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Bevezetés

Hogyan működik az élő szervezet?

Genetikai anyag (gének) kifejeződése határozza meg sejt és szervezet szintű működést

DNS (gén)

RNS

Fehérje

Vizsgálati módszer: 

Forward genetika: fenotípus  gén

Reverz genetika: gén  funkció (fenotípus változása)

Gén kifejeződésének megváltoztatása



Gén kifejeződésének megváltoztatása:

• Megszüntetés

• Csökkententés

• Fokozás

• Kifejeződési mintázat (térben, időben) módosítása

• Funkció megváltoztatása

• Kifejeződés nyomonkövetése

o DNS szintjén (genom szerkesztés)

o RNS szinten (pl.: RNSi)

o Fehérje szinten (inaktiválás, aktiválás, stb)

Bevezetés



Előzmények

Mutánsok előállítása: random

Természetes mutációk (szelekció)

Mutagén ágensek:

Kémiai anyagok (pl. EMS)pontmutációk

Röntgen sugárzás kromoszóma törések

UV sugárzás  változatos hatás

Vírus vagy transzpozon

Beépülő DNS szerkeszthető



Transzpozon alapú genommódosítás

Transzpozáz enzim: transzpozon iszerció

Eredetileg a transzopzonon által kódolt

Inverted repeat (IR)-ek: a transzpozon

beépüléshez kivágáshoz szükségesek

Transzpozon rendszer megszelidítése: 

• transzpozázt kódoló transzpozon nem tud 

ugrani

• Az ugrani tudó transzpozon nem kódol 

transzpozázt

• Markergén (Antibiotikum rezisztencia, 

szemmel látható fenotípus)



Transzpozon alapú genommódosítás
Drosophila P-elemek

A legjobban kidolgozott transzpozon rendszer

Transzpozon alapú mutagenezis: 

• A genomba épülő P-elemek elrontanak géneket

• A genomi pozicióból kiugratott P-elem nyomot hagy 

(pl. deléció)

A transzpozonba tetszőleges DNS beépíthető

Transzgének

Szabályozó elemek

A transzgenikus állatok előállításának módja Venken & Bellen 
Development 2006.



Transzpozon alapú genommódosítás
Drosophila P-elemek

Gén és szabályozó eleme közé 
épülve egy markergén (LacZ) követi 
a gén kifejeződési mintázatát.

A gén, ami elé beépül a P-elem 
tetszőlegesen kifejeztethető

Génrontó elemek



Transzpozon alapú genommódosítás
Drosophila P-elemek



Transzpozon alapú genommódosítás
Egyéb transzpozonok

U betűs aranybagoly

Sleeping Beauty: Gerincesek genommanipulációjára alkalmas 



Transzpozon alapú genommódosítás
Korlátai

Beépülés véletlenszerű: 

Nem tudunk irányítottan módosítani egy 

adott gént.

Azaz mégsem véletlenszerű:

A transzpozonoknak beépülési 

preferenciája van.



Transzpozon alapú genommódosítás
Korlátai

Gén módosítása: (pl. egy meghatározott 

pontmutáns létrehozása, GFP jelölése)

Az adott gén nullmutáns hátterén kifejeztetni a 

megfelelően módosított transzgént

• Technikailag összetett

• Kell hozzá nullmutáns

• A transzgén expressziós mintázata/erőssége 

eltérő lehet

Gén

Tr.gén



Hogyan lehetne jobban?

A géneket eredeti pozíciójukban (in situ) kell módosítani

• Nincs szükség null mutánsra, sem transzgénre

• Expressziós mintázat megmarad



Elv: Hosszú homológ karokkal rendelkező

DNS szakasz bevitele (plazmidon)

A homológ karok és a kromoszóma 

között rekombináció

Kromoszóma szakasz helyspecifikusan 

kicserélhető

Bonyolult, drága, ES sejt alapú, kis 

hatékonyságú módszer.

Csak néhány fajnál (pl. egér) végezhető 

rutinszerűen.

