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Bevezetés

Hogyan mukddik az élo szervezet?
Genetikai anyag (gének) kifejezdédése hatarozza meg sejt €s szervezet szintU mikddést

DNS (gén)

" replication

. (DNA ->DNA)

DNA Polym?{ase

BNS DOVHTVA 0w

" transcription
./ (DNA->RNA)

Fehérje

' translation
» (RNA-> Protein)

Vizsgdlati mddszer: | Ribosome
O-0-0-0-0O-0-0 rrotein

Forward genetika: fenotipus 2 gén
gén = funkcid (fenotipus valtozdsa)

Gén kifejezb6désének megvaltoztatdsa



Bevezetés

Gén kifejezb6désenek megvaltoztatasa:

« Megszintetés

« Csokkententés

« Fokozas

« Kifejezddési mintdzat (térben, iddben) modositasa
« Funkcid megvaltoztatasa

« KifejezOdés nyomonkdvetése

o RNS szinten (pl.: RNSI)

o Fehérje szinten (inaktivalds, aktivalds, stb)



Elbzmények

Hsc = CH2
\

N
=
e

Mutdnsok elddllitdsa: random 8 &
/ B}'N“"H_ GC —~AT
N={(

N—H:---O \
/

Természetes mutdciok (szelekcio)

H

MUTOgén dgensek. Guanine O-6-Ethylguanine Thymine
Kémiai anyagok (pl. EMS)>pontmutdaciok

Rontgen sugdrzas “>kromoszoma térések /
- vdltozatos hatds = —

UV sugadrzdas

Virus vagy franszpozon \ /
BeépUlé DNS szerkeszthetd =/ \ /




Transzpozon alapu genommaodositas

A Transposon B Binary transformation system

Vector
transposon

i Transposition

Key

45'or Lrepeat ) 3'or Rrepeat Insertion site duplication

franszpozon iszercio
Eredetileg a transzopzonon dltal kddolt
a transzpozon

beépulléshez kivagashoz szuksegesek

» franszpozdzt kodold franszpozon nem tud
ugrani

« Az ugrani fudo transzpozon nem kodol
transzpozdazt

« Markergén (Antibiotikum rezisztencia,

szemmel Iathatd fenoftipus)



Transzpozon alapu genommaodositas
Drosophila P-elemek

A legjobban kidolgozott franszpozon rendszer
TFQI’\SZDOZOI’] OIGpU mUTOgeneZIS: white”/white™ Transgene carrying

nynwtium white” transgene
0 embryo TET:

« A genomba épuld P-elemek elrontanak géneket
« A genomi pozicidbdl kiugratott P-elem nyomot hagy
(pl. delécio)
A franszpozonba tetszOleges DNS beéepithetd
Transzgének

Szabdlyozd elemek

O 7 0

white~/white® | white /white~

G1

A transzgenikus dllatok elddllitdsanak modija AN venken & selien

+  Development 2006.




Transzpozon alapu genommaodositas
Drosophila P-elemek

e Gén és szabdlyozd eleme kdzé
e > épUlve egy markergén (LacZ) kdveti
Enhencer rap | a gen kifejezodési mintdzatat.
e 77— y,
ElLacw)
(10,659 bp)

A gén, ami elé beépul a P-elem
tetszOlegesen kifejeztethetd

Gene disruption )

G == ~=neo
PIGT1 , /
620 0p) >  Génrontd elemek

Gene disruption

| L —mnwhite | |

PISUPCr—P)
{11,201 bp)

Mature Reviews | Genetics



Transzpozon alapu genommaodositas
Drosophila P-elemek

Table 1 | P-element insertion stocks available from stock centres

Chromosome 3
Bloomington Drosophila Stock Center

PlLac\W}

P{FZ}

PIEF)

PIGETH)

Totalk

Szeged P-insertion Mutant Stock Centre

PiLacW}
PI{EP}

Exelixis, Inc. EP flyStation




Transzpozon alapu genommaodositas
Egyéb franszpozonok

Transposons for Drosophilatransgenesis

Transposon Inverted repeats Insertion site Target site duplication Species
(bp) preference (bp) com patibility

