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GENETIKA

A mai bioldgiai kutatasok integralo diszciplinaja (a legutobbi 10
orvosbioldgiai Nobel dij k6zll 6-ot genetikai kutatasokért itélték oda).

Alapveto célja:
= az oroklodés torvényszeriiségeinek feltarasa
= genek és géentermékek biologiai funkcidojanak meghatarozasa

Eszkoztara:
= funkcio elrontasa - mutagenezis
» szerkezet (informacio) meghatarozasa - szekvenalas
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Orvosi Nobel dij, 2002
Sydney Brenner

.1 almost forgot to say that genetics will disappear as
a separate science because, in the 21st century,
everything in biology will become gene-based, and

every biologist will be a geneticist.”
Sydney Brenner



Funkcionalis megkdzelités: genek funkciojanak
megvaltoztatasa (elrontasa vagy hiperaktivalasa) —
genetikai boncolas

|.  mutans analizis (forward és reverse genetics)
-gene knock out (génkiutés — deléciok)

-transzpozonok

-fenotipusos elemzés (mutant screens)

ll. RNS interferencia - géncsendesités (reverse genetics)

(gene knock down)

Klasszikus (forward) genetika] mutans fenotipus _ gén

Forditott (reverse) genetika:

gén _ bioldgiai funkcio (fenotipus)

feltetele: genomi szekvenciak ismerete




A reverse genetikai vilag alapja — genomika
(teljes genom szekvenciak ismerete)
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Reverse genetika

wormbase
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Duplaszali RNS (géncsendesités)

B,

Random mutagenezis, delécios allél izolalasa
PCR-alapu (a kisebb fragment preferaltan amplifikalédik)




Mutansok elemzése a mutagenezis korszaka elott —
Morgan iskola

Spontan mutansok izolaldsa faradsagos munkaval Morgan
csoportjaban.

Thomas Hunt Morgan
Orvosi Nobel dij, 1933




Drosophila morfoldgiai mutansok

Cut wings Rudimentary wings  Rotated abdomen

Vestigial wings Curly wings Dichaete



Mutacidk indukalasa: Hermann Muller,
a mutagenezis atyja

mutagenezis
a gén genetikai természete
Muller’s morphs:
Amorph (null)
Hypomorph (redukalt)
Hypermorph (talaktivalt)
Antimorph (dominans-neg
Neomorph (4j funkcio)

Hermann J. Muller
Orvosi Nobel dij, 1946



Mutaciok tipusai miikodés szerint

Amorf: a funkcio teljes elvesztese — ,,genetic null” — deficienciaval
szemben nem javit (klasszikus loss-of-function)

Hipomorf: részleges funkciovesztés (reduction-of-function)

Hipermorf: funkcionyeréses mutaciok (gain-of-function), sokszor a
szabalyozo régioban hiperfunkcio vagy ektopikus expresszio
(olyan sejtekben is, ahol normalisan nem expresszalédnak -

sokszor dominans)

Antimorf: a mutacio ellentétesen hat a vad tipusu alléllel — dominans-
negativ mutaciok

Neomorf: a vad tipusu alléltol teljesen eltérd uj funkcid alakul ki



A mutagenezis célja: genjeink funkciojanak megismereése

Egyedfejlodésunk feltéerképezése.
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A mutagenezis célja: genjeink funkciojanak megismereése

Honnan jovunk ...

... €s merre tartunk?



Az ember, mint genetikai modell rendszer?

Nem:

= hosszu generacioés ido

» kicsi egyedszam (egy keresztezésbol)
= nem mutagenizalhato

= nem keresztezheto szabadon

Val6jaban igen:

= szekvenalasi hatékonysag

= termeszetes mutagenezis (betegségek)

= mutans bankok (kérhazakban)

= csaladdfak (CEPH csaladdok, LOD analizis)



CEPH csaladok

(Centre d'Etude du Polymorphisme Humain (CEPH) -
Foundation Jean Dausset-CEPH) = .

