastalanitja az LPS-t.

Az alkalikus foszfatazok kdzul a TNAP-nak a leghosszabb a
feléletideje, és ez a tipus fordul el6 a vérkeringésben
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AZ ALKALIKUS FOSZFATAZOK TIPUSAI

vekonybél specifikus (IAP)
meéhlepény specifikus (PLAP)
csirasejt specifikus (GCAP)

N =

szoOveti nem- specifikus (TNAP)

A TNAP elofordulasa és szerepe

Szamos szovetben megtalalhato (csont, porc, vese proximalis tubulusai,
fibroblasztok, kapillaris endothel sejtek stb.)

Feladatai

1. csont mineralizacio (hipofoszfatazia)
maj és B6 vitamin metabolizmus
extracellularis funkcidk

sejtdifferenciacio

o1 on N

védelmi rendszer és méreqgtelenitési funkcidk




ALKALIKUS FOSZFATAZOK EDDIGI ALKALMAZASAI SZEPSZIS
PREVENCIOBAN

Letalis dozisu E. coli (IP) + 1.5 unit calf intestinal (CIAP).
Mortalitas 80 %-rdl 20 %-ra csokkent.

100 U/kg CIAP 50 percen keresztil 0.2 pg LPS mellett (IV).
LPS indukalta TNFa szint 84-100 %-kal alacsonyabb volt a
kezeletlenhez képest.

2 Odraval a szepszis indukcidét kovetoen (oralis) 60 U/kg bovine
intestinal (bIAP majd 20U/kg/6ra 15 6ran keresztiil.

Tulélési ido megnott 23,8 drara az atlagos 17 orardl,

IL-6 cc csokkent

67.5 U/ kg IAP infuzioban elso 10 perc

Majd a kovetkezO egy napban dsszesen 132.5 U/kg.

Mortalitas csokkent 36 %-rol 24 %-ra

BIAP alkalamazasa bypass sebészeti mUitéteknél klinikai IIIa fazisban



A pPWAP-hTNAP expresszios vektor

Egér WAP promoter

teljes cDNS

2. exon 2. intron cDNS polyA
2,4kb 0,15kb 2,5kb 1.6kb 0,6 kb
Az egér savo savas fehérje (MWAP) promoter
A hTNAP gén 2. intronja
A pCR3.1 plazmidbodl szarmazo bGH-polyA
A hTNAP AKTIVITAS VALTOZASA A TEJBEN A #932 ES #949
NOSTENYEK LAKTACIOJA SORAN
E gg 1000
D ——
= - 800
N 50 +
o4l - 600
E 30 T - 400
% 20 +
N 10 4 I - 200
0 A : : : : : : : : : : : - 0
2 3 4 5 9 12 15 19 24 27 2 5
LAKTACIO NAPJA




REKOMBINANS HUMAN TNAP KIMUTATASA
NYULTEJBOL

240 kDa

160 kDa

67 kDa

25 kDa
17,8 kDa
12,4 kDa

—
45 kDa —
-
-
MW

vad #932 #949
tipus

AP aktivitast kizardlag a transzgenikus allatok tejében
detektaltunk

Az AP aktivitasa a 932-es ndstény tejében sokkal kifejezettebb,
mint a 949-es vonal néstény tejeben.

A vad tipusu nOsteny tejében egyaltalan nem detektaltunk TNAP
aktivitast.



NYULTEJBOL TISZTITOTT TNAP HATASA EGER
SZEPSZIS MODELLBEN AZ ALLATOK TULELESERE

Numbers of survivors after LPS injection
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NYULTEJBOL TISZTITOTT TNAP HATASA EGER
SZEPSZIS MODELLBEN A TESTHOMERSEKLETRE

Change of temperature after LPS injection
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KISERLETI ALLATMODELL
FENILALANIN MENTES KAPPA KAZEINT TERMELO
TRANSZGENIKUS NYUL ELOALLITASA

> TAVLATI CEL: EGY SPECIALIS POPULACIO /FENILKETONUREAS
BETEGEK/ ELETMINOSEGENEK JAVITASA FENILALANIN MENTES
ALLATI EREDETU FEHERJEVEL /GMO TEJTERMEK/