P element 3 5'"end of genes £ Drosophilidae only

piggyBac 3 TTAA 4 Broad

Minos TA 2 Broad
Mariner 2¢ TA 2 Broad

Hermes [ Low sequence £ Broad
specificity

Low se quence

specificity

Sleeping Beauty: Gerincesek genommanipulaciojara alkalmas



Transzpozon alapu genommaodositas
Korlatai

Transposons for Drosophilatransgenesis

Transposon Inverted repeats Insertion site
(bp) preference

P element 3 5'"end of genes

Beépulés véletlenszery: piggyBac 3 T
Nem tudunk iradnyitottan modositani egy Minos 255 TA
adott gént. Mariner 2 TA

Hermes f Low sequence
specificity

Azaz mégsem véletlenszerd: B—
A transzpozonoknak beépuléesi spectcy
preferencidja van.

CG16743 abo
| —

Target site duplication
(bp)

8
4

2

ATPeynG SCAR
<

Species
com patibility

Drosophilidae only
Broad
Broad
Broad

Broad

Broad




Transzpozon alapu genommaodositas
Korlatai

Geén modositasa: (pl. egy meghatdrozoft
pontmutdns Iétrehozdsa, GFP jeldlése)

Az adott gén nullmutdans hatterén kifejeztetni a
megfelelden modositott franszgent

» Technikailag Gsszetett
« Kell hozzd nullmutdans
« A transzgén expresszios mintdzata/erossege

eltérd lehet






Homolog rekombindcion alapuld helyspecifikus
mutagenezis

Elv: HosszU homolog karokkal rendelkezo
DNS szakasz bevitele (plazmidon)

A homoldg karok €s a kromoszoma
kdz61t rekombindcio

Kromoszoma szakasz helyspecifikusan

kicserélhetd

Bonyolult, draga, ES sejt alapu, kis

hatékonysagu modszer.

Csak néhdany fajndl (pl. egér) végezhetd K Chimeric ofspring

rutinszerden.



In situ genommaodositas

Kivanalmak:

« legyen gyors és olcso

« alkalmazhatd legyen minden éldlényben

« bdrmilyen genetikai elem manipuldlhato legyen

« ne maradjon a genomban idegen (extra) genetikai elem, csak a kivant mutdacio

« legyen specifikus (,,biztonsdgos” )



Szekvencia specifikus genomszerkesztes

Kettés szalu DNS torés (DSB: double
strand break) a médositando DNS
szakasz kornyezetében

Ketté szalu DNS torés kijavitasa: eukaridta sejtek
természetes hibajavitd mechanizmusai

non-homologous end joining: nem homolog
végek 6sszekapcsoldsa

homoldg rekombindcio: kijavitas masoldssal
homolog szekvencidrdl (HDR: homology directed
repair)

KU70/KUso
DNAPKcs

> TP
e
MRN
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Szekvencia specifikus genomszerkesztes
FO kihivasai

1. Hogyan idézzink el kettds szalu DNS térest a genom meghatdrozoft

pozicidojaban?

2. Hogyan vegyUk rd a hibajavité mechanizmmusokat a kivant modositasokra

javitsak az eredeti szekvenciat?



Hogyan dllithatunk eld DNS kettos szalu torésekete

Endonukleazok tipusai

Restrikcios endonukleazok: altalaban rovid (4-8 nukleotidos) felismerdé hely
DNazl: nincs szekvencia specificitas

Meganukleazok (pl. 1-Scel, HO): hosszu (12-40 nukleotidos) felismeré hely

Az ismert endonukledzok 6nmagukban nem alkalmasak
arra, hogy tetszdleges helyen hasitsak a DNS-1 (okozzanak kettds
szAlU torést)



Hogyan dllithatunk eld DNS kettos szalu toréseket
2

Szekvencia specifikus DNS-k&16 fehérje + specifitas nélkuli DNAz aktivitas

l

Kiméra fehérjék

Zinc-finger nucleases (ZNF)

Transcription Activator-Like Effector nucleases ( )



/FN technoldgia alapjai

Nukledz domén: kettds szAld DNS torés

DNdaz domeénje: csak dimerkéent aktiv

2 db ZNF kell egyszerre haszndlni

C2H2 tipusu Zinc-finger (ZF) domén:

« ~30as, PPRa

« 3 bp felismerésére képes

« Sokfele specificitassal rendelkezd domén
ismert (gyakorlatilag bdarmelyik tripletre)

« Moduldrisan épithetd

LF ,,oligomerek”: TetszOleges DNS
szekvenciat fel tud ismerni.
Egy 18-23 nukleotid hosszu szekvencia mar

egyedi a legtdobb genombanllll



/FN technologia kifejlesztése

1. A szomszédos In-ujjak befolyasolhatjdk egymas szekvencia
specificitasat.
Koruiltekinto tervezés, elozetes DNS kotési kisérletek
/ (pl. 2-hibrid tesztek)

Insufficient specificity of DNA binding

SEEEERNANE
JIEIIEE.'IIHII

Obligate heterodimer architecture

— Az idedlis linker kifejlesztése

A dimerizaciés domén tervezett
—— elrontdsaval a ZFN-ok csak hetero-
dimerként mikodoképesek.




/FN technoldgia alkalmazdsa

A megfeleld ZFN pdr sejtekbe juttatdasa:
e DNS formdban transzfekcioval (szévetkult.)
e Genomiintegrdaciéval
e MRNS formdban

e Fehérjeként

Alkalmas szelekcids rendszer a kivant mutdciok
azonositasara:

e Fenotipus

e Molekuldris marker (RFLP, SNP)

e Marker gén beépitése (neo, GFP, stb.)

Szomatikus és csiravonal sejtekben is

muUkodik!

Table 1 Reported instances of successful ZFN-induced gene targeting

Organism

Fruit fly

Nematode
Silkworm
Zebrafish
Sea urchin
Frog

Rat
Mouse

Cress

Tobacco

Maize
Petunia

Mouse
Hamster

Pig

Latin name

Drosophila
melanogaster

C. elegans
Bombyx mori
Danio rerio
Hemicentrotus
pulcherrimus
Xenopus tropicalis

Rattus norvegicus
Mus musculus

A. thaliana

Nicotiana sp.

Zea mays
Petunia sp.

Homo sapiens

M. musculus
Cricetulus griseus

Sus domestica

Method ™

Animals
Heat-shock induction +

Embryo injection
Gonad injection
Embryo injection
Zygote injection

Embryo injection

Embryo injection
Zygote injection
Zygote injection

Agrobacterium

Protoplasts
Agrobacterium
Viral delivery
Cell culture
Viral delivery

Mammalian cells in culture
DNA transformation +

Viral delivery
DNA transformation
DNA transformation

DNA transformation




/FN technologia korlatai

Kiméra fehérjék Iétrehozdsa: ZF domének €s nukledz domén &sszeépitése

A ZF-ek in vivo specificitdsa nem mindig felel meg az eiméleti elvardsoknak, vagy azin
vitro teszteknek, a gyakorlatban nem teljesen tetszéleges a célszekvencia.

Megoldds: tdébb ZFN pdr haszndlata az adott célra

Megoldds: tébb ZF domén haszndlata, révid spacer szekvencidk illesztése a
LF domének kozé
Profi cégek: pl. Sigma-Aldrich, Sangamo Biosciences

Blfelele



TALEN technoldgia alapjai

TALE: franscription activator-like effector protein Xanthomonas baktériumbdl
A DNS felismeré domén 30-35 as-as ismetlodo domenekbdl epull fel (TALE domeén)

Minden domén 1 nt felismeresére kepes, mind a 4 nt (A, T, G, C) |étezik TALE domén

100 [

Central repeat domain T A |

| T A C G
o LLTHTITITITITIT S LTI
K . 5’

Target DNA

A Talen célszekvencidnak T-vel kell kezdddnie

Fokl domének a ZFN-hez hasonldan



TALEN technologio

Az ismétlodo TALE egységek klonozasi nehézségeket okozhatnak (repeat szekvencidk miatt)

3. Fast ligation-based
automatable solid-phase
high-throughput (FLASH)
method

Jololelololelelofiel lelelololol @ O
M [:] @[ - IIT

lGoIden Gate reaction Golden Gate reactlon

1. Restriction enzyme and 2. Golden Gate cloning with type IS restriction enzymes
ligation method

AN, - — - il

l Golden Gate reaction




TALEN technologio

A

Severe

Suzuki, Biol Open, 2013

[ Normal
M Ssevere
[ Moderate
[] Weak

[] Developmental defects

n=315 n=516 n=663
100% [ ] — —

90%
80%
70%
60%
50%

Phenotypes

40%
30%
20%
10%

0% "Uninjected TALEN-R TALEN-R/L

Talen alapu genom szerkesztes

Applications of TALENSs for targeted genome editing in various organisms.