(Center for the Study of Human Polymorphisms)
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Létrehoztak egy térkepet, amely a human
kromoszomak genetikai markereit tartalmazza ;
immortalizalt sejtkultarak alapjan. Parizshan


https://en.wikipedia.org/wiki/Polymorphism_(biology)

Megoldas: genetikai modellszervezetek

Baketriumok (1996-tol)

Eleszté (egyseijtii)

Caenorhabditis elegans (fonalféreq)
Drosophila melanogaster (rovar)
Danio rerio (hal)

Mus musculus (emlos)

Arabidopsis thaliana (n6vény)



Génfunkcidk és az egyedfejlodés alapvetd kérdéseinek
tanulmanyozasa genetikai modell szervezeteken

(b)

Caenorhabditis elegans

Mus musculus



... és természetesen

Arabidopsis thaliana







A C. elegans kutatasok kezdete...

Sydney Brenner
(1963)

“I would like to tame
a small metazoan...”

Frontvonalak:
» jdegrendszer mikodése

» egyedfejlodés szabalyozasa




Brenner levele a Nobel-dijas Max Perutz-hoz,
az MRC igazgatojahoz

Brenner's letter to Max Perutz
(1963)

"Dear Mﬂx, Max Perutz
[t is now widely realized that nearly all the "classical”
problems of molecular biology have either been solved or will
be solved in the next decade. The entry of large numbers of
American biochemists into the field will ensure that all the
chemical details of replication and transcription will be
elucidated. Because of this, I have long felt that the future of
molecular biology lies in the extension of research to other

fields of biology, notably development and the nervous
system.”

-Svdnev Brenner



C. elegans, mint genetikai modell rendszer

Elonyok:

Laboratoriumban kénnyen fenntarthatd (agar tartalmua Petri lemezeken)
Egyszerii anatomia (959 testi sejt, 302 neuron. Transzparens test!!!)

Kis testméret (1.2 mm)

Nagy egyedszam (250 utod generacionkent)

Gyors életciklus (kb. 3 nap 25 °C-on)

o O bk Wb PE

Specialis szexualis dimorfizmus: onmegtermékenyité himndések
(hermafroditak) és himek. A himndsek a tiszta genetikai vonalak
fenntartasat (nincs himekkel torténé keresztezés), a himek a genetikai
vonalak kombinalast (pl. kettds mutansok eldallitasa) teszik lehetové.



Fenntartas

young adult

adult male



A C. elegans torzsek lefagyaszthatok

Spontan hattermutaciok kikliszébdlese.
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A C. elegans 3 napos életciklusa

Adult Aging modell
* embryonic developme

0 —— (14 hours)
=

E| larva

i: (12 hours)

Ld larva
(10 hourg)

Er___'-_-‘ﬂ—-
L3 lari® LZ larva
(2 hours) \ __.__...4-""- (7 hours)
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Morfoldgiali mutans fenotipusok

b

small

a.wildtype b.Dpy c.Sma d. Lon

long



Az embrio burka (egg shell) atlatszo: fénymikroszkop
segitségeével az egyedfejlodés nyomon kovetheto

Genetikai vizsgalatok egyedi sejtszinten (at the single-cell level)




fertilized eqqg

Blasztomeéra
képzodése




C. elegans egyedfejlodése — konzervalt
sejtleszarmazas
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John Sulston’s drawings of nuclear positions (6 May 1980)



Invarians sejtvonal

G 5 embyronic
© divisions

pharyrot + meurens. 0 0 "L|.. =5 Sl | ™

Ii'h.m' . 00 1] L 3 Poslembyonic
. f ]"i'ﬂf . 2 divaions |

"1l )
".' g 1ef 1l jllI 1 wm i — 'hf.-al_"h.-:u.u‘._l'-'."ﬁF.
SO DTN somalic jonad

059 somatic cells (adult hermaphrodite)

(John Sulston, Bob
Horvitz. Judith Kimble
1977-1983)




Apoptazis (programozott sejthalal) C. elegans embridban
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EasyHtmiISVideo.com

Apal mitokondriumok
eltavolitasa
(autofagiaval)




