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t h e m o u s e g e n o m e ( h t t p :

/ / w w w
.

g e n e t r a p
.

o r g / )
.

H o w e v e r ,
t h e m o u s e g e n e t r a P p i n g 15 i n e f f i e i e n t a s

e o m p a r e d t o s im i l a r s t r a t e g i e s i n z e b r a f i s h b e e a u s e

m o u s e g e n e t r a p p i n g 15 e o n d u e t e d i n e m b r y o n ie

s t e m ( E S ) e e l l s
,
[ 3。〕 i n v o l v i n g e o m p l i e a t e d e m b r y o

t r a n s P l a n t a t i o n p r o e e s s e s
.

B e e a u s e z e b r a f i s h e m
-

b r y o s d e v e l o p e x t e r n a l l y w i t h i n w a t e r
,

b y e m p l o
-

y i n g f l u o r e s e e n t r e P o r t e r s s u e h a s G F P o r R F P
,

t h e g e n e t r a p p i n g e v e n t s e a n b e d i r e e t ly v i s u a l iz e d

u n d e r t h e m i e r o s e o P e
,

T h e t r a n s p a r e n t a n d r a p id

z e b r a f i s h e m b r y o n i e d e v e l o Pm e n t ( 3 d a y s ) a l l o w s

f o r q u i e k i d e n t i f i e a t i o n o f g e n e 一 “ t r a p p e d
” z e b r a f i s h

i n e a r l y e m b r y o n i e d e v e l o p m e n t a l a n d o r g a n o g e n i e

s t a g e s ( F i g
.

2 )
.

W h i l e t h e g e n e t r a p p in g s t r a t e g y
“ t r a p s ” t h e

e x o n s u p s t r e a m ( 5
` 一 e x o n t r a p ) o r d o w n s t r e a m ( 3

` -

e x o n t r a p o r p o l y A t r a p ) o f t h e t r a n s g e n e i n s e r t i o n

s i t e
,

t h e e n h a n e e r t r a P p i n g 15 d e s i g n e d s p e e if i e a l l y

t o id e n t i f y t is s u e s p e e i f i e r e g u l a t o r y e n h a n e e r e l e
-

m e n t s
.

〔3。口 T h e p o l y A t r a p p in g w a s n o t u s e d a s o f
-

t e n a s p r o m o t e r a n d s `一
g e n e t r a p p i n g i n m i e e b e -

e a u s e o f t h e e x i s t e n e e o f a m R N A
一 s u r v e i l l a n e e

m e e h a n i s m
, n o n s e n s e 一m e d i a t e d m R N A d e e a y

( N M D )
,

w h i e h r e s u l t e d i n b i a s e d v e e t o r i n t e g r a -

t io n i n t o t h e 3 `
m o s t i n t r o n o f t h e g e n e

.

T h i s p r o b
-

l e m i n m o u s e p o l y A t r a P P i n g h a s b e e n s o l v e d b y

v e e t o r m o d i f i e a t i o n w i t h t h e i n s e r t i o n o f a n I R E S

s e q u e n e e b e f o r e t h e S D ( s p l ie i n g d o n o r ) s i t e
.

仁3`顶

T h e N M D m e e h a n i s m 15 e o n s e r v e d i n

e u k a r y o t e s
.

[ 32一 34 :

T r a n s p o s o n 一 b a s e d g e n e a n d e n h a n e e r t r a p p i n g

m
e t h o d s u s i n g S B o r

oT lZ t r a n s Po s o n h a v e b e e n

d e v e l o p e d a n d t e s t e d i n z e b r a f i s h
,
〔 , 。一 2 5〕 w h i e h 15 11

-

l u s t r a t e d i n f i g u r e 2
.

A h i g h
一 e f f i e i e n e y m u t a g e n i e

g e n e t r a p p i n g v e e t o r ,
t h e G e n e 一B r e a k i n g T r a n s p o -

s o n ( G B T ) s y s t e m e o n t a i n i n g a s ` 一

m u t a g e n i e i t y

e a s s e t t e a n d a 3 `一
g e n e f i n d in g e a s s e t t e

,

w
a s d e v e l

-

o p e d f o r z e b r a f i s h m u t a g e n i e g
e n e t r a p p i n g

s e r e e n
.

巨2 5 〕 T h e G B T
一

b a s e d v e e t o r w
a s s u e e e s s f u l l y

u s e d t o g e n e r a t e a r e e e s s i v e 10 5 5一 o f
一

f u n e t io n m u t a
-

t i o n a t t h e T n n 论 l o e u s , r e s u l t i n g h o m o z y g o u s z e -

b r a f i s h w i t h o u t a h e a r t b e a t ( s i l e n t h
e a r t m u t a

-

t io n ,

p e r s o n a l e o m m u n i e a t io n w i t h D r
.

S t e p h
e n

E k k e r )
.

