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Van 24-26 oktober 2011 werd In St, Pete Beach, Florida de sode Internationale transgenese technologie
bljeenkomst gehouden, Deze bijeenkomsten worden georganiseerd door de ISTT (International Soclety
for Transgenic Technology) en vinden een keer In het anderhalf [aar plaats. De bljeenkomsten bevatten
alti}d zeer veel Informatie over het maken van genetisch gemedificeerde dleren en aanverwante technle-
ken zoals cryopreservatie en sanering. Dit Jaar werd de bljeenkomst gehouden in het Trade Winds hotel.
Dit was een zeer moole locatie aan het strand waar |e elke ochtend van de zonsopgang kon genloten,
compleet met pelikanen en dolfijnen. De bijeenkomst was ook deze keer weer druk bezocht met rulm 400
deelnemers, Het leuke van deze bijeenkomsten is dat het erg Informeel en voor ledereen toegankelijk Is.
Professoren, postdocs, alo's, maar ook analisten, blotechal en studenten zijn hier goed op hun plek.

De bijeenkomst duurde drie dagen en was verdeeld in verschillende sessies:
Sessoe 1 munzengenctica
Sessoe 20 munsmodellen van nieaen
Sessoe 30 elhuek, welziyn en regels met betrekking ton dierexpenmenten
Sessse 4 eerbetoon aan en lezing van Ralph Broster
Sessoe $: fundamentele methades voor oon transpenese faciliten
Sessoe 6 web resources vooe transgene K O-muizen
Sessse 7! nicuwe 1ochmicken
Sessoe 8 verder dan mvns transgenese
Sessoe 9 hiosechnologie
Sessoe 10 manspulatie van het cat genooen
Posters

Eerste sessie
I de eerste sessie werd gesproken over superovulatie van de myais, vachtkleur van chimeren en
hun nakemelingen en over de vraag hee geef i mijn muis de juiste, veor sedereen begrippbare, »
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naam. VoOr het injecteren van een construet 15 het belangryk om m cen keer een grote hoeveel-
hed zygotes/'embrya’s te verknjgen wit het hiefst 20 weinig mogeluk dieren. De superovalatie
speel hierbij cen erg belangrijke rol en is afhankelijk van cen azntal factoren zoals geretische
achtergrond, leefiijé, pewiche, technick, dosis, tjd, baisvestingcondities. De factocen leeftijd en
pewicht zijn de belangrijiste factoren te noemen dic bepalen welke aantallen embeyo's je kunt
isoleren. De optimale waarden versckillen per stam en zin beschreven in een recent artikel
van Luo et al. (1). Als je niet over een cigen fokkolonic kan beschikken is het bijne onmogelijk
am ze op de jusste leeftijd (gelijk na spenen) e kunnen superovileren. Je zult dan wit mocten
wijken naar de tweede mogelijkieid voor odcyt productic, meestal het tjdstip rond seksacle
njping. Ook dit is per stam verschillend, maar gt meestal reed de 7-9 weken.

Na ket injecteren van zygotes en embryo's worden er transgene en chimere dieren geboren. Bij
cen juiste combinatie van embryecale stamcellen (ES) en gastheer blastocyst boeven chimere
dieren geen genetische screening te ondergaan maar kunnen z¢ op vachikleur worden beoar-
deeld. Om dit te kurnen doen moet je goed weten welke ES je gaat injecteren in welke host
blastocyst. Als je niet de jaiste combinatic maakt kun je nict op vachtxleur beooardelen. In het
praatje werden de juiste en meest efficiénie combinaties besproken door Marina Gertsenstein
{2). Infoematie over de genetica van vachtkleuren en ée bijbehorende genotypen kun je terug-
vinden coder de tab “coat color anomalies’ op de website htip:/www.informatics.jax.cog. Neg
meer mformatic en een referentic nazr een boek over de vachtilear van muizen kun je vinden
op de site van ée Furopese vereniging voor Pigment Cell Research (www.ifpos.org).