Apoptdzis (programozott sejthalél)
genetikai utvonala

/| Robert Horvitz
healthy Induction of death ,apoploﬁc Phagocytosis apq NObeI Pl’ize, 2002
cell

cell :
NSM sister cells
ces-1
ces-2 - -
nex-1?
hik-2 egl-1 —| ced-9 —| ced-§ —Pm=  ced-3 _ ‘ ; -
.

hih-3 ? . S 4 ceas
tf A

HSNs germ line signals

eor-1

eor-2 *
tra-1 DNA damage response

fgl'4l hus-1 mrt-2

cep-1 rad-5 Cell-murdering activity




Egyszerl idegrendszer (302 neuron)

200 pm

MEre g

" head gangla

pharyT
vanral nerve cord
* motor neurons

302 neurons, ~5000 synapses



Az idegrendszer elektronmikroszkopos (sorozat)metszete
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The mind of the worm

RMDOR

~ 8000 serial ss
302 neurons, 5000 chemical synapses, 2000 gap junctions



ldegrendszer-specifikus fehérjék expresszidjain vivo




Az elsoként megszekvenalt soksejtii genom —

meérfoldkd az emberi genom megismerése felé

Yeast artificial chromosomes (YACs) .., tTaEBL
{1 SIS | ee——— q-,.g;,.,af i
105, MATLES
' SFL SLLIZEY N3
4y R I
Cosmids, lambda based bacterial plasmids I_EEEEL_EEE-I LA005 = _EEE‘l.l:E .
LdiHG = N COLY Lo P 4
— ICHIEE » o rg Co70e = @ —FI00
; o ZEERd < > PR - 1PE
TIF] - HE#S,op) o o _— 2UeHLO = Cosmid klon peyyra
{5°7 w d el % F4305 —d"“'—: - _CEECE = FE7E
= Bl ILHIS » idiE L fL3ELl CEvlhls =
™ hdbid THE — Poaziniz L
FOZH7 = , HT' TS . ~LdQFE
r TR L s s L) s _Drozo -
— FLIGE HERS iy« ~LusELe T2%0E —
FOFps = _L1dEq - _ FEen

Frel Feera to an =

5 Cloned genes, mutationally defined genes tied to physical map

E—-Bdf amg-1 Sem-d BPD Lak-1ld upne-1d Rl1R-2 ple-23 8at-0 le-L16 apl-F une-13 sEon-d4 lrg-l
myd-1 twk-7 gpb-2 Lnx-14 caol-35 gos-1 S 0]

,Kicsi” genom: 100 Mbp



Genom annotalas: ORF-ek (open

Td10K

meghatarozasa

wormbase

TS0k

reading frame)
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Instrumentumok

Vd

V4

acio:

Genetikal transzform

mikroinjektor




Géntranszfer C. elegans csiravonal prekurzor sejtekbe




Expresszios analizis

Mikor (az egyedfejlddés mely stadiumaban) és hol (mely sejtekben)
fejez6dik ki egy gén.

H13_reverse_primer
H13_pUC_rev_primer
lac_promoter

Folil 4012

REV_primecpet2171 655
MFel 845

= o
pBR3IZZ_origin Ecofil 1012

I 2301
Y Spel 1671 GFP: green fluorescent protein
Eagl 1877
BeilWl 1881
fmpicillin PepMI 1BBG
Pyl 2755 Apal 1690
Scal 2643 pGEX_3_primer
fmpR_promoler AFLIT 2139

Expresszids vektor



Expresszios konstrukciok

RE (restrikcids enzim) RE RE

10
} P

promoter

GEN (kddolo régié —STOP jel)  GFP

frame I

unc-54 3’ UTR

Minden génre megtervezheto — genom-szinti erofeszitések.

= GFP analizis vs. antitest festés — melyik jobb?
» Transzkripcios fuzios rendszer
= Transzlacios fuzids rendszer — mutans menekités



GFP konstrukciok

Transzkripcios fazios

ATG STOP
STOP
promoter i 3'UTR
s I
Transzlamos fuzids
STOP
promoter




GFP




Valdjaban ....

superfolder GFP

mut3 GFP

GFP Escherichia coli

‘ Minden mas ....