Homológ rekombináción alapuló helyspecifikus 

mutagenezis



Kívánalmak:  

• legyen gyors és olcsó

• alkalmazható legyen minden élőlényben

• bármilyen genetikai elem manipulálható legyen

• ne maradjon a genomban idegen (extra) genetikai elem, csak a kívánt mutáció

• legyen specifikus („biztonságos” ) 

In situ genommódosítás



Szekvencia specifikus genomszerkesztés

Feltétele: a genomi DNS megfelelő 

pozíciójában történő felnyitása

Kettős szálú DNS törés (DSB: double

strand break) a módosítandó DNS 

szakasz környezetében

Kettő szálú DNS törés kijavítása: eukarióta sejtek 

természetes hibajavító mechanizmusai

NHEJ: non-homologous end joining: nem homológ 

végek összekapcsolása

HR: homológ rekombináció: kijavítás másolással 

homológ szekvenciáról (HDR: homology directed

repair)



Szekvencia specifikus genomszerkesztés
Fő kihívásai

1. Hogyan idézzünk elő kettős szálú DNS törést a genom meghatározott 

pozíciójában?

2. Hogyan vegyük rá a hibajavító mechanizmusokat a kívánt módosításokra 

javítsák az eredeti szekvenciát?



Hogyan állíthatunk elő DNS kettős szálú töréseket?

ENDONUKLEÁZOKKAL!

Endonukleázok típusai

Restrikciós endonukleázok: általában rövid (4-8 nukleotidos) felismerő hely

DNázI: nincs szekvencia specificitás

Meganukleázok (pl. I-SceI, HO): hosszú (12-40 nukleotidos) felismerő hely

Az ismert endonukleázok önmagukban nem alkalmasak

arra, hogy tetszőleges helyen hasítsák a DNS-t (okozzanak kettős

szálú törést)



Hogyan állíthatunk elő DNS kettős szálú töréseket

szekvencia specifikusan?

Szekvencia specifikus DNS-kötő fehérje + specifitás nélküli DNáz aktivítás

Kiméra fehérjék

Zinc-finger nucleases (ZNF)

Transcription Activator-Like Effector nucleases (TALEN)



ZFN technológia alapjai

C2H2 típusú Zinc-finger (ZF) domén:

• ~30as, ββα

• 3 bp felismerésére képes

• Sokféle specificitással rendelkező domén

ismert (gyakorlatilag bármelyik tripletre) 

• Modulárisan építhető

ZF „oligomerek”: Tetszőleges DNS 

szekvenciát fel tud ismerni.

Egy 18-23 nukleotid hosszú szekvencia már 

egyedi a legtöbb genomban!!!!

Nukleáz domén: kettős szálú DNS törés

FokI DNáz doménje: csak dimerként aktív

2 db ZNF kell egyszerre használni



1.   A szomszédos Zn-ujjak befolyásolhatják egymás szekvencia

specificitását.

2.

Körültekintő tervezés, előzetes DNS kötési kísérletek

(pl. 2-hibrid tesztek)

Az ideális linker kifejlesztése

A dimerizációs domén tervezett 
elrontásával a ZFN-ok csak hetero-
dimerként működőképesek.

ZFN technológia kifejlesztése



A megfelelő ZFN pár sejtekbe juttatása:

● DNS formában transzfekcióval (szövetkult.)

● Genomi integrációval

● mRNS formában 

● Fehérjeként

Alkalmas szelekciós rendszer a kívánt mutációk 

azonosítására:    

● Fenotípus

● Molekuláris marker (RFLP, SNP)

● Marker gén beépítése (neo, GFP, stb.)

Szomatikus és csíravonal sejtekben is 

működik!

ZFN technológia alkalmazása



Kiméra fehérjék létrehozása: ZF domének és nukleáz domén összeépítése

A ZF-ek in vivo specificitása nem mindig felel meg az elméleti elvárásoknak, vagy az in 

vitro teszteknek, a gyakorlatban nem teljesen tetszőleges a célszekvencia.

Megoldás:    több ZFN pár használata az adott célra

Off-target hatás

Megoldás:    több ZF domén használata, rövid spacer szekvenciák illesztése a 

ZF domének közé

Profi cégek: pl. Sigma-Aldrich, Sangamo Biosciences

Drága

ZFN technológia korlátai



TALEN technológia alapjai

TALE: transcription activator-like effector protein Xanthomonas baktériumból

A DNS felismerő domén 30-35 as-as ismétlődő doménekből épül fel (TALE domén)

Minden domén 1 nt felismerésére képes, mind a 4 nt (A, T, G, C) létezik TALE domén

A Talen célszekvenciának T-vel kell kezdődnie

FokI domének a ZFN-hez hasonlóan



Az ismétlődő TALE egységek klónozási nehézségeket okozhatnak (repeat szekvenciák miatt)

1.  Restriction enzyme and 

ligation method

2.  Golden Gate cloning with type IIS restriction enzymes

3. Fast ligation-based 

automatable solid-phase

high-throughput (FLASH)

method

TALEN technológia



TALEN technológia

Talen alapú genom szerkesztés

Suzuki, Biol Open, 2013



CRISPR-Cas9:
Alternatív technika helyspecifikus DSB létrehozására

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

A DNS hasítását egy helikáz + nukleáz aktivítású fehérje végzi: bakteriális eredetű



A CRISPR immunítás folyamatai

Protospacer: idegen DNS elraktározandó vagy felimerendő 

szekvencia részlete.