O u r l a b h a s r e e e n t l y p e r f o r m e d a z e b r a f i s h

g
e n e t r a p p i n g p i lo t s e r e e n a n d id e n t i f i e d t r a p p e d

1i n e s w i t h t i s s u e 一 s p e e i f i e E G F P e x p r e s s i o n i n d e -

v e l o P in g z e
b r a f i

s h b
r a i n

,

m u s e l e f ib e r s a n d h e a r t

( F i g
.

2 )
.

3 Z e b r a f i s h g e n e k n o e k d o w n a n d T I L L I N G

T h e z e b r a f i s h e m b r y o s d e v e l o p v e r y f a s t ; i t

o n l y t a k e s t h r e e d a y s f o r a f e r t i l i z e d z e b r a f i s h e g g

t o d e v e lo p i n t o a n e w l y h a t e h e d f r y
.

T h i s d e v e l o p
-

m e n t a l f e a t u r e m a k e s a n t i s e n s e 一 b a s e d m o r P h o l i n o

k n o e k d o w n t e e h n o l o g y v e r y e f f i e i e n t i n d e v e l o p i n g

z e b r a f i s h e m b r y o s
.

巨3 5
,
3 6口 M o r p h o l i n o s ( M O s ) a r e

e h e m i e a l l y m o d i f i e d s y n t h e t i e o l i g o n u e l e o t id e s t h a t

e a n h y b r id i z e t o t h e s i n g l e
一 s t r a n d e d n u e l e i e a e id s e -

q u e n e e s w i t h h i g h a f f i n i t y
.

仁3 ,口 M O s a r e s t a b l e a n d

n o t s u b je e t t o a n y k n o w n e n d o g e n o u s e n z y m a t i e

d e g r a d a t i o n
.

仁3 8〕 T o d o w n 一 r e g u l a t e g e n e e x p r e s -

s i o n ,

M O s a r e u s u a l l y d e s i g n e d t o s t e r i e a l l y b l o e k

t h e p r e 一 m R N A s p l i e i n g o r p r o t e i n t r a n s l a t i o n
.

S i n e e t h e f i r s t r e p o r t o f t h e e f f i e ie n t M O g e n e

k n o e k d o w n o f u b i q u i t o u s l y e x p r e s s e d G F P t r a n s -

g e n e ,

p h e n o e o p i n g o f g e n e m u t a t i o n s i n z e b r a f i s h

a n d t h e d e v e l o p m e n t o f M O
一

b a s e d z e b r a f i s h m o d e l s

o f h u m a n d i s e a s e s ,
巨3 5〕m a n y s t u d i e s h a v e b e e n p u b

-

l i s h e d t o d o w n 一 r e g u l a t e g e n e e x p r e s s i o n i n
z e -

b r a f i s h e a r l y e m b r y o n i e p a t t e r n i n g
, e a r d io v a s e u -

l a r
, n e u r a l a n d p a n e r e a t i e d e v e l o p m e n t

, a n d m a n y

O t h e r d e v e lo p m e n t a l p r o e e s s e s
.

[ 3 5
,
3 6

,
3 9一 ` 3〕

A n o t h e r g e n e k n o e k d o w n t e e h n o lo g y t h a t h a s

b e e n s u e e e s s f u l l y u s e d i n z e b r a f i s h 15 R N A i n t e r -

f e r e n e e ( R N A i )
,

w h i e h i n v o l v e s m i e r o R N A m o l e
-

e u le s
.

仁` 4
,
4 5 1 M i e r o R N A s a r e n o n 一 e o d i n g s i ir g l e

-

s t r a n d e d R N A m o l e e u l e s o f 2 1一 2 3 n u e l e o t id e s i n

l e n g t h t h a t a r e P r o e e s s e d f r o m s m a l l h a i r p i n R N A s

( s h R N A )
.

T h e i r f u n e t i o n 15 t o s p e e i f i e a l l y s i le n e e

t h e g e n e e x p r e s s io n b y d e g r a d i n g t h e t a r g e t e d m R
-

N A m o l e e u l e s
.

仁4 6
,
` 7习

H o w e v e r , a s t h e g e n e k n o e k d o w n 15 m a n i p u -

l a t e d a t m R N A l e v e l ( t a b l e l )
,

t h i s d o w n 一 r e g u l a
-

t i o n e a n n o t h e r e d i t a r il y p a s s o n t o t h e n e x t g e n e r a -

t i o n
.

T o g e n e r a t e m u t a t i o n s i n t o s p e e i f i e g e n e s i n

t h e g e n o m e , a r e v e r s e g e n e t i e s t o o l t e rm e d T a r g e t

I n d u e e d L o e a l L e s i o n s In G e n o m e s ( T I L L I N G )

w a s d e v e l o p e d
.

〔` , 〕 T h i s t a r g e t
一 s e l e e t e d m u t a g e n e -

5 15 s t r a t e g y e o m b i n e s E N U m u t a g e n e s i s i n g e n e r a -

t i o n o f F l m u t a n t z e b r a f i s h l ib
r a r y w i t h n e s t e d

P C R a n d d i r e e t s e q u e n e i n g i n id e n t i f i e a t io n o f t h e

m u t a t e d g e n e s
.