Caenorhabditis elegans



GFP, CFP, ', RFP %% 50 s o

60 80 100

40

FP, ', RFP
G: green
C: cyan
Y: yellow
R: red

A==




Neuronalis GFP expresszio

dorsal cord

head ganglia : tail ga;nglia

(brain) ventral cord

Neuronalis GFP-RFP expresszio

Dendrite
} AWC OFF

+ Ko-expresszio:
o
t
Cilia r )

AWC®N 4
cellbody Axon with
synapses




The 2004 palette of nonoligomerizing fluorescent proteins

GFP-derived mRFP1-derived Evolved by SHM
SN

A i i
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Exc. 380 433452 488 516 487504 540 548 554 568 574 587 595 596 605 590 nm
Em. 440 475505 509 529 samse2 553 562 581 585 596 610 620 625 636 648 nm

(BuD) d4A
mapAauoHw

Nathan Shaner et al (2004) Nature
Lei Wang et al (2004) Proc. Natl. Aq

EX 243510 nm EXJ)LAG5495nm Ex 2510560 nm

Emis/Oonm EmAS15555mm Emasidnm



Zsiranyagcserét szabalyozo gének genomi analizise
C. elegansban

Leanest State Percentage of Obese Adult Population Fattest State
Colorado (3-year average from 2003-05 CDC Behavioral Risk Factor Surveillance System data) Mississippi
= I o ——
16.9 18.6 20 22 24 26 28.7 29.5

Vt. N.H.

195 21.6— il

NY  Mass.
21.7 = 18.6

The CalorieLab 219 215

Hawaii ® UNITED STATES
(Data not collected in 2004; Average of 2003 & 2005 is 18.1) OF OBESITY 2006




Gének, melyek elhizast okozhatnak

C. elegans gének

Matabobc emzyme (7)

HMFG 3
FAErE L
JC5131
CRIAIZE
V13012l

lmnacdption faciors (9

Human ortoldqg bioldgiai funkcidja

CASHEA
KAOCE.6
Faaia. 1
CHEEC10.10
CRTFS.
H11HES
HiZG3
Fecenton i)

RIS
3G S

Y2TF2A.g
YAEHIO_11.b
Vesicular trEnspont (3)

FUBHSLS
a4

Hyoroesteroid 178 dehyporopenase
Long-chan aty-acd CoAigase
Fhospholipid transder prodein
UOR-glucosy ransierase
Myo-inosiinl- 1 -phosphate synhase

e s -2

M- o subtype MR
Cestrogen-hpe MHH

Al hycrocarbon MNHR

= o

Inededkin enhancer tacior 2
C-type aleroid recentor

Somalosiatin recepior-Type
CHuiamae recepios

Chamomcanion
EHOH

Caubdindendooytic moeptor
vesidie assiaaled rlien



Drosophila melanogaster

(gyumolcslégy — muslica)




A Drosophila életciklusa

male

pupa

1st instar larva

3rd instar larva
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Szegmentacio és a
sejtek szegment

identitasa az 3 6ras
anteroposzterior embrio
tengely mentén koran
kialakul

10 6ras
embriod




Imaginalis diszkuszok

IMAGINAL




Korai egyedfejlodés - anyai hatasu gének

korai letalitas, embrio polaritasa

feherje

@ (b)

Nnanos




Korai egyedfejlédést befolyasolé mutaciok izolalasa
Recessziv anyai hatasu mutaciok

»9creen” F3-ban! »ocreen” F2-ben!
Maternal Effect Lethal Zygotic Lethal

— mom X X dad
* — mom X = dad
X ethal n N

4+ - -
Zmom X = dad * + * >‘<
- T =

-

* viable lethal

+

viable



A gap gének expresszios mintazata

mutansok

GAP

hunchback

Krippel

Knirps




arva

k: a Drosophila |2

V4

V4

acio

Korali larva letalis mut

szegmentalis mintazatanak defektusai

N\
/
%

T
B /////m\\\\z////m
\\;//WW\\ .//m

Paired

GAP

Kruppel

Knirps




Homeotikus szelektor gének — Hox gének

Ko-linearitas

Antennapedia complex bithorax complex
P A— N\ 's i 3)
lab Pb Dfd Scr Amp Ubx abdA AMB

labial (lab) Abdommal B (Ade)
Deformed (Dfd) abdormnal A (abdA)
Ga® Cg® G

Sex combs reduced (Scr)  Antennapedia (Antp)  Ultrabithorax (Ubx)