Organisms

Genes

Refs.

Arabidopsis thaliana
Brachypodium

Cattle (Bos taurus)

Cricket (Gryllus imaculatus)

Frog (Xenopus tropicalis)

Fruitfly (Drosophila melanogaster)
Hamster (Cricetulus griseus)
Human (Homo sapiens)

Medaka (Oryzias latipes)

Mouse (Mus musculus)

Nematode (Caenorhabditis elegans)
Rat (Rattus norvegicus)

Rice (Oryza sativa L.)

Silkworm (Bombyx mori)

Swine (Sus scrofa)

Tobacco (Nicotiana tabacum)
Yeast (Saccharomyces cerevisiae)
Zebrafish (Danio rerio)

ADH1
BdABAI, BACKX2, BACOI1, BiHTAI, BARHT, BdSBP,
BASMCe6, BdSPL
ACAN, GDF8, GGTA, PRNP
Gb'lac2
etsl, foxd3, grp78/bip, hhex, noggin, ptfla/p48, sox9, tyr, vppl
CGY797, yellow
FUTS8
ABLI, AKT2, ALK, ANGPTL3, APC, APOB, ATGL, ATM,
AXIN2, BAX, BCL6, BMPR1A, BRCAI, BRCA2, C6orfl106,
CIITA, CBX3, CBX8, CCND1, CCR5, CDC73, CDK4, CELSR2,
CFTR, CHD4, CHD7, CTNNBI1, CYLD, DDB2, DDX60, DHX58,
DHXY, DICERI, EIF2AK2, EIF2C2, ERCC2, EWSRI, EXT1,
EXT2, EZH2, FANCA, FANCC, FANCF, FANCG, FES, FGFRI,
FH, FLCN, FLT4, FOXOI1, FOX03, GLI1, GLUT4, HBB,
HDACI, HDAC2, HDAC6, HMGA2, HOXA13, HOXA9,
HOXCI3, HPRTI, IFI44L, IFIT1, IFIT2, IL2RG, JAK2, KRAS,
LINC00116, MAOA, MAP2K4, MB21D1, MDM2, MET, MLH1,
MSH2, MUTYH, MYC, MYCLI, MYCN, NAMPT, NBN,
NCORI1, NCOR2, NDUFA9, NLRC5, NTF3, NUBI, OASL,
OCT4, PDGFRA, PDGFRB, PHF11, PHF8, PITX3, PLA2G4A,
PLINI, PMS2, PPPIRI12C, PTCH1, PTEN, QRICHI, RARA,
RBBP5, RECQL4, RET, RIPK4, RTP4, RUNXI, SDHB, SDHC,
SDHD, SETDBI, SIRT6, SMAD2, SORTI, §§18, STATI, STATS,
SUZ12, TBK1, TFE3, TP53, TRIB1, TSC2, TTN, UNC93B1,
VHL, XPA, XPC
DJ-1
Pibf1, Sepwl
ben-1
BMPR2, IgM
Os1IN3, OsBADH2, OsCKX2, OsDEPI, OsSDI
BmBlos2
AMELY, DMD, GDF8, GGTA, GHRHR, IL2Rg, p65, RAG2,
RELA, SRY
SurA, SurB
ADE2, LYS2, URA3
aanat2, abee9, adoralb, adora2aa, bmil, cdh5, clc, crhrl, dip2a,
elmol, epaslb, fgf21, fh, golden, gpr103a, gria3a, hdc, hey2, hiflab,
ikzf1, jak3, moesina, myod, nmu, npy, phfé, pmch, pmchl, ponzrl,
ppplcab, prok2, prokrl, prokr2, ptpmtl, qrfp, ryrla, ryr3, scléa,
thx6, tgfa, tnikb, vip

Cermak et al. (2011)
Shan et al. (2013)