Als je na het imjecteren van zygotes of blastocysten cen transgene of chimere myais bebt ver-
kregen, s het belangrijk om je muis ée jaiste maam te geven. The Mouse Genome Informatics
database (MGI) is cen organisatic die de regels volgt van de nomenclatear dic is vastgesield
dooe de Imermanonal comenittes on Standardizad Genete Nomenclature foe Mce, Deze repels
zyn terug te vinden op hup/www, miformancs jax. oo mgihome/ nomes' peoe. shiml],

Tweede sessie

De tweede sessie over diermodellen voor genctische micaen bevatie onder asdere con beel

interessant en goed gebeacht verhaal over horen en doothexd, Het bummenoor detecteent geluid en

rwantekracht met debalp van z2eer gevochge mechanoreceptocoeilen, de rzopemamde “sensocy

hareells”. Deze cellen kunnen gemakkelix beschadipd raken en afsterven door biyvoorboeid

omgevingslawsa, sommige anlinota ¢n sommige chemotherapiesn, Zoogdiren ziyn mel

in staat om deze cellen te vervasgen en daarom s pehooeverhies in zoogdicren (¢n ook by
mensen) progressiel ¢ bliyvend. Met behulp van
transgene muismodelien 55 veel duidelnk gewoeden
aver het waarom van it cothrekend vermogen en
worden ze 0ok mngezet o strategiedn te ontwikke-
len om bet hersiellend vermogen weer 1¢ repareren.
Muszenstammen die van nature op owdere leeftyd
doof worden zyn de NOD myvais en de CSTBL/G)-
muss, Deze stammen zign dus niet basdig om 1¢
gebraiken in studies die deinviced kunnen worden
door het gehooevermogen.

Derde sessie

De derde sessie over cthick en de niewwe Europese
Rickelijn is aan bod geweest, maar hoeft miet veel
implicaties voor de wetgeving in Nederland. De
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hundsge Nederlandse wergeving s stoxier dan de mcuwe Europese Richtlyn, Mogelk zal ¢

doel van de sir re Naderlandse

pevieg pehandiaald biyven na implementatie van de

Europese Richtlijn (per | januari 2013). Op de Biotechrische Dagen van oktober 2011 is ée
nicuwe Europese Richtlijn geintroduceerd en besproken.

Vierde sessie

De viende sessie was ée uitresking van de 8ste ISTT

prijs *for outstanding coetributions to Transgenic
Techmologies Mammalian Germline Modification” aan

Ralph L. Brinster. Ralph Brinster is de grondlegger
van de zoogdicren transgenese. In de jaren 60 is bij
begponnen met Bet opzetten van een in vitro-kweeksys
teem voor vroege embryo's. Deze techrick vormt tot
op heden nog steeds de basis veor alle experimenten
met embeyo's. Ook 5 hij pioeser in de ontwikieling
van teckmicken voor het manipaleren van de cellulire
en genetische samenstelling van de vroege muizenem
bryo's. De cemsie transgene muis waarover gepubli
ceerd is (3,4) was ock van Brinster's hand. Brinster
werd gederd met de ISTT-peijs, maar was een paar
dagen eerder cok 2l pehaldipd op het Witte Huss doee
pressdent Obama met ée National Medal of Science
2010. Brinster verielde dat hij bli; was met beide oo
derscheidingen en met veel plezier de ISTT-prijs hier
in Flerida in ontvangs: nam, mecée cendat hij esgenlijx

met haeld van sulke ongeorganssoerde plastsen als bet Witte Huas, Brinster hueld een inspare-

rende voordeachn en benadnaiae dat je alles kumt beretken als je ¢ 281l maae 19 pelooft, Als z¢ n

cen goede bus was, nocmde zyn viouw deze Spenschap 2n “inner arrogance’, Brinster, zelf al
in de 80, riep alle jonge mensen op ¢ peloven i 2ichzell en deze “mner arrogance” e Koesteren

o % exploteren

Vijfde sessie

hiotechmick

In de vipfde sess rdd voel aandacht besteed & het invriczen

-

0 sperenk en &8 1 vitro-fen-

hsare (IVF) Het invniczen van spesms

5 cen goed alternate! voor Bet mvnczen van embnyo’s

Het mvniczen van sperma Beell ook vele voardelen. Zo gebrak je oeder andere munder dicren
NOOr sperma Hed 1¢ aan 3-4 mannes peroeg en voor embrva’s beb s al soel rond de 15-20

J » b J
vrouwen nodig 1n de pee-puberale loeftyd, Deze zal je corst moeten fokken of mosten xopen

Sperma wnvnezen schoelt dam ook = de kosten

NoOr Het Invnezen van sperma heb je cen hoge kwalien sperma en oen poad Cryo Protectam
Aget (CPA) nodig. Sperma van goede kwalitest kun s¢ krypen dooe de mansen aan pre-maling

1¢ lsien doen, Je ze2 de mannen S-10 dagen vooedat het sperm woedt ingevrores in met een

vrouwle, it viouwte zal hy dan decken waardooe hy weer vers beweeglyk sperma krpgt
Het sperma wordt ingevroeen in een standaand CPA van 3% Skam Milk met 18% Raflinose