Emlos Hox clusterek

HoxA
(Hox 1)

HoxB
(Hox 2)

mammal

HoxC
(Hox 3)

(Hox 4)

rhombomeres

; o L, 12345678
akar kulén kromoszémakon
= Hox paraldgok




Az A/IP
szegmentacios
mintazatot
kialakito
hiearchikus
génkaszkad

Egg with maternally
deposited mMRNA

Anterior

bicoid

Gradients of proteins
encoded by maternal mMRNA

Gap genes

7 ey

hunchback  Krippel

S

Pair-rule
genes
hairy  runt
y
Segment-
polarity
genes
H
/
wingless  engrailed
SEGMENT NUMBER

Posterior

nanos

knirps
\
Homeotic
genes

- g
Antp  Ubx abd-A  Abd-B

SEGMENT IDENTITY



Korai embrionalis fejlodés

Ed Lewis Christiane Eric Wieschaus
Niisslein-Volhard

1995 Nobel dij: A korai embrionalis fejléddés genetikaja




(a) Transtormation of Drosophlia

Transposase
P-alemant e P
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——— P-aleament
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Transformation \_ / Helper plasmid
plasmid S~ [ — Y
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UAS-Gal4 rendszer

genomikus/
klonozott
promoter
gald
\__ o0
Q00

UAS dpp-Gal4, UAS-eyeless

Gal4 éleszt6 transzkripcios faktor, ami a
megfeleld DNS-szekvenciahoz kot a
célgén promoterében (UAS — upstream
activating sequence), és elinditja a
génexpressziot.



In vivo UAS-RNSIi k6nyvtarak

tissue-, cell-, or stage-

specific promoter

;_= hpRNAs
|

ML Tk SiRNAs

endogenous
m[?NA



actin FRT FRT Flip rekombinaz kétShely

B
N

poly A

hsp70-Flp  —_ -
Flip rekombindz [N~

CD2 kivagasa: prorTéter meghajtja a gal4-et

%

gald

Szomatikus klonok

actin
promoter

V

gald
L 00
o0®

00

a GAL4 meghajtja az UAS promoter mogé
kapcsolygent

\

}/\/\/\/\/\/\-
GFP

L Amelyik sejt zold, abban van
m AAAAAAS kikapcsolva egy adott gén.
UAS

[ |

RNAI

Kontroll az identikus szoveti
kOrnyezet.







Transzgeénikus Drosophila — egy példa

- e

Amylond aggregates
(amyloidogenic?) Soluble aggregates

Htt-Exon1
* (amyloidogenic)
Hsp70 ?
E 1 . Detergent-soluble
Aggregates
—> 3 ggreg
TRIC * Clearance?

Non-amyloidogenic
Monomer species



wild-type Htt  mutant

untretaed untreated AUTEN-99 (B)

| Compound

' | | eye
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bt — Rhabdomere
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Zebrahal (Danio rerio)




VL4
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neural tube notochord somites

floor plate

forebrain ‘ eye

pharyngula period 29 h

neurocoel floor plate horizontal myoseptum fin

heart hatching gland pectoral fin
hatching period 48 h
ear horizontal myoseptum dorsal stripe
eye /
....... _._‘.b-’;-r“—v‘w:a. .; ‘_4- -::‘— E Canly Q
jaw yolk sac stripe ventral stripe
gills swim bladder intestine