Carlson et al. (2012)

Watanabe et al. (2012)

Ishibashi et al. (2012), Lei et al. (2012)

Liu et al. (2012)

Cristea et al. (2013)

Cermak et al. (2011), Hockemeyer et al,
(2011), Kim et al. (2011), Miller et al.
(2011), Mussolino et al. (2011), San-
jana et al. (2012), Wang et al. (2012),|
Reyon et al. (2012b), Sun et al
(2012b), Ding et al. (2013), Schmid-|
Burgk et al. (2013), Stroud et al. (2013)

Ansai et al. (2013)

Sung et al. (2013)

Wood et al. (2011)

Tesson et al. (2011), Tong et al. (2012)
Li et al. (2012b), Shan et al. (2013)
Ma et al. (2012), Sajwan et al. (2013)
Carlson et al. (2012)

Zhang et al. (2013)

Li et al. (2011b)

Huang et al. (2011), Sander et al. (2011),)
Bedell et al. (2012), Cade et al. (2012),
Dahlem et al. (2012), Moore et al.
(2012), Chen et al. (2013)




CRISPR-Cas9:

Alternativ technika helyspecifikus DSB lIetrehozdsara

A genom szekvenciarészletének felismeresében nem fehérje, hanem ssRNS molekula vesz részt

A DNS hasitasat egy helikaz + nukledz aktivitasu fehérje vegzi: bakteridlis eredet(



CRISPR-Cas9:

Eredeti funkcidja a prokariota immunitasban

New spacer

Recognition
of foreign DNA

Invading phage
or plasmid DNA

Nature Reviews Genetics (2010) 11, 181-190

FGg DNS elleni védelem: genomban
elraktdrozott rovid DNS szakakaszrol drirddd RNS

részt vesz a fertézd fag DNS-ének lebontdsaban.

A CRISPR immunitdas folyamatai

Viral DNA PAM Protospace

0 )
oy A AT KR DOU A R AN AW A AV AR A AN VAV A AR ARV RNAY
1 1 a wow
1 1 1. Acquisition

/] -- | Leader | Repeat |xowononox
Spacer Spacer 2. CRISPR RNA
Pre-crRN biogenesis

3. Interference

Viral DNA
.-KWMWHAYH-W‘@:W&E&% 0 }\ﬁhx"w LA B
. ¥Protospacen PAM
S

Annu Rev Biochem 82: 237-266 (2013)

: idegen DNS elraktdarozandd vagy felimerendd
szekvencia részlete.
: A bakteridlis genomban elraktdrozott szekvencia.
. protospacer adjacent motif (NGG)

(Crispr-RNS): A virdlis DNS lebontdsban vesz részt



CRISPR-Cas?9
lI-es tipusu CRISPR rendszer

b Typell crRNA-gulded survelllance

Foreign DMNA '

Protospacer

Acquisition \

Intaerferance

g : » tracrRNA U'- “
cass ;Aw)-’r ~R—F—K RNase |||0 g
It H cas gene CRISPR
_CI:I:IIII:II.'

tracrRMA crRNA blogenesis
Annu Rev Biochem 82: 237-266 (2013)

A CRISPR RNS-ek éréseben és a fag DNS feldaraboldasaban egy multifunkcios fehérje vesz részt:
RNS-ko&tes, PAM-szekvencia felismerés, DNS-helikdz, DNAz funkcio (HNH: targetszekv. hasitas;
RuvC: nem targetspecifikus ssDNS hasitds)

A eresehez eqgy (frans activating crRNA) szUkséges: megfeleld térszerkezet kialakitdsa



CRISPR-Cas?

megszeliditése

Eredeti rendszer

Protospacer

S

—
—

" CRISPR
l repeats

e —
crBNA meem—

e
crBNA:tracrBNA
hybrids

Cas9:crRNA-
tracrBNA
complex

Target DNA site
cleavage by
Cas9:crRNA-
tracrBNA complex

tracrBNA
|

w- tracrBNA

3 komponens

)\

Streptococcus pyogenes
CRISPR |6kusz

« Cas? kodon optimalizalds
« Ué haszndlata
¢ 2X a Cas9-re

* CrRNA+fracrRNA->
(chimera RNA) vagy
(guide RNA)

/7T

~Megszeliditett” rendszer

crRNA tracrRNA
\ \ Fusion of
—— crRNA + tracrBRNA

|

W gRNA
l

Cas9:gRNA
complex

v

arget DNA site

cleavage by

Cas9:gRNA
complex

2 komponens



CRISPR-Cas?

