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Genomszerkesztés Eukariotakban
Henn Laszlo, Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont

A gének funkciojanak megértése alapvetd kérdése a genetikanak. A génfunkciok megértésének
két utja van. A forward genetika fenotipus vizsgalatara tamaszkodik, tehat egy adott
fenotipusért felelds géneket vizsgalja. Ezzel szemben a reverz genetikai megkozelitésekben egy
adott gén funkcidjara vagyunk kivancsiak. Ez utobbi esetben egy génkifejezodés valtozadsanak
(kititésének, inaktivalasdnak, expresszio erdsségének vagy mintdzatanak megvaltoztatasa)
fenotipusos hatasat vizsgaljuk. Az oOrokitdanyag mesterséges megvaltoztatdsa régota
lehetséges, példaul DNS-kérosité agensek (Rontgen-sugarzas, UV-sugarzds, EMS) vagy
virusok és transzpozonok altal. Ez utobbiak elénye, hogy a gazda orokitdanyagaba beépiilii
DNS szerkeszthetd, igy tetszleges DNS beépithetd a genomba. Hatranyuk azonban az, hogy
az idegen DNS a gazdagenom véletlenszerii pontjara épiill be. Az 1) generacids
genommanipulalési technikdk azonban lehetévé teszik, hogy akar bazispar pontossaggal
helyén tetsz6legesen modositsunk.

Az 1) generédciés genommanipulalasi technikak elvileg legegyszeriibb mddja a homolég
rekombinacion alapulé helyspecifikus mutagenezis adta. Ennek Iényege, hogy a gazdasejtbe
egy olyan DNS darabot kell bejuttatni (jellemzden plazmidon), amely nagymértékben azonos a
modositani kivant DNS kornyezetével. A modositast hordozdé DNS és a genomi DNS kozott
megfeleléen nagy az egyezd szakasz, akkor kis valoszinliséggel ugyan, de atkeresztezddés
torténhet az idegen és sajat DNS szélak k6zott, azaz a tetszélegesen modositott szakasz bazispar
pontossaggal beépithetdé a gazdagenomba. A modszer hatranya, hogy nagyon alacsony
hatékonysagu, bonyolult, draga, és ahhoz, hogy 6roklddé mutacidkat legyenek 1étrehozhatok,
embrionalis dssejteken kell kisérletezni. A homoldg rekombinacion alapuld helyspecifikus
mutagenezis csak néhany fajnal végezhetd rutinszertien (pl. egér).

A homoldég rekombinacion alapuld helyspecifikus mutagenezis hatékonysdga azonban
nagymértékben novelhetd ugy, hogy a moddositani kivant genomi szekvencia kozvetlen
kozelében kettds szala DNS torést hozunk létre. Ugyanis ebben az esetben a gazdasejt sajat
hibajavitd6 mechanizmusai életbe 1épnek és a DNS karosodasat kijavitjak. Ennek két modja:

e Non-homologous end joining (NHEJ): azaz az eltort szalak 6sszeragasztasa. Ebben az
esetben bizonyos gyakorisaggal eléfordul, hogy az eltort végek Osszeragasztasa
pontatlan (pl: bazisok hidnyoznak, vagy ismétlddnek), igy adott genomi pozicioban aprd
deléciok, beépiilések allithatok eld (indel-ek).

e Homolog rekombinacié (HR): hibajavitas templat alapjan, ami normal esetben a
homolog kromoszéma. Ez a hibajavitasi mod ,,atverhet6” ugy, hogy a nagyfoku
homologiat mutatd6 DNS-t juttatunk a kéarosodott DNS-ii sejtbe (mint a ,,homolog
rekombinacion alapuld helyspecifikus mutagenezis” modszerénél), igy a sejt a
modositott DNS alapjan javitja ki a sajat DNS-¢ét.

A kérdés mar csak az, hogy hogyan lehetséges a genom egyetlen és meghatarozott
pozicidjaban kettds szala DNS torést 1étrehozni?
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A Zinkfinger nukleazok (ZFN) olyan mesterséges DNS-koté fehérjék, melyeket
transzkripcids faktorokrdl mintaztak, azzal a kiilonbséggel, hogy a DNS-kotd doménjeikeket
modularisan szerkezthetové tették, valamint hozzékapcsoltak egy dimerként aktiv DNaz
domént. A ZFN-ok tehat dimerként miikkddnek, és ez a mesterséges fehérje par 18-23 bp-os
szakaszt (ami legtobb eukaridta genomba mar egyedi szekvencia) képes felismerni és elhasitani
a gazdasejt genomjaban. ZFN-okat kodold gének tervezése igen bonyolult, de ezek
megvasarolhatok. Jellemzden a ZNF géneket kodolo plazmidokat kell bejuttatni kezelni kivant
sejtekbe. A mddszer hatranya, hogy nem lehet minden szekvenciara ZNF-t eldallitani, valamint
az, hogy draga.