swimming larva 5d



“Atropusi, édesvizi zebrahalat, a Brachydanio rerio-t,
szamos elényés tulajdonsaga miatt valasztottuk: a
generacios ideje minddssze 3-4 hdonap; a felnétt
néstények heti rendszerességgel tobb szaz ikrat
raknak, amelyek gyorsan és szinkronban fejlédnek az
anyan kivul; a hal kicsi (3 cm), szivos és kbnnyen
tarthato. A 7 napos, szabadon uszo0 halak minddssze
néhany milliméter hosszuak, de mar a kifejlett
egyedek szamos morfoldgiai és viselkedési bélyegeét
mutatjak. Mindez lehetévé teszi a mutaciok nagy
léptékii sziirését. Mivel a normalis fejlédés 25-31°C
kdzott zajlik, lehetéség nyilik hémérséklet-érzekeny
mutaciok izolalasara is.”

Nature (1981) 291: 293-296.
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In situ hibridizacio
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Géncsendesités - morfolino
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/ morpholino

Structure of a
Vivo-Morpholino
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Regeneracios modell
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CRISPR-Cas9 nukleaz-alapu genom szerkesztés
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Programmable nucleases

zinc-finger nucleases (ZFNs)
transcription activator-like effector nucleases (TALENS)
RNA-guided engineered nucleases (RGENs) derived from the

bacterial clustered regularly interspaced short palindromic repeat
(CRISPR)—Cas (CRISPR-associated) system



Each ZFN is composed of a zinc-finger protein (ZFP) at the
amino terminus and the Fokl nuclease domain

a Zinc-finger motif consensus
CX, CX,FUXHX H

Right ZFP

schccrccrrccircccésmmppm TICATEIC
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) C]qums 7o

Loft ZFP




'ZFN cleavage
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Donor DNA
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Homologous
recombination

Targeted gene relacement

Nonhomologous
end joining

Targeted mutagenesis



Transcription activator-like effector nucleases (TALEN)

TALE  Activator
—

TALE
m Nuclease (TALEN)

i | Activate transcription

l TALE Repressor

Create double strand breaks ‘ ' i | ' i

Inhibit transcription

NLS

<\ *\ g DNA Binding Domain ! !

-

S '« ACGTAGCTGCATCOCCACTACCGTATGA
3'-TGCATCGACGTAGCGETAATGCGCATACTN

CTGTGCAGTTATGATTTETCTACCGTA
ACACGTCAACACCAAACACATGGCAT



TALEN

Nucleotytic target site

"*’I |U!

Left TALEN s : Right TALEN

Generate double strand break

TALE proteins structural domains

l " » A

G ' .3

L J » —
DNA binding domain

TAL effectors are proteins that are secreted Functional domain
by Xanthomonas bacteria when they infect plants.



https://en.wikipedia.org/wiki/TAL_effector
https://en.wikipedia.org/wiki/Xanthomonas
https://en.wikipedia.org/wiki/Plant_pathology

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
rendszer

Cas (CRISPR-associated sequences) fehérjék

CRISPR
Cas genes

Cas9 ] l l ] I Leader E E ] :I

Repeal-spacer
array

= Olyan DNS lokuszok, amelyek rovid ismétlodé szekvenciakat tartalmaznak
spacer-ekkel elvalasztva. Gyakran kapcsoltak Cas génekkel.

= llyen szekvencidk az Archaea-ak 90%-aban, az Bacteria-ak 40%-aban.



Endogén védelem a fert6z6 viralis genom ellen

tracrRNA  Cas genes CRISPR l
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Emmanuelle Charpentier and Jennifer Doudna



Streptococcus pyogenes SF370 CRISPR locus 1

tracrRNA direct repeats |
) ,L( D
7 7.