T IL L IN G h a s b e e n s u e e e s s f u l ly

u s e d t o g e n e r a t e a l i b
r a r y o f 4 6 0 8 E N U

一

m u t a
-

g e n i z e d F l a n im a l s a n d s e r e e n e d f o r m
u t a t io n s o f

1 6 g e n e s
.

2 5 5 m u t a t io n s w e r e i d e n t i f i e d i n t h i s

S t u d y
.

` 4 9〕

V o l
.

16
,
N o

.

2
,

2 0 0 8 3 9



F i g
.

2 Tr
a n s p o s o

o m e d i a t e d g e n o m e- w id e g e n e t r a 夕p in g
.

Th
e g e n e t r a p v e e t o r e a r r 夕i n g a s p l i e i n g a c e e p t o r s ir e ( s A )

a n
d

t h e t r a n s P o s a s e a r e d e li v e r e d i n t o t h e n e w l y f
e r t il i

: e d : e b r a
f i

s h e g g b y nt ie r o in j
e e t io 几 ( A & B )

.

Th
e v e e t o r r a o d o m l y in

-

t e g r a r e s i n r o t h e g e n o m e
( C )

a n d o e e a s i o n a l l夕 i n t o g e n e 《D )
.

Th
e u p s t r e a m e x o n o

f r h e i n s e r t i o n w i l l 、 p li e e o n r o r h e t r a n s -

g e n e a n d r h e E G F P w i l l b e e x 夕r e s s e d
.

2一 3 d a y s a
f t

e r m i e r o in j
e e ri o n t h e e x P r e s s io n P a t t e r n o

f t h e i n j
e e t e d z e b r a

f i
s h e o n

b e v i s u a l i z e d u n d e r
f l

u o r e , c e n r m i e r o s e o P e
( E )

.

4 Z e b r a f i s h g e n e t a r g e t i n g

T h e m o u s e g e n e t a r g e t i n g s t r a t e g y u t i l i z e s a

m e e h a n i s m o f h o m o l o g o u s r e e o m b i n a t i o n i n e m b r y
-

o n i e s t e m ( E S ) e e l l s
.

二5 0
·

吕’ 〕 E S
一

l ik e e e ll s h a v e b e e n i
-

s o l a t e d i n z e
b
r a f i

s
h

,
二5 2〕 a n d t h

e e u l t
u r e d

z e
b

r a f i s h

E S e e l l
s

h a v e t h e a b i l i t y t o e o n t r i b u t e t o g e r m
-

1i n e s
.

厂5 3 H o w e v e r ,
t h i s s t r a t e g y h

a s n o t y e t b e e n

u s e d t o s u e e e s s
f u l l y g e n e r a t e t a r g e t e d g e n e

k n o e k
-

o u t i n z e b r a f i s h
.

T h e z e
b r a f s i h g e n e k n o e k o u t

t e e h n i q u e h
a s b e e n r e e e n t l y d e v e lo p e d

u s i n g a e o m
-

p I e t e l y n e w t a r
g e t i n g s t r a t e g y

, t h e Z i n e F i n g e r

N u C le a s e ( z F N )
一

b
a s e d k n o e k o u t s t r a t e g y

. ~
5 `

,

5 5皿

Z F N s a r e d e s i g n e d p r o t e i n s e o n s i s t i n g o f e n g i
-

n e e r e d z i n e f i n g e r D N A
一

b i n d i n g d o rn a i n s l i n k e d t o

t h e e a t a l y t ie d o m a i n o f t h e F o k l r e s t r i e t i o n e n d o
-

n u e l e a s e
.

B a s e d o n t h e z i n e f i n g e r a r r a y e h o s e n ,

t h i s e n g i n e e r e d e n z y m e e a n e u t t h e t a r g e t g e n e a n d

g e n e r a t e m u t a t io n t h r o u g h D N A
r e

P
a i r o f t h

e

d o u b l e s t r a n d b r e a k ( F i g
.

3 )
.

I n z e b r a f s i h g e n e

t a r g e t i n g
,

t h e Z F N s a r e d e l iv e r e d a s m R N A b y m i
-

e r o i n j e e t i o n i n t o f e r t i l i
z e
d z e b r a f i

s
h e g g

.

T h e t w o

5 im u l t a n e o u s l y p u b l i
s
h e d r e p o r t s b o t h d e

m o n s t r a -

t e d t h a t t h e d e l i
v e r y o f Z F N s r e s u l t e d i n t a r g e t e d

g e n e k n o e
k o u t a n d g

e r m l in e t r a n s
m i s s i o n a t a

h i g h

f
r e q u e n e y ( > 2 5% )

.

污`
·

三乌飞 w h i l e D o y o n 。 t a z
.