Spacer: A bakteriális genomban elraktározott szekvencia.

PAM: protospacer adjacent motif (NGG)

crRNS (Crispr-RNS): A virális DNS lebontásban vesz részt

Annu Rev Biochem 82: 237-266 (2013)

CRISPR-Cas9:
Eredeti funkciója a prokarióta immunításban

Nature Reviews Genetics (2010) 11, 181-190

Fág DNS elleni védelem: genomban 

elraktározott rövid DNS szakakaszról áríródó RNS 

részt vesz a fertőző fág DNS-ének lebontásában.

Adaptív immunítás



Annu Rev Biochem 82: 237-266 (2013)

CRISPR-Cas9
II-es típusú CRISPR rendszer

A CRISPR RNS-ek érésében és a fág DNS feldarabolásában egy multifunkciós fehérje vesz részt:

Cas9: RNS-kötés, PAM-szekvencia felismerés,  DNS-helikáz, DNáz funkció (HNH: targetszekv. hasítás; 

RuvC: nem targetspecifikus ssDNS hasítás)

A crRNS éréséhez egy tracrRNS (trans activating crRNA) szükséges: megfelelő térszerkezet kialakítása



Streptococcus pyogenes

CRISPR lókusz

• Cas9 kodon optimalizálás

• U6 promoter használata

• 2x NLS a Cas9-re 

• crRNA+tracrRNAchiRNA

(chimera RNA) vagy gRNA

(guide RNA)

Eredeti rendszer „Megszelídített” rendszer

CRISPR-Cas9
megszelídítése

3 komponens 2 komponens



JELLEMZŐK

● Kétkomponensű rendszer: Cas9 endonukleáz + 

guideRNS

● Felismerőhely:  20 bp targethely + PAM (NGG) 

szekvencia

● Szimultán targetálás lehetősége 

● Az egyik DNS szál szelektív hasítására is alkalmas 

(nickase aktivitás), HR>NHEJ

GYAKORLATI KÉRDÉSEK

Tervezés nagyon fontos (off-target hatás elkerülése), professzionális 

szerverek

A Cas9 és a gRNS bejuttatása a sejtekbe

• mRNS

• plazmid (tranziens expresszió)

• transzgenikus

Klónozás kevésbe problémás: kész vektorok, oligorendelés

Sikeres felhasználás számtalan modellrendszerben

Optimalizálás folytatódik (térszerkezet ismertté vált, PAM „kiütése”)

CRISPR-Cas9



CRISPR-Cas9
Off-target hatás detektálás

(PCR-es detektálás)

(Cas9 kötőhelyek azonosítása)

(Kettős-szálú törések azonosítása)

Sok szekvencia adat

in silico módszerek

fejlesztése

Professzionális szoftverek



dCas9-FokI fúziós fehérje

CRISPR-Cas9
Off target hatás minimalizálása

• dead-Cas9: nukleáz aktivítás kiütve

• FokI doménnel fúzionáltatva (mint a ZFN és 

TALEN módszereknél)

• Targetszekvencia 2x-es

Double nicking

• csak nickase aktivítás (RuvC aktivítás kiütve)

• a két ssDNS törés közötti szakasz kicserélése: 

HDR (HR)

• Targetszekvencia 2x-es

Cas9 eltávolítása

A Cas9 permanens jellenléte

off-target hasításokat eredményez

• Degradáció

• Inaktiválás

• Kihorgonyzás (eltávolítás a 

sejtmagból)
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• Tetszőleges genommódosítás

• Hasítás nem szükséges

• Nincs off-target hatás

• Időigényes

• Nehéz tervezni

• Nagyon gyenge hatásfokú

• Kevés modellorganizmusban működik

• Közepes/nagy hatékonyság

• Bármilyen genomi régióra

• Drága

• Nehéz tervezni

• Nehézkes klónozás

• Off-target hatás

• Olcsó, egyszerű

• Könnyen tervezhető

• Nagy hatékonyság

• Multiplex genommódosítás

• PAM (NGG)

• Off-target hatás

Mára a CRISPR „mindent visz”!