Cas9 Cas1Cas2 Csn2 spacers

i 1. pre-crRNA transcription

pre-CrRNA — —

/ 2. maturation by RNase3 & unknown nuclease(s)

mature crRNA 3. target protospacer 4. Cas9-

recognition AM megjsa;ed
Cas9
processed

tracrRNA



Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplexé Cas9 programmed by single chimeric RNA

protospacer //?5\\
%b ! N
target DNA /7 ! J ‘
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I \ : 5 \_linker loop
G | | ~20mt [l
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tracrBRNA crRNA-tracrBNA chimera

PAM: Protospacer adjacent motif (a Cas9 altal megcélzott DNS szekvencia mogotti

rész)
crRNA: CRISPR RNA
tracrRNA: trans-activating crRNA, a small trans-encoded RNA


https://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_(genetics)
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Delécids allélek eloallitasa a CRISPR-Cas9 rendszerrel

Cas9 e
as (C.!) :8
RuvC domain HNH domain C-term domain 8 - 9
N-| I T T J-C < o :O
© = 8 -0
g- 2 3’- UuUUu 2
3-8 2
3.8

Tt guide
Cas9 g- g =NA g
0.0 0

B 2 M A B AAGGCUAGUCCGUUAUCAA
mm‘:NNN NNNNNNNNNNNNSNNNHCC gy,

37 -NNANNNN NN
S'-NNNNNN‘NNNN N,}NNN'NNNNNNNNNN -3
NN

-
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN.GI'N\ chromosome
PAM



PAM
sequence

Guide RNA

Matching genomic Cas9
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Genome-editing knockout kit using CRISPR/CAS9

Target Sequence Cloned In Donor Template DNA Containing
pCas Guide Vector Homologous Arms & Functional Cassette
T eg. ox[ 0X
» W F1€ pyre ALY
3 pCas-Guide
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GFP analizis - génexpresszid




Forward genetikai analizis
Genomi szekvencia ismerete - targetalas

Gene knockout-ot (deléciés mutaciok)
|étrehozasa barmely génre

X
A celgén
oy
Mdouse with target Ieous Transganic mousa with
B— —“—' .- flanked by kuP silas Cre gene linked bo a
I ﬂ call-spacific promoter, P
I Marker gén X
. . e ., Q Tissue'vall-spacific
X: rekombinacidé hatarolé szekvenciak expreasion of Cra
s i
e Cre rekombinaz T X .
. —i-
ek dm
o ¢ ATAACTTCOTATA GCATACART TATACGARGTTAT e
i

palindrom spacer pakndrom Tismswe ar cell-specilic deletion af A at largel locus



Eredmeénye

A Generation of the Ripply3 knockout mouse.
m and
Wild type . '
allele T {I I- l TuTR | :

Hill - =

— qeF1 gefRi K1
- -—
. }i F2 Rd
i ' ]
VeCtor | |RES.LatZ | Moo E

. ap—
IRES:R LacE F

Lact-R
Targeted [

MESLacZ| Moo
allele - —a

delécid MRNS szint
B genomic C RT-PCR
M +4 +L -~ e o

F6/RES-R f-actin
(4.2 kb) PO



Dystrophin gen KO (kititott) egér

dko




Dystrophin gén mutans ember:
Duchenne muscular dystrophy
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Tcl/mariner-szerl transzpozonok

DMNA-binding Catalysis



Orvosi felhasznalas: DNS bevitel

Sleeping beauty:
Tcl/Mariner
transzpozon, inaktiv
(gerincesben - halban)
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¢ Create a fransposase gene
library by PCR

v mutacio
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. Determine consensus sequence

M, M, M, ML, ¥
I S I B Recreate consensus by

FCR mutagenesis

10-15 millié évvel ezelétt aktiv volt. Eletre (mozgasra) keltés iranyitott
aminosav cserekkel: ,Kiss back to life”




Transzpozonok, mint DNS transzfer vektorok

Fatural arrangement - the
A transposase gene is inside the
Tronsposon
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Csak az a sejt
kek, amelybe

transzfekta- —

|6dott. Mivel
nem
integralodik
kromoszomab
a, hem tud
oroklédni.

Transzpozicio sejtkulturaban

Transzpozicio a bakterialis vektorrél a kromoszomaba

Kék: rezisztens
sejtkoloniak



Sleeping beauty inszercios helyek a human genomban
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,rargetalni” a Sleeping Beauty transzpoziciot a genomban
(ne legyen mutagén!)

g] Targeting fusion protein

e e nd




Sleeping beauty targeting rendszer
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