> EBBOL MEGVALOSULT: A TEJ EGYIK ALKOTORESZE A KAPPA
KAZEIN AMINOSAVOSSZETETELENEK MEGVALTOZATASA A
FENILALANIN AMINOSAVAK KICSERELESE, MAJD A MUTANS
GEN MIKROINJEKTALASAVAL TRANSZGENIKUS NYUL
ELOALLITASA

> A TRANSZGENIKUS NYULTEJBEN TERMELODO FENILALANIN
MENTES KAPPA KAZEIN KIMUTATASA ES ELVALASZTASA A

., VAD” TIPUSU KAPPA KAZEINTOL



A genkonstrukcio

6.3 kb 12.2 kb

nyul WAP szabalyoz6 régio

nyul kappa-kazein genomi DNS fragment

Exonok

2 transzgenikus expresszalo

‘ MUtans nyulvonalat hoztunk létre

Fenilalanin



Nydl kappa kazein PCR mutagenesis

Az érett fehérje osszes fenilalanint kodolo DNS
tripletjét-kivéve azt az egyet amely a kimozin-rennin

L4 14 14 14 o &
emeszto helye a transzgenben mutacioval
L4
megvaltoztattuk
10 20 30 40 50
Rabbit MMKHFLLVVN ILAVTLPFLA ADIQONQEQTT CRENEERLFH QVTAPYIPVH
Rabbit* MMKHFLLVVN ILAVTLPFLA ADIQONQEQTT CRENEERLYH QVTAPYIPVH
60 70 80 90 100
Rabbit YVMNRYPQYE PSYYLRRQAV PTLNPFMLNP YYVKPIVEKP NVQVPHWQIL
Rabbit* YVMNRYPQYE PSYYLRRQAV PTLNPYMLNP YYVKPIVVKP NVQVPHWQIL
110 120 130 140 150
Rabbit PNIHQPKVGR HSHPFFMAIL PNKMQODKAVT PTTNTIAAVE PTPIPTTEPV
Rabbit* PNIHQPKVGR HSHPSFMAIL PNKMQDKAVT PTTNTIAAVE PTPIPTTEPV
160 170 180
Rabbit VSTEVIAEAS PELIISPETT TEATAASAAA

Rabbit* VSTEVIAEAS PELIISPETT TEATAASAAA




KISERLETI ALLATMODELL

FENILALANIN MENTES KAPPA KAZEINT TERMELO TRANSZGENIKUS
NYUL ELOALLITASA

Ms marker Ms marker
63JKK
SIS 50BBA
50JKK
S0BT 50JBK
36JKK 50JBA
95BKA
36JAK 05JKK
50/399 95JAK

- kontrol

A WAP-MKAPPA TRANSZGENIKUS ALAPITOK AZONOSITASA PCR-EL ES A
TRANSZGEN OROKLODES BIZONYITASA AZ UTODOKBAN
Alapitok: 82BKK,63JKK,50/399;

Utodok: 36BT,36JKK,36JAK,50BBA,50JKK,50JBA,95BKA,95JKK ,95JAK



Kvantitativ real time PCR modszer az
iIntegralddott transzgén kopiaszamanak
meghatarozasara

« Korabban alkalmazott modszerek: dot blot vagy
southern blot

* -PCR: alkalmas genmodositott allatoknal a
genomba integralddott transzgén kopiaszamanak
meghatarozasara.

Elonyei:  gyorsabb
pontosabb
biztonsagosabb
Hatranya: dragabb (gep, reagensek)