S e -
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l e e tiv ely ta rg e t ed t h e z e ba r fis hg o ld e na nd n。 ta i l /

B a r c h少 u r夕( n tl) g e ns e,

M e n g e t a l
.

k n o e k e d o u t

t h e z e b r a f i s h o r t h o lo g o f t h e v a s e u l a r e n d o t h e l i a l

g r o w t h f a e t o r 一2 r e e e p t o r ,

k d r
.

OB
t h g r o u p s o b

-

s e r v e d s m a l l d e l e t i o n s a n d in s e r t i o n s a t t h e k n o e k o u t

l o e i
.

〔 5`
,
5 5口 T h e l im i t i n g fa e t o r in d e p l o y i n g t hi s t e e h n o l

-

o g y in z e b r a f i s h 15 t h e a v a il a b i l it y o f t h e e u s t o m-- d e -

s i g n e d ZF N s a lt h o u g h t h e s t a n d a r d p r o t o e o l s fo r h o w

t o g e ir e r a t e t h e m w e r e p u b li s h e d
.

〔5 6 一 5 9习 N e v e r t h e l e s s
,

i t 15 a n t ie i p a t e d t h a t ZF N
一

b a s e d g e n e k n o e k o u t t e e h
-

n o lo g y 初 11 g e n e r a t e m a n y in v a lu a b l e z e b r a f is h m o d e ls

f o r h u m a n d i s e a s e s
.

iF g 3 Z e b r a
if

s h g e n e t a r g e t i n g b y iZ n c F i n g e r N u e le a s e s

i n j
e e t e d i n t o o n

-e
c e l l ; e b ar if

s h e m b r y o 《A )
.

hT
e Z F N P r

D N A (B & C )
.

eC l l D N A r e p a i r i n t r o d u e e d m u t a t i o n s
iw t h

(Z F N
s
) t e e h n o lo g夕

.

hT
e m R N A s o

f t h e Z F N

o t e in s

Sm a l l

W e 护心 t r a n s l a t e d
,
b o u n d t o t h e ra r g e t e d

W心r e 刀定艺C r O -

a n d e u t t h e

d e l e t io n s o r i n s e r t io n s
( D )

.

[ , 5 ]

5 S i t-e s P e c i f i c r e c o m b i n a t i o n s y s t e m s fo
r c o n -

d i t i o n a l m u t a g e n e s i s i n z e b r a f i s h

C r e 15

n a s e w h ie h

a b a e t e r io p h a g e s i t e
一 s p e e i f i e

e a t a l y
z e s t h e r e e o m b i n a t i o n

r e e o m b i
-

b e t w e e n

t w o l o x P s i t e s ( 3 4 b p e o n s e n s u s s e q u e n e e s )
.

T h e

C r e / l o x P s y s t e m h a s
b e e n w id e l y u s e d i n g e n e r a -

t i n g e o n d it i o n a l t r a n s g e n i e m i e e o r e o n d i t i o n a l g e n e

k n o e k o u t m i e e
.

〔 6 0〕 C r e r e e o m b i n a s e h a s a l s o b e e n

s h o w n t o b e a n e x t r e m e ly p o t e n t e n z y m e i n z e -

b r a f i s h
.

〔 6` 6` 〕 P a n e t a z
.

g e n e r a t e d a f lo x e d ( l o x P

41
V o l

.

16
,

N o
.

2
,

20 08



f ta n k e d ) G F P t r a n s g e n ie lin e w i t h th e f lo x e d G F P

e o n t r o l le d b y th e m u s e le
一 s p e e if i e 从夕 l沼 p r o m o t e r

.

A f t e r m ie r o inj e e t io n o f th e i n 二 i t r o s y n t h e s iz e d C
r e

m R N A in t o t h e f lo x e d m 夕 l才
:
G F P em b r y o s , e x -

p r e s s i o n o f G F P w a s d r a m a t i e a l l y r e d u e e d a n d t h e

d e l e t i o n o f G F P w a s e o n f i r m e d b y P C R
.

r 6 ’二 T h e

C r e / 10 二 P s y s t e m h a 、 a l s o b e e n a p p l i e d in e o n d i
-

t i o n a l m u t a g e n e s i s In z e b r a f i s h
.

A z e b r a f i s h T e e l l

le u k e m i a m o d e l w a s e s t a b li s h e d b y e x p r e s s i o n o f

, n M夕
〔

,

t r a n s g e n e u n d e r t h e e o n t r o l o f a l y m p h o id
-

s p e e if i e
r a

gZ p r o m o t e r
.

6 5 」 T h e t r a n s g e n ie f i s h e a r -

r y i n g m M 夕〔
,

w e r e o f t e n s e v e r e l y d i s e a s e d w h e n

t h e y r e a e h e d r e p r o d u e t i v e m a t u r it y a g e
.