Genom szerkesztési módszerek összehasonlítása



Genomszerkesztés technikái I.
NHEJ

A természetben gyakoribb hibajavítás

Hibaráta: polimerázok, exonukleázok miatt

Nukleotidok kiesése/beépülése az eltört DNS végekre

Gén/szabályozó szekv. elrontása

• Nagyobb deléció

• Indel-ek: kis méretű deléciók, inszerciók: gén 

elrontása 

 Frameshift mutációk

 Aminósav kiesés

• Pontmutációk: polipeptidláncban aminósav

megváltoztatása



Genomszerkesztés technikái I.
NHEJ

1. Definiált deléció generálás: két gRNS között

• gének kiejtése

• Domének eltávolítása

• Kis méretű régiók kiejtése (miR, TF-

kötőhely)

2. Száltörés helyére DNS beépítés

Probléma lehet: A DSB általában nem 

pontosan a tervezett helyen van

Basset 2013



Genomszerkesztés technikái II.
HR-n alapuló genomszerkesztés

Száltörés homológ rekombinációval javítódik ki.

A természetben: NHEJ > HR

• NHEJ útvonal gyengítése: pl. ligase4 mutáns

Hibajavítás homológ szakaszról: homológ kromoszóma.

Plazmidon homológ szakaszokkal (homológia karok) 

határolt beépítendő rész

A hatékonyság fokozható ha a homológ kromoszóma 

adott szakasza hiányzik: átfedő deléció.



Genomszerkesztés technikái II.
HR-n alapuló genomszerkesztés

Sajátosságai

bp pontosságú genomszerkesztés

Mindegy, hogy a törés mennyire pontos, mert a gRNS

által felismert szakasz a templátról másolódik be

A homológ szakasz nem lehet targetje a gRNS-nek

• PAM hiánya (legalább 1 bp különbség a genom és 

templát között) 

• gRNS célszekvenciát úgy kell megválasztani, hogy a 

változtatás ne okozzon bajt (pl. intronban legyen; ne 

okozzon aminósav cserét, stb))



Genomszerkesztés technikái II.
HR-n alapuló genomszerkesztés

A beépült szakasz nyomonkövetése

• Markergén

• Kivágható markergén

• Molekuláris marker

Gratz, 2014



 Reporter konstrukt : gén kicserélése reporterre

 Génkicserélés

 Domén csere

 Gén tagelése: (epitóp tagek, GFP)

 Kondícionális génkiütés

 Kondicionális génaktiválás

Genomszerkesztés technikái II.
HR-n alapuló genomszerkesztés

Egyéb:

• Szabályozó elemek

• UTR-ek manipulálása

• Csonkolt fehérjék

• Kiméra fehérjék létrehozása

• Hibás gének javítása

 GÉNTERÁPIA



Genomszerkesztés gyakorlati alkalmazásai 

Egyelőre nincs engedélyezett eljárás!

Állattenyésztés, növénytermesztés, biotechnológia, gyógyászat



Genomszerkesztési módszerek módosítása

Módosított Cas9 (dead Cas9) fehérje: nem 

hasítja a DNS-t, de hozzáköthetők más 

fehérjék:

• Transzkripciós faktorok

• Szupresszorok

• Kromatin módosító fehérjék

• Jelmolekulák

A gRNS határozza meg, hogy a Cas9 kiméra 

fehérjék melyik genomi DNS-hez kötődjenek

Nem csak Cas9-cel, hanem ZFN és TALEN-nel

is (nincs nukleáz funkció)



Összefoglalás

Az utóbbi néhány évben elért felfedezések forradalmasították a molekuláris genetikát

90-es évektől: transzpozon alapú genomszerkesztés: sok mindent meglehet csinálni a transzpozon beépülés 

helyén

2005-től Homológ rekombináción alapuló genomszerkesztés egérben: kis hatékonyságú és bonyolult 

2006-tól: ZFN , 2009-től TALEN hatékony genomszerkeszési módok, de megfelelő háttértudást igényelnek és 

drágák

2013-tól CRISPR-Cas9 olcsó, hatékony és rutinszerűen végezhető genomszerkesztés
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