A TALEN technoldgiandl a Xanthomonas baktérium TALE (transcription activator-like
egyetlen nukleotid felismerésére képesek, és minden nukleotid felismerésére 1étezik domén. E
domének felhaszndlasaval Gsszeleg6zhatd olyan mesterséges DNaz amely tetszéleges DNS
szekvenciat képes felismerni és hasitani. A ZFN-ekhez hasonloan ezt is dimerként hasznaljak,
altalaban plazmidon juttatjdk a sejtekbe. Szintén megfeleld szakértelmet igényld, draga
technologia.

A CRISPR-Cas9 alapu technologiat a 2010-es években fejlesztették ki, mara mégis a
legelterjedtebb moddja az eukaridta genomok pontos modositdsdnak. A ZFN és TALEN
modszerektdl eltéréen a genom megfeleld szekvenciarészletének felismerésében nem fehérje,
hanem egyes szalu RNS (ssRNS) molekula vesz részt, a hasitast pedig legtobb esetben egy
monomerként miikddé helikdz és DNaz aktivitast fehérje (Cas9) végzi. A modszer alapjat egy
prokariota antivirdlis rendszer adja, amely képes a baktériumokat megvédeni az Oket fert6zo
fagoktol, ugy hogy azok RNS-ét lebontja. Ez a bakteridlis védelmi mechanizmus egyfajta
adaptiv immunitast biztosit a fagok ellen, hiszen a fagok szekvencia lenyomata a baktérium
genomjaba beépiil €és uyjrafertézés esetén nagyon hatékonyan vesz részt a fag RNS
eliminalasaban. A mechanizmus Iényege, hogy elsé fertézéskor a fag RNS rovid
szekvenciarészlete (protospacer) bemdasolodik a baktériumgenom adott pontjara (spacer
szekvencia), ahonnan ujrafeltdzés soran atirédik (crRNS), kapcsolodik egy masik rovid
egyszala RNS-hez (tractRNS), és ez a részlegesen kettds szalit RNS a Cas9 fehérjét targetalja
azt a fert6z6 fag RNS-Ehez, amit a Cas9 fehérje elhasit. Az eukariota sejtekben vald
genommodositashoz ezt a bakterialis rendszert gy modositottak, hogy Cas9 fehérjét eukariota
expressziora alkalmassa tették (megfeleld promoter €s nuklearis lokalizacios szignal [NLS]
hasznalata, kodonoptimalizalas) valamint a tracr- és crRNS-t egy, hajtii alakot felvenni képes
RNS-ben egyesitették (chimeraRNS [chiRNS], vagy guideRNS [gRNS]). A CRISPR-Cas9
alapt technoldgia tehat egy kétkomponensii rendszer, ahol a megfelelé genomi szekvenciat
targetald gRNS-t valamint a gRNS-hez kot6do , és a célszekvenciat elhasité Cas9 fehérjét kell
a gazdasejtekbe juttatni, vagy ott megtermeltetni, hogy a kivant genomi pozicidban kettds szala
DNS-torést lehessen indukalni. A targetszekvencia 20bp hosszusagi, és egy un. PAM
szekvenciaval kell hataros legyen. A PAM (protospacer adjecent motif) egy rovid, 3 bp-os
motivum amelynek az els6 nukleotidja barmi lehet, és altaldban a 2. és 3., de legalabb a 3.
nukleotidnak G-nek kell lennie (NGG vagy NNG). Ez a PAM szekvencia igény a Cas9 fehérje
jellegzetessége, az eredeti bakteridlis funkcional is igy van. A CRISPR-Cas9 technolédgia

Szegedi Tudomanyegyetem

Cim: 6720 Szeged, Dugonics tér 13.
www.u-szeged.hu
www.szechenyi2020.hu



SZECHENYI

EFOP-3.4.3-16-2016-00014

elénye a ZFN és TALEN modszerekkel szemben, hogy a szekvencia specificitds tervezése nem
igényel magasfokt bioinformatikai képzettséget, a hozza sziikséges anyagok (Cas9 és gRNS
kodolo gének) hozzaférhetdek, ezért olcso és viszonylag konnyen hasznéalhat6 és hatékony.