Fenilalanin-szegeny kappa kazeint
hordozo génmaodositott nyulvonalak

Vad tipus
DNS/reakcio 50 ng
k-kazein kopia/sejt 2 kopia
Ct 24,5

Transzgénikus

ooooo

DNS/reakcio 50 ng
Ct 22,7
\Vonal 82-es

Kopiaszam 6

)
0 om OF
®

100 ng 150 ng 200 ng 250 ng
4 kopia 6 kopia 8 kopia 10 kopia
23,4 23,1 22,6 21,6

25

24,5

24

23,5 =S
5 23 L
22,5

22 N

21,5

50 ng 21




A TRANSZGEN DETEKTALASA RNS SZINTEN

«<490bp Kontrol

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

-K' Laktacio kiilonbozd napjai  viz



OD 240 nm

11
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

A mutans kappa kazenre specifikus polyklonélis peptid

ellenanyag termeltetése

sheep LNYYQQRPVALINNQFILPYPYYAKPVAVRSPAQTLOWQVLPNAVPAKSCODQPTAMARHP
goat LNYYQQRPVALINNQFILPYPYYAKPVAVRSPAQTLOWQVLPNTVPAKSCODQPTTLARHP
cattle LNYYQQKPVALINNQFILPYPYYAKPAAVRSPAQILQOWQVLSNTVPAKSCQAQPTTMARHP
gpig PSYYONRASVPINNPYLCHLYYVPSFVLWAQGQIPKGPVSTD—-—-—-—- THQSTMQYHQ
rat PIYYHYRTSVPVS-PYAYFPVGLKLLLLRSPAQILKWQPMPN—-——-—-— FPQPVGVPHP
rabbit PSYYLRRQAVPTLNPFMLNPYYVKPIVEKPNVQVPHWQILPN----—-—- IHQPKVGRHS
rabbit* PSYYLRRQAVPTLNP YMLNPYYVKPIVVKPNVQVPHWQILPN-------- IHQPKVGRHS
x-CN (P283) NP YMLNPYYVKPIVVKP (74-90, +C, 18 aa)

Curve fitting
u
u

=

Peptide - KLH o

120
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120
112
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112

............
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Dilution

ELISA

1
1
0.
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0.

OD 450 nm

0.
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1
0
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2

<—m |ELISA <—m Immunserum



A mutans kappa kazein kimutatasa a
transzgenikus nyulak tejében

K TR K TR

“ +— 20kDa
o8 - 2okDa '

Kappa-kazein antitest Mutans spec. antitest



micella méret nm

300

250

200

150

100

50

N

S~

== kontroll

—a— WAP

] ; ; p 5 ; 7
relativ viszkozitas
MUTANS KAPPA KAZEINT TERMELO (82BKK és 63JKK) ES
KONTROLL NYULTEJEK KAZEIN MICELLA MERETE ES
VISZKOZITASA




Kimozin emésztés es micella méret

Mivel a kimozin emeésztési hely mellett egy fenilalanint
(115. aminosav) megvaltoztattunk, megvizsgaltuk, hogy a tej
megalvad-e és ezt meg tudtuk erositeni

RABBIT VONAL MICELLA
(NM)
KONTROLL 179 + 28 (22)
#63 HEMIZYGOUS 113 + 31 (6)
#82 HEMIZYGOUS 98 + 11 (5)
#82 HOMOZYGOUS 110 + 9 (5)

Mivel a micella méret a
transzgenikus nyulak tejében
kisebb lett, ez bizonyitja, hogy a
rekombinans fehérje funkcionalis
és beepult a micellakba



A mutans fehérje tisztitasa HPLC-vel

Normal nyultej

Transzgenikus 5
nyulte

Mutans forma Normal fehérje



A GENETIKAILAG MODOSITOTT HAZIALLATOK JOVOBENI
SZEREPE A FUNKCIONALIS TEJTERMEKEK ES GYOGYHATASU
FEHERJEK ELOALLITASABAN

> NAGY MENNYISEGBEN, GAZDASAGOSAN TERMELTETHETO
TAPLALEKKIEGESZITOK PL ANTIBAKTERIALIS HATAS

> SPECIALIS POPULACIOK IGENYET KIELEGITO TEJTERMEKEK PL.
TEJCUKOR ERZEKENY, TEJALLERGIAS, FENILKETONUREAS

> VERSZERUMBOL KIVONT GYOGYHATASU FEHERJEK HELYETTESITESE A
TRANSZGENIKUS HASZONALLATOK TEJEBEN TORTENO TERMELTETESSEL



GYOGYHATASU FEHERJEK TERMELTETESE

GYOGYHATASU | GENKONSTRUKCIO ALLATFAJ TERMELT
FEHERJE FEHERJE
(g/ltr
maximum)
SZOVETI KECSKE B-KAZEIN- EGER 6
PLAZMINOGEN gDNS KECSKE 8
AKTIVATOR
ANTITROMB IN KECSKE B-KAZEIN EGER 10
i -gDNS KECSKE 14
ol- KECSKE B-KAZEIN- EGER 35
ANTITRIPSZIN gDNS KECSKE 20
oL- HUMAN o- SZARVASMARHA 2.4
LAKTALBUMIN LAKTALBUMIN
a-GLUKOZIDAZ | SZARVASMARHA EGER 2
a-s 1-KAZEIN-gDNS NYUL 5




ATryn®,
ANTITHROMBIN /AT/ AZ ELSO GMO ALLAT /KECSKE/
TEJEBOL KIVONT GYOGYHATASU EMBERI FEHERJE, MELY
FORGALOMBA KERULT

« 2006-ban az Eurdépai Gyoégyszerugyndokseg (EMEA) a hozzajuk benyujtott adatok
alapjan engedélyezte, hogy a gyakorlatban is alkalmazzak azt az eljarast,
amelynek soran kecskékkel termeltetnének egy véralvadasi rendellenességgel
jaré betegség kezelésében alkalmazott emberi fehérjét

« Az allati eredetii gyégyszer nagy eléonye a vérplazmabadl nyert fehérjével
szemben, hogy egy genetikailag moédositott kecske eldallitasa mindossze 18
hénapot vesz igénybe, és egyetlen kecske egy év alatt 90 000 emberi
vérplazmagyijteményben talalhaté fehérjének megfeleld6 mennyiséget képes
termelni.

« Az anti-thrombin (AT) nevi véralvadasgatlé fehérje megakadalyozza az erekben a
vérrogok képzodését- engedélyezték alkalmazasat a heparin rezisztens betegek
sziv bypass miitétjeiben



AZ EGESZSEG MEGORZESET CELZO UJGENERACIOS
TEJTERMEKEK

FUNKCIONALIS TAPLALEKKIEGESZITOK

> AZ IMMUNRENDSZER EROSITESE:VEDELEM A PATOGENEK, TOXINOK ES
SZENNYEZOANYAGOK ELLEN

LAKTOFERRIN, LIZOZIM, ANTIBAKTERIALIS PEPTIDEK

KEDVEZO HATASU MIKROORGANIZMUSOK /LACTOBACILLUS, BIFIDOBACERIA/
NOVEKEDESENEK SERKENTESE

UJ EDDIG MEG NEM VIZSGALT TEJALKOTORESZEK PL. GANGLIOZIDOK
SPECIFIKUS PATOGEN BAKTERIUM KOTO KEPESSEGENEK MEGISMERESE
ES ALKALMAZASA



JOGI ES ETIKAI PROBLEMAK A TRANSZGENIKUS ALLATOK LETREHOZASAHOZ
KAPCSOLODOAN

-térvényi szabalyozas Magyarorszagon

-a transzgenikus allatok hatasa a természetes populacidkra esetleges
elszabadulasuk kovetkezmeényeként

-a kbzvélemeény elfogadd készségenek befolyasolasa

-transzgenikus allati eredeti élelmiszerekkel kapcsolatos biztonsagi el6irasok
2015-ben korlatozott korulmények kozott, de engedélyezték az els6 fogyasztasra
szant GMO allat a gyors novekedésii AquAdvantage lazac forgalomba hozatalat

http://www.fda.gov/INewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/ucm473249.htm

-etikai megfontolasok

-szabadalmi vedettseg, elmelet és a jelenlegi gyakorlat


http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/ucm473249.htm

Etikal megfontolasok alapelve a
3 R koncepcioja

« 1959 — William Russell és Rex Burch: The
principles of humane experimental technique

v’ helyettesités (replacement)
v'csokkentés (reduction)
vfinomitas (refinement)



Helyettesités — lehetoséegek

In vitro modszerek

nem vagy kevesbe erzokepes élolenyek
fizikal-kémial modszerek

szamitogepes eljarasok

mechanikus modellek

filmek (oktatas)

emberkisérletek



CsOkkentés — lehetoségek

az idealis kisérleti allat kivalasztasa
beltenyésztes

genetikailag modositott allatok hasznalata

a kiserleti allatok egeszségi allapota

a kisérlet megtervezese

megfelelO statisztikai modszerek alkalmazasa



Finomitas — lehetoségek

a kutatok és gondozok kepzettsége

a kiserlet végpontjanak korultekinté meg-
hatarozasa és pontos betartasa

az allatok tanitasa

megnyugtatas, érzestelenites es fajdalom-
csillapitas, eutanazia

az allattartas megfeleldé korilmenyei



AJANLOTT IRODALOM

« Genetikailag modositott élolények (gmo-k) a tenyek tikreben

ISBN 978-963-08-106;Barabas Zoltan Biotechnoldgiali
Egyesilet, 2011
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