T h e r e -

f o r e , a e o n d it i o n a l a p p r o a e h w a s f u r t h e r p u r s u e d t o

g e n e ar t e a : a
解

一

lo 二尸
一

d 、尺
e
d
一

10 二尸
一

E G F 尸 / m M 3少〔
、

r r a n s g e n i e l i n e
.

I n t h i s l i n e , n ,九红
,` ~ i n d u e e d T e e l l

l e u k e m ia e o u l d o n l y b e g e n e r a t e d a f t e r C r e 一m e d ia
-

t e d D N A e x e i s i o n
.

二6 2几

A f e w t r a n s
g e n ie C r e z e b r a f i s h l i n e ; h a v e b e e n

e r e a t e d w i t h t h e C r e g e n e u n d e r t h e e o n t r o l o f v a r i
-

o u s t i s s u e 一 、 p e e i f i e p r o m o r e r s s u e h a s h e a t s h o e k

P r o m o t e r
H S P 7 O

,

h e m a t o b la s t
一 s p e e i f i e M I ,)2 a n d

o e e y t e
一 s p e e i f i e z P3 p r o m o t e r s

.

6 6 ` 8石 T o m a k e C r e

e x p r e s s i o n Pa t t e r n t o b e d e t e e t e d e a s i l y
,

C r e / (二F P

f
u s i o n g e n e s

h a v e
b e e n e o n s t r u e t e d a n d d e nr o n s t r a

-

t e d t o b e f u n e t i o n a l i n z e b r a f i s h
.

「̀三
一

A r e p o r t e r z e -

b r a f i s h l i n e ,

d e s i g n a t e d G ZR
,

h a 、 b e e n g e n e r a t e d

r e e e n t l y
,

w h i e h e x p r e s s e d R F P u p o n C r e 一 tn e d i e a
-

t e d e x e i s i o n o f l o x P
一

f la n k e d G F P g e n e ( g r e e n t o

r e d )
.

6。
-

T h e F IP
一

f r t r e e o m b i n a t i o n S y s t e m 15 a n o t h e r

5 i t e
一 s p e e i f i e r e e o m b i n a t i o n s y s t e m

.

I t i n v o l v e s t h e

r e e o m b i n a t io n o f s e q u e n e e s b e t w e e n t w o s h o r t

( 2 2 b p ) F l i p a s e R e e o g n i t i o n T a r g e t ( f r z ) 、 l t e s

b y t h e F l i p a s e e n z y m e ( F IP ) d e r i v e d f
r o m t h e

y e a 、 t
.

7 〕̀
T h i 、 r e e o rn b i n a t i o n s y s t e m 15 f u n e t i o n -

a l l y e o n s e r v e d a n d h i g h l y a e t i v e i n m a m m a l ia n

e e l l s 三
7 ’ ,

7 2 刁
b u t h a s n o t y e t b e e n r e p o r t e d i n z e -

b r a f i s h
.

t h r o u g h o u t t h e e m b r y o f o l l o w in g a n i n e r e a s e i n

a m b i e n t t e m p e r a t u r e ( 3 7 oC )
.

二’ 3〕 F u r t h e r m o r e ,

la
-

s e r 一 i n d u e e d g e n e e x p r e s s i o n i n s p e e i f ie m u s e l e f i
-

b e r s w a s s u e e e s s f u l ly p e r f o r m e d u n d e r e o n t r o l o f

t h e h s p 7 o p r o m o t e r
.

二’ 3三

R N A e a g i n g 15 a n o t h e r t e e h n o l o g y t o s p a t i a ll y

a n d t e rn p o r a l l y e o n t r o l g e n e e x p r e s s io n
.

T h e

e a g e d
一

m R N A b y 6
一

b r o m o 一 7
一

h y d r o x y e o u m a r i n
一

4
一

y l

m e t h y l ( B h e ) a lm o s t h a d n o t r a n s l a t l o n a l a e t i v i t y

b u t r e e o v e r e d t r a n s e r i p t i o n a l a e t i v i t y a f t e r u n e a -

9 i n g b y i l l u m i n a t i o n o f U V l i g h t
.

「7”
一

T h e p h o t o e a g
-

i n g t e e h n iq u e h a s b e e n r e p o r t e d t o s i l e n e e z e b r a f i s h

g e n e t h r o u g h R N A i i n z e b r a f i s h e m b r y o
.

7 5习

T h e g a l a e t o s e 一 i n d u e ib l e s y s t e m o f y e a s t
,

m e -

d i a t e d b y t h e t r a n s e r i p t io n a l a e t i v a t o r ( ; a l4 a n d it s

e o n s e n s u s U A S b i n d i n g s i t e
,

h a s b e e n d e m o n s t r a
-

t e d t o e f f i e i e n t l y t r a p
z e b r a f i s h g e n e s 一n a s e l f

一 r e -

p o r t i n g r r a p v e e t o r d e s ig n
.