JELLEMZOK

e KétkomponensU rendszer: Cas? endonukledz +
guideRNS

e Felismerdhely: (NGG)
szekvencia

e Szimultdn targetdlds lehetdsége

e Az egyik DNS szdl szelektiv hasitasara is alkalmas
(nickase akfivitas), HR>NHEJ

GYAKORLATI KERDESEK

Tervezés nagyon fontos | hatds elkerUlése), professziondlis
szerverek

A Cas? és a gRNS bejuttatdsa a sejtekbe

*  mMRNS

« plazmid (tranziens expresszio)

* franszgenikus

Klonozds kevésbe problémds: kész vektorok, oligorendelés

Sikeres felhaszndlds szadmtalan modellrendszerben

Optimalizalas folytatodik (térszerkezet ismertté valt, PAM | kiUtése”)



CRISPR-Cas9
Off-target hatas detektalas

Sok szekvencia adat

l

in silico modszerek
fejlesztése

l

Professziondlis szoftverek

First Generation

Computational Predictions In vitro Screening

(PCR-es detektalas)

Second Generation

A

- o

ChlP-Seq High-throughput Sequencing
(Cas? kétéhelyek azonositasa)

Third Generation

DSB Detectlon
e
— :'X\ x »
.x:. oz an

Whole Genome Sequencing High-throughput Sequencing

(KettSs-szald térések azonositdsa)

Current Opinion in Chemical Biology



CRISPR-Cas?

Off target hatas minimalizalasa

dCas9-Fokl fuzids feheérje

dead-Cas?: nukledz akftivitds kiutve .
domeénnel fuziondltatva (mint a ZFN és -«
TALEN modszereknél)

Targetszekvencia 2x-es .

Double nicking Cas9 eltdvolitdsa

A Cas? permanens jellenléte

off-target hasitdsokat eredményez

Degraddcio

Inaktivalds

csak akfivités (RuvC aktivitds kiitve) Ninergonyzas (elravolitas o

a két ssDNS torés kodzotti szakasz kicserélése: sejimaghbol)
HDR (HR)

Targetszekvencia 2x-es



Genom szerkesztési modszerek osszehasonlitdsa

Conventional Gene Targeting ZFNs and TALENs CRISPR/SpCas9

53
3 w—5'

% * Tetsz6leges genommaodositds » K&zepes/nagy hatekonysag * Olcso, egyszery
? * Hasitds nem szUkseges * Barmilyen genomi régidra » K&nnyen tervezhetd
E * Nincs off-target hatas * Nagy hatékonysag
» Mulfiplex genommaodositas
N * [d&igényes « Draga * PAM (NGG)
% * Nehéz tervezni * Nehéz tervezni « Off-target hatds
E * Nagyon gyenge hatasfokuy * Nehézkes klonozds
g » Kevés modellorganizmusban mdkoédik < Off-target hatds
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Genomszerkesztées technikai |.

NHEJ

A természetben gyakoribb hibajavitas
Hibarata: polimerdzok, exonukledzok miatt
Nukleotidok kiesese/beépllése az eltdrt DNS végekre

Gén/szabdlyozd szekv. elrontdsa

-ek: kis méretU delécidk, inszerciok: géen

elrontdsa

> Amindsav kiesés
polipeptidladncban amindsav

megvaltoztatdsa
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1. Definidlt delécid generdldas: ket gRNS kdzott
* gének kiejtese
« Domének eltavolitasa
« Kis méretU regiok kiejtéese (miR, TF-
kdtdhely)
2. Szdltérés helyére DNS beépités

Probléma lehet: A DSB dltaldban nem

pontosan a tervezett helyen van

no donor DNA
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TGAGTGTGGTCGG=~-CTGTGEE
ATGAGTGTGGTCG GGE

TGGATGAGTGTGGTCGGCagG
AG TGAGTGTGGTCGGCy-GT!

