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Miért van szükség új technológiákra? A célzott transzgenezis nagyon 

fontos. (knock-out, knock-in, allélcsere) 

Őssejtes transzgenezis

Csak egérben működik 

(patkány, ember)

Bonyolult

Drága

Gyenge hatékonyság

Klónozás

Sok fajban működik

Bonyolult

Drága

Bizonyos szempontból gyenge hatékonyság

Rengeteg mellékhatás



A cink finger fehérjék kis 

strukturális fehérjemotívumok, a 

stabil szerkezethez cink ion(ok) 

kellenek

Szerepük DNS,RNS, fehérjekötésben-

interakciós félként

Cink finger

fehérjedomén

A nukleáz technológia a megoldás. Első képviselői a 

cink finger nukleázok.



A rendszer másik fele a FokI restrikciós 

enzimből származik

•DNS felismerő domén

•Nem specifikus hasító domén



Cink finger nukleázok

•Mesterséges fehérjerendszer, DNS 

specifikus hasítására. DNS kötő cink 

finger domének összekötése FOKI 

restrikciós doménnel

•Egér Zif268 transzkripciós faktorból 

származik a legtöbb cink finger domén

•Egy cink finger 3 bázist ismer fel

•Az összes lehetőséghez min 64 féle 

cink finger kell

•Dimerként működik

•Nagyon specifikussá tehető



Hogyan működik? Duplaszálú DNS törés-

repair

Frameshift mutáció, korai STOP így nincs 

megfelelő fehérje



A repairt követő lehetséges mutációk

1. Kicsi deléció 1-20 bp heterozigóta

2. Nagyobb deléció 20 bp- heterozigóta

3. Kisebb inszerció heterozigóta

4. 1-3 bármilyen kombinációja 

heterozigóta

5. Mozaikos események

6. Homozigóta események  (ugyanolyan és 

eltérő események is!)



Felhasználási terület: Génkiütés

Korai génkiütések 

sejtekben

DNS vagy RNS formában vihető be.

Sejtekbe egyszerűbb a DNS, embriókba célszerűbb az RNS forma

A legtöbb sejtben működik. Ha nem akkor kombinálható 

adenovírus, vagy lentivírus rendszerekkel.



Génkiütés: Állatok

Arabidopsis,dohány,szója, kukorica, drosophila, C.elegans, ten

geri 

sün, selyemhernyó, zebradánió, Xenopus, egér, patkány,nyúl,se

rtés,szarvasmarha, ahol eddig kipróbálták, működött 



Génbeütés, illetve géncsere

Ebben az esetben a homológ rekombináció működik (HR)

Plazmid donorral működik, de megy oligonukleotid donorral is



Célzott mutációval transzgénikus egér, mely 

lox-P helyeket hordoz

Másik példa: szarvasmarha génbeütés (lysostaphin) 

casein lokuszra



Parkinson kórban szerepet játszó két 

mutáció

Példa knock-in használatra emberi sejtekben



Nemcsak vágás, de transzkripciós 

aktiválás, receptorfüggő

aktivitás, represszálás, metiláció is kivitelezhető



Honnan szerezhető be?



Hátrányok

•Nagyon erős protein mérnökség 

háttér kell

•Drága

•Szellemi tulajdon problémák 

(növényeseknél)

•Toxicitás

•Offtarget hatás



Xanthomonas oryzae pv. oryzae

• Komoly penészt okoz 

rizsen, fűféléken, sáson.

• A baktérium TAL effector része 

transzkripcionálisan aktiválja a rizs 

betegség-fogékony S génjét.



A TALEN technológia: TAL effector+ FokI endonukleáz

TAL effector DNS kötő domén felhasználása

Xantomonas baktérium termeli, bejut a növényi sejtmagba, és olyan 

géneket aktivál, mely a fertőzést elősegíti 

DNS kötő doménnel rendelkezik, mely egy adott helyen hipervariábilis de 

pontosan lehet tudni, hogy mely aminosavcserék kellenek a megfelelő 

bázisok felismeréséhez



TALEN

• DNS hasító rész:

– FokI restrikciós endonukleáz

– Nem specifikus

– DNS hasítását végzi



A TALEN rendszer működése



Kiütés mellett lehetőség van aktiválásra 

is, represszióra stb.

Emlős sejttenyészetben promóterre tervezve, aktivátor doménnal 

felszerelve az expressziót 20X növelték (idegi növekedési faktor)



TALEN milyen fajokban működik (példák)

•Növények

•Különböző állati sejtek

•ES sejtek, iPS sejtek

•Saccharomyces

•Zebradánió

•C. Elegans

•Patkány

•Egér

•Disznó, Szarvasmarha, kecske, 

•Nyúl



Hogyan szerezhető be?

Plazmid kitként megvásárolható

Meg is vásárolható szőrőstől-bőrőstől



TALEN tervezés

• https://tale-nt.cac.cornell.edu/about

• http://talen-hit.cellectis-

bioresearch.com/target/talenHitSearch

• http://www.addgene.org/TALeffector/golde

ngate/voytas
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TALEN targeter ereménye



TALEN összeszerelése



Egy példa patkányban

2. Target konstrukció: patkány IgM génre

1. Talen és a FokI restrikciós domén összerakása

3. Injektálás patkány korai embriókba DNS formában



Eredmény ellenőrzése T7 nukleázzal

Patkány sejt       Patkány 7/74



Technológia finomítása (koncentrációk és injektálási formák)

1-154 hosszú deléciók

Mozaikos egyedek is

Dupla KO egyedek is



Az állatok örökítik a módosítást



Funkcionális vizsgálatok



Példák

• Terápiás célkora – in vitro kísérletek



Példák



Előnyök/hátrányok

•Nem kell fehérjés szakértő

•Olcsóbb

•Szellemi tulajdonok ok