于7 6 U
s i n g a b a e t e r i a l n i

-

t r o r e d u e t a s e ( N T R ) g e n e u n d e r t h e U A S e o n t r o l
,

t i s s u 仓 s p e e i f i e e e l l a b l a t i o n h a s b e a e h i e v e d w i t h

t h e G a l4 r e g u l a t o r y s y s t e m
. 『

7` j T h
e N T R e n z y m e

e o n v e r t s P r o d r u g s s u e h a s m e r r o n id a z o le ( M e t ) t o

e y t o t o x i n
,

T h e N T R
一

M
e t s y * t e m h a s 0 15 0 b e e n

e m p l o y e d t o a e h i e v e e e l l l i n e a g e a b l
a t l o n in p a n e r e -

a t i e a e e l l s a n d e a r d i o m y o e y t e s

一
7 7

·

丁卜

M
o s t r e -

e e n t ly
, a m i f e p r 一s t o n e 一 i n d u e i b l e l

砂 e x P R 、 y s t e m h a s

b e e n d e v e l o p e d a n d t e s t e d i n z e b r a f s ih
.

T h i
s v e e t o r

s y s t e m e o n t a i n s a D N A
一

b i n d i n g d o m a i n o f r h e b a e -

t e r i a l L e x A r e p r e 、 s o r , a t r u n e a t e d l i g a n d
一

b i n d 一n g

d o m a i n o f t h e h u m a n p r o g e s t e r o n e r e e e p t o r a n d a n

a e t i v a t i o n d o nr a i n o f t h e h
u
m a n N F

一 、 B / p 6 5 p
r o -

t e i n
.

万7 , 刁 U s i n g t h i s s y s t e m
,

E m e l y a n o v a n d P
a r x -

n o v g e n e r a t e d b o t h d r j v e r a n d e f f e e t o r z e
b r a f i、 h

1i n e s a n d d e m o n s t r a t e d t h a t t h e t r a n s g e n e w a s

s t r i e t l y e o n t r o l l e d a n d e o u ld b e i n d u e e d a t a n y

s t a g e o f t h e li f e e y e l e t h r o u g h t h e a d m i n i s t r a t i o n o f

m i f e p r i s t o n e i n t h e f i s h w a t e r
.

了 ,几

7 C h e m i e a l g e n e t i c s e r e e n

6 I n d u e i b l e g e n e e x P r e s s i o n s y s t e m s

T r a n s
g e n i e l i n e s w i t h g e n e s o f i n t e r e s t b e r e g

-

u l a t e d i n b o t h s p a t i a l a n d t e m p o r a l m a n n e r s w o u ld

b e e s p
e e i a l l y u s e f u l

.

Z e b r a f i
s
h h e a t s h o e

k p r o m o t
-

e r
h s p 7o h a s b e e n e l o n e d

a n d
u s e d r o e o n t r o l G F P

e x p r e s s i o n i n t r a n s g
e n ie z e b r a f i

s
h

.

A t n o r m a l t e m
-

p e r a t u r e s ( 2 8
.

s oC )
,

G F P w a s n o t d e t e e t a b l e i n

t r a n s g e n i e e m b r y o s ,

b
u t w a s r o b u s t l y e x p r e s s e d

4 2

C h e m i e a l g e n e t ie s 15 a r e l a t i v e l y n e w s e ie n t i f i e

d i s
e i p l i n e t h a t h a s e m e r g e d o v e r t h e Pa s t 1 0 y e a r s

a n d r e f e r s t o t h e u s e o f s m a l l m o l e e u l
e s t o a f f e

e t

b i o l o g i e a l f u n e t i o n s
. 尸

8。 吕 1 S im i l
a r t o t h

e e l a
、 s i e a

l

f o r w a r d a n d r e v e r s e g e n e t i e s , e h e m i e
a
l g e n e t i e s

e a n r e s u l t i n m a n y p h e n o t y p
e s o r b i o l o g i e a l t r a i t 、

w h i e h m a y l e a d t o e l
u e i d a t i o n o f b i o l o g 一e

a
l f u n e -

t i o n s o r
d r u g d i s e o v e r ie s

.

Z
e
b r a f i s h 15 p a r t i e u l a r l y

s u i t a b l e f o
r e h e m i e a l g e n e t ie s e r e e n i n g b e e a u s e o f
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i t s la r g e n u m b e r o f P r o g e n i e s f r o m b r e e d i n g
,

t h e

s m a l l e m b r y o s i z e
, a n d t h e r a p id a n d e x t e r n a l e m

-

b r y o n i e d e v e l o p m e n t
.

Z e b r a f i s h e m b r y o s a r e p e r -

m e a b l e t o s m a l l m o l e e u l e s , a l l o w in g f o r e a s y d r u g

a d m i n i s t r a t io n i n t h e f i s h w a t e r
.

C o m P a r i n g t o t r a
-

d i t io n a l e e l l
一

b a s e d s e r e e n s , z e b r a f i s h p r o v i d e s a

w h o l e v e r t e b r a t e s y s t e m f o r d r u g s e r e e n i n g t h a t

e o m b i n e s t h e b i o l o g i e a l e o m p l e x i t y o f i n v i v o m o d
-

e l s w it h t h e a b i l i t y f o r h i g h t h r o u g h p u t s e r e e n -

i n g
.

〔8 2
,
8 3 〕 T h e u s e o f d e v e l o p in g z e b r a f i s h e m b r y o s

f o r d r u g s e r e e n a l s o p r o v id e s a q u i e k a s s e s s m e n t

f o r p o t e n t ia l t o x i e i t y i n v i v o
.

S e v e r a l e h e m i e a l g e n e t ie s e r e e n s h a v e b e e n e a r -

r i e d o u t u s i n g z e b r a f i s h e m b r y o s a n d t h e p h e n o t y p e s

s e r e e n e d i n e l u d e o r g a n d e v e lo p m e n t
,
仁8`

,
8 5〕 e e l l e y e l e

e o n t r o l
,
仁8 6

,
8 ,〕 a n d a n t ia n g i o g e n e s i s

.

「8 8〕 M u r p h e y e t

a l
.

u s e d d e v e l o p i n g z e b r a f is h e m b r y o s t o s e r e e n f o r

e e l l e y e le i n h ib i t o r s
.

T h e y s e r e e n e d a 1 6
,

3 2 0
一 e o m

-

p o u n d lib r a r y ( D IV E R S e t ) i n 3 8 4 w e l l p la t e s a n d i
-

d e n t i f i e d 1 4 e o m p o u n d s w i t h e o n f i r m e d n o v e l a e t i v i
-

t i e s in e e ll e y e l e e o n t r o l
.

[ 8 ,〕 M o s t r e e e n t ly
,

T r a n e t

a l
.

e o n d u e t e d a n a n t i a n g i o g e n ie e o m P o u n d s e r e e n u -

s i n g f lu o r e s e e n t t r a n s g e n i e z e b r a f i s h e m b r y o s

T G ( V E G ZF
:
G R C F P )

.

T h e y id e n t if i e d t h r e e e o m
-

p o u n d s ,

s u 4 3 1 2
,

A G 1 4 7 s a n d i n d i r u b in
一

3
` 一

m o n -

o x im e ( I R O )
, a s a n t i a n g io g e n i e e o m Po u n d s in z e -

A c k n o w l e d ge m e n t

T h e a u t h o r a e k n o w le d g e s D r
.

H e n r y T o -

m a s i e w i e z ( U n i v e r s i t y o f W i s e o n s i n ) f o r p r o v i
-

d i n g t h e P i e t u r e o f f e m a l e
“ s h e e r ” z e b r a f i s h i n

F i g
.

1
.

ande

b r a f i s h
.

u m b il ie a l

IR O w a s f u r t h e r e o n f i r m e d t o i n h ib i t h u m a n

v e i n e n d o t h e li a l e e l l t u b e f o r m a t io n

p r o l if e r a t io n
.

巨8 8 〕

8 C o n e l u s i o n

S in e e G e o r g e S t r e is i n g e r a n d e o l l e a g u e s

s e r ib e d t h e s e i e n t if ie v a l u e o f t h e s m a ll ( 3一 4 e m )
,

s t r i p e d t e le o s t n a m e d D a n i o r e r i o a b o u t 2 8 y e a r s

a g o
,

t h e z e b r a f i s h h a s g r a d u a l l y b e e o m e o n e o f f a
-

v o r it e m o d e l o r g a n i s m s f o r d e v e l o p m e n t a l b io l o g i s t s
.

T h e t e e h n o l o g ie a l a d v a n e e s t o f u n e t i o n a l ly d i s
s e e t t h e

z e b r a f is h g e n o m e b y b o t h f o r w a r d a n d r e v e r s e g e n e t
-

ie s 一b a s e d a p p r o a e h e s a l lo w t h e g e n e r a t io n o f m u t a n t

z e b r a f i s h s t r a in s a t a t r e m e n d o u s l y i n e r e a s e d p a e e ,

w h i e h w i l l g r e a t ly f a e i li t a t e t h e a n n o t a t io n o f t h e v e r -

t e b r a t e g e n o m e
.

T h e n e w ly d e v e lo p e d
z e b r a f i s h g e n e

t a r g e t i n g t e e h n o l o g y im m e d ia t e l y p l a e e s z e b r a f i s h i n

t h e f r o n t i e r o f m o d e li n g h u m a n d i s e a s e s
.

I t 15 a l s o

e x p e e t e d t h a t t h e e h e m ie a l g e n e t ie s e r e e n i n g i n z e -

b r a f i s h w i l l l e a d t o t h e d i s e o v e r y o f n o v e l t h e r a p e u t i e

d r u g s t o t a r g e t m a n y d i s e a s e s a n d b io l o g i e a l p a t h
-

W a y S
·

V o l
.

16
,

N o
,

2
,

20 08

R e fe r e ll C e S

[ 1口 S t r e i s i n g e r G
,

W a lk e r C
,

D o w e r N
,

K n a u b e r D
,

S in g e r F
.

N a t u r e
.

P r o d u e t i o n o f e l o n e s o f h o m o z y g o u s d ip lo id z e b r a f i s h

( B r a e h y d a n i o r e r i o )
.

19 8 1
,

2 9 1 ( 5 8 1 3 )
:
2 9 3一 6

.

[ 2 ] K im m e l C B G e n e t i e s a n d e a r ly d e v e lo p m e n t o f z e b r a if s h二

T r e n d s G e n e t
.

1 9 8 9
,

5 ( 8 )
:
2 8 3一 8

.

[ 3口 P o s t le t h w a i r J H
,

W o o d s I G
,

N g o 一 H a z e l e t t P
,

Y a n Y L
,

K e l ly P D
,

C h u F
,

H u a n g H
,

H i ll
一

F o r e e A
,

T a lb o r W S
.

Z e b r a f i s h e o m p a r a t i v e g e n o nr i e s a n d t h e o r ig i n s o f v e r t e
-

b r a t e e h r o m o s o m e s
.

G e n o m e R e s
.

2 0 0 0 ,

1 0 ( 1 2 )
:

1 8 9 0一 9 0 2
.

[ 4〕 D r i e v e r W
,

S o ln i e a
一

K r e z e l l
,

S e h i e r A F
,

N e u
h a u s s S C

,

M
a l

-

i e k i J
,

S t e rn P l e D L
,

S t a i n i e r D Y
,

Z w a r t k r u i s F
,

A b d e l i l a h S
,

R a n g i n i Z
,

B e la k J
,

B o g g s C
.

A g e n e t i e s e r e e n f o r m u t a t i o n s

a ff e e t i n g e m b r y o g e n e s i s i n z e b r a fi s h
.

D
e v e l o p m e n r

.

1 99 6
,

1 23
: 3 7一 4 6

.

[ 5」 H a f f t e r P
,

G r a n a t o
M

,

B
r a n d M

,

M
u ll i n s

M C
,

H a m m e r
-

s e h rn id t M
,

K a n e D A
, e t a l

.

T h e id e n t i f i e a t i o n o f g e n e s w i t h

u n i q u e a n d e s s e n t i a l f u n e t i o n s i n t h e d
e v e lo p m e n t o f t h e z e -

b r a fi s h
,

D a n i o r e r i o
.

D e v e l o p m e n t
.

1 9 9 6
, 1 2 3

:
l一 3 6

.

[ 6口 D r i e v e r W
,

F i s hm a n
M C

.

J C l i
n In v e s t

.

T h e z e b
r a
f i s h

:
h e r i t

-

a b l e d i s o r d e r s i n t r a n s p a r e n r e m b r y o s 19 9 6
,

9 7 ( 8 )
: 17 8 8一 9 4

.

[ 7〕 A m s t e r d a m A
,

N i s s e n RM
,

S u n Z
,

S w i n d e ll E C
,

F a r r i n g t o n

S
,

H o p ki n s N
.

I d e n t i f i e a t i o
n o f 3 1 5 g e n e s e s s e n t i a l f o

r e a r
ly

z e b r a f i s h d e v e l o P m e n t
.

P r o e N a t l A e a d S e i U S A
.

2 0 0 4
, 1 0 1

( 3 5 )
: 1 2 7 9 2一 7

.

[ 8习 G o lli n g G
,

A m s t e r d a m A
,

S u n Z
,

A n t o n e lli M
,

M
a l do n a d o

E
,

C h e n W
,

B u r g e s s S
,

H a ld i M
,

A r t z t K
,

F a r r i n g t o n S
,

L i n S Y
,

N i s s e n R M
,

H o p k i n s N
.

I n s e r t i o n a l m u t a g e n e s
i
s
i n

z e b r a f i s h r a p id ly id e n t i fi e s g e n e s e s s e n t i
a
l f o r e a r ly v e r t e b r a t e

d e v e l o P m e n t
.

N a t G e n e t
.

2 0 0 2
, 3 1 ( 2 )

: 1 3 5一 4 0
.

[ 9 〕 S t u a r t G W
,

M
e
M

u r r a y JV
,

W e s t e r f i e ld M
.

R e p l i e a t i o n
,

i n
-

t e g r a t i o n a n d s t a b l e g e r m
一

l i n e t r a n s m i s s i o n o f f o r e ig n s e
-

q u e n e e s i nj e e t e d i n t o e a r ly
z e b

r a f i
s
h

e
m b

r y o s .

D e v e l o p m e n t
.

1 9 8 8
, 10 3 ( 2 )

: 4 0 3一 1 2
.

〔10 ) S t u a r t G w
,

V i e l k i n d J R
,

M
e
M

u r r a y JV
,

W e s t e r f i
e
ld M

.

S t
a
b l

e
l i n e s o f t r a n s g e n i e z e b r a f i s h e x h ib i t
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