TGGATGAGTGTGGTCGGCC-~~
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+ donor DNA

+ donor DNA
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gene modification

gene insertion

Szaltéres homolog rekombindcidval javitddik ki.
A termeészetben: NHEJ > HR

« NHEJ utvonal gyengitése: pl. ligase4 mutdans
Hibajavitas homolog szakaszrol: homolog kromoszoma.
Plazmidon homoldg szakaszokkal | )
hatdrolt beépitendd rész
A hatékonysag fokozhatdé ha a homoldg kromoszoma

adott szakasza hidnyzik: atfedd delécio.
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Nellelfe}Yelelell

bp pontossdgu genomszerkesztes
Mindegy, hogy a térés mennyire pontos, mert a gRNS
dltal felismert szakasz a templatrdl masolodik be
A homoldg szakasz nem lehet targetje a gRNS-nek
« PAM hidnya (legaldbb 1 bp kilénbseg a genom €s
templdat kozott) >
« gRNS célszekvenciat ugy kell megvadlasztani, hogy a
valtoztatds ne okozzon bajt (pl. infronban legyen; ne

okozzon amindsav cserét, stb))

HDR repair

Specific
Left homology change Right homelogy
arm

HDR repair arm
template L——— ¥ ——t——

as9-induced DSB

Repair by
HDR
e -

Specific change introduced to the genomic DNA
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S1_

A beépult szakasz nyomonkdvetése

« Markergén

’ HDR

« Kivaghato markergen —

« Molekuldris marker

DSH3PX1 conditional hs-FL ,D; DSH3PX1 conditional

‘9

[ Exon

B UTR

I 3xP3-DsRed
FRT Site

Gratz, 2014
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Reporter konstrukt : gén kicserélése reporterre
Génkicserélés

Domeén csere

Gén tagelése: (epitdop tagek, GFP)
Kondiciondlis génkiUtés

Kondiciondlis génaktivalas

gRNS gRNS

Szab.
elemek |

Egyéb:
« Szabdlyozd elemek
« UTR-ek manipuldlidsa
« Csonkolt fehérjék
« Kiméra fehérjék Iétrehozdsa
« Hibds gének javitdsa
>



Genomszerkesztes gyakorlati alkalmazdasai

Ex vivo In vivo

Cells are removed
from the patient

O

CRISPR-Cas9 is 0
delivered to the 0

cells in culture
resulting in the
desired edit
The CRISPR-Cas9 The therapeutic is

therapeutic is delivered to a target
packaged in a delivery organ such as the
vehicle, such as lipid liver or delivered

nanoparticles systemically

The therapeutically
modified cells are
expanded in culture
and returned to
the patient

Allattenyésztés, ndévénytermesztés, biotechnoldgia, gydgydszat

Egyeldre nincs engedélyezett eljards!




Genomszerkesztéesi modszerek modositasa

Modositott Cas? (dead Cas?) fehérje: nem
hasitja a DNS-t, de hozzakdthetdk mas
fehérjék:

« Transzkripcios faktorok

« Szupresszorok

« Kromatin modositd fehérjek

« Jelmolekuldk

A gRNS hatdrozza meg, hogy a Cas? kiméra

fehériek melyik genomi DNS-hez kotédjenek

Nem csak Cas?-cel, hanem ZFN és TALEN-nel
is (nincs nukledz funkcio)

Gene Regulation

activator
. mRNA

activation

‘ repressor

repression

‘ fluorescent tag

visualization




Osszefoglalds

Az utobbi néhdny évben elért felfedezések forradalmasitottak a molekuldris genetikat

90-es évektdl: transzpozon alapu genomszerkeszies: sok mindent meglehet csindini a tfranszpozon beépulés
helyén

2005-t61 Homoldg rekombindacion alapuld genomszerkesziés egérben: kis hatékonysagu és bonyolult
2006-16l: ZEN , 2009-t8l TALEN hatékony genomszerkeszesi modok, de megfeleld hattértudast igényelnek és
dragdk

2013-16l CRISPR-Cas? olcsd, hatékony és rutinszerden végezhetd genomszerkesztes

Publikdcidk szdma
(PubMed)/év

3000
2500
2000 —
1500 —
1000 EE B B B
00— 8 — 8% 8B 8 8

0

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019