A CRISPR Cas9 technoldgia felhasznélésai (a legtobb modszer természetesen ZFN és TALEN
technoldgidval is mikdodik):

e Indel jellegli mutaciok létrehozas a genom tetszéleges pozicidjaban: A kivant genomi
pozicioval komplementer gRNS a Cas9-et a targetszekvenciara viszi, ahol az kettds
szali DNS torést indukal. A NHEJ hibajavito mechanizmus azonban az eltdrt DNS
végeket sokszor nem tokéletesen ragasztja Ossze,ezért ott extra bp beépiilések
(inszerciok), vagy hianyok (deléciok) lehetnek. Keén fehérjekodold részében
bekdvetkezo indel-ek nagy valoszinliséggel frameshift mutacidhoz vezethetnek, aminek
kovetkeztében a mutdns génrdl funkciovesztéses fehérje termelddhet. Hatékony
modszere a génkilitésnek. Az indelek eléfordulasi gyakorisdga fokozhato a HR
hibajavito Gtvonal blokkolasaval (hiszen az tokéletesen javitana a hibat). A genom két
pontos delécid hozhato 1étre.

e HR-6n alapuld génszerkesztés: A genom barmely pontjara tetszéleges DNS (max.
néhany kb-nyi) bevihetd. A modszer alapja, hogy abba a sejtmagba, ahol kettds szalu
DNS torést indukaltunk bevigyilink egy olyan DNS-szekvenciat (altaldban plazmidon)
amit A HR hibajavité mechanizmus templatként tud hasznalni. CRISPR-Cas9 modszer
esetében fontos, hogy a templat szekvencia ne tartalmazzon PAM motivumot, hiszen
akkor a Cas9 fehérje azt is elhasitja. A modszer elonye, hogy gyakorlatilag bazispar
pontossaggal szerkesztheté a genom. Két kdzeli pozicioba targetalt Cas9 fehérjével
elérhetd hogy a toréspontok kozotti szekvencia helyére tetszoleges DNS-t €pitsiink, ha
ez a tetszOleges DNS megfeleld hosszsagi homolog szakaszokkal (homoldgia
modosithatunk, megdrizve (vagy éppen direkt megvaltoztatva) kifejezddési mintazatat.
Néhany példa:

o Riporter konstrukt: adott fehérjekodold szekvencia kicserélése valamilyen
riporter fehérjeszekvenciara (pl. LacZ, fluoreszcens fehérje)
o Taggelés: adott fehérje epitdp- (pl. FLAG, HA, myc) vagy fluoreszcens (GFP,
RFP, mCherry) taggel valo ellatasa
o Doméncsere/kitorlés/beépités
o Génkicserélés: pl. genetikai hiba kijavitasa
o Kondicionalis génkiiités: DNS rekombindz (pl Cre vagy Flp rekombinaz)
célszekvenciak (loxP, FRT) beépitése a génbe. A rekombindzok sejtbe
juttatasaval, vagy termeltetésével a gén kivagddik a genombol.
e Fehérjék targetalasa kivant genomi pozicidba: A CRISPR-Cas9 mddszernek egy olyan
tipusa, mikor a Cas9 fehérjét ugy modositjak, hogy az ne hasitsa el a DNS-t (deadCas9
vagy dCas9). A cas9 fehérjéhez kapcsolhat sokféle fehérje, amit a gRNS-ek a kivant
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genomi pozicioba irdnyitanak. Ilyen fehérjék lehetnek példaul: transzkripcids faktorok,
szupresszorok, kromatinmodosito fehérjék, jelmolekulak.

Az utdbbi évtizedben elterjedt génmanipulacios technoldgidknak koszonhetden ez eukaridta
geonomok gyakorlatilag tetszolegesen modosithatok. Ez hatalmas technikai fejlodést tesz
lehetové a €lettudoméanyokban. Természetesen oOrias lehetdséget €s egyben kockazatot is jelent
az orvosi, allattenyé€sztési, ndvénytermesztési €s biotechnoldgiai felhasznaldsok tekintetében.
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