Geblcken 15 dat da 0% verminden

% goeft aan de beweeglykhed van bet sperma. Om dit1e
verbeteren wardt o MonothoglveerollMTG) (5) wegevoepd san het medivm, Ook 15 snclhend
tizdens het isoleren van sperma van belang zodat het sperma warm blijft. Er 2iin nu speciale sto
ven te koop &e je voor je op de tafel kunt zetten waardoor je het sperma weer snel = de steof
kan retren zooder dat het afkoelt. Ook kunnen dere stoven ten opzichte van gewoene stoven
sneller equilibreren tot de juiste temperatear en CO2.concentratie (6).
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nen misimaal vl Klonen te bestellen am er &n te bebben die kembaantrassmissie goeft. Vooe
de moesie andere lipnen 1s dae klonen meestal voldoende, maar het verdient zeker aanbeveling
om ée klonen voor het injecteren te controleren op het juiste aantal van 40 chromosomen (ea-
pleéd)y. Wanzeer minder dan 6096 van ée cellen het nommale chromosoomaantal van 40 hebben,
heedt ket weinig zin om die cellen te injecteren (9).

Sessies 7t/m 10

Literatuur

Sessies 7 en 10 toonden de nicuwe ontwikikelingen en richiten zich toch voormamelijk op de
transgenese bj ratten. De rat embryonale stameellen jken nu toch echt omtwikkeld te zZjn en
er zijn tocpassicgen dic inderdaad tot de kiembaan deoordringen. Het gebruik van de Zinc-finger
nucleases en de meganucleases (enzymen dic breuken aanbrengen in het DNA en op die manser
cen spot creéren in het genoomn waar gemakkelijk recombinatie kan platsvinden) neemyt ook
cen grote viucht in de transgenese. Ook werd het PITT (Pl-based targeted transgenesis) systoem
gepresenteerd (10). Hierbij mankt men gebnak van ‘seed mice', muizen die op een bekende
plek in han genoom een lax site bebben, en deze muizen injecteert men dan met een construct
dat evereens cen lox site bevat. De twee Jox-sites zullen elkaar oprocken en recambinzren
waardoor het construct geintegreerd wordt in het genoom op die specificke plek.

Injectic van DNA in de kern van een eicel is toch een vrij traumatisch proces waarbij er flinke
schacde kan cotstaan 2an de bevruchte cicel. Een Japarse groep (10} denkt groot trauma te kun-
nen voorkomen Goar nict direct te injecteren met cen n2ald, maar door te trillen. Zij toonden
reszltaten van driec opeenvolgende prototypen, maar de resultaten licten zien dat de trilling
eigenlijk alloen harndig is om je maald schoon te houden van ciwitressduen, dat je soeller kum
injecteren, maar dat de uiteindelijke resultaten niet efficiénter waren in het produceren van het
aantal transgere nakomelingen. Extra berwaar is éat bij dexe injectiemethode froquenties ge-
braikt worden (5kHz tor 44 kHz) die gemakkeliyk als storené ervaren worden door de muizen.
Qak dit sooet pegateve cotwikkelingen 2gn belangryx om verteld en gehooed te worden,

En tenslonte 1s dudelyk geworden dat we mict meer alloen de muis geeetisch modificeren maar
ook vele sndere ceganismen, en met sucees. Zo waren or varkensmnodellen voor Lesch Nyban,
cvstic fitrose, o Dachenne Muscalar Dystrophy, transgene zebeavissen, transgene Kippen ¢
nxtuurlpk de ramsgene matten. Bovendien werd o aandach bestead aan de welgeving e de
publscke opinie met betrekking 10t voodse] atkamstig van genetisch gemodificeerde dicren,

Je mer het: er zyn pog voldosade omwikkelingen in bet veld van tramsgene 1ochmexen. Om
by 3¢ Dl ven 20 dit s00et congressen, m het by zomder voor de Bnotechme, peocidicrverzongers
< studenten, byzondes interessant en handig om collega’s 16 antmosten en wchnseken wit e
wisselen, Ladmamschap van de ISTT (www transtechsociety, oeg) Xost 3¢ maar 25 curo per jaar
<o daarvoor heb je vy Toegang 1ot een website, een forum, bet vakblad Transgenic Research,
Korting i) moetings en cursussen, reisheuracn en moer dan 500 collega’s in bet zelfde veld voor
wic allemaal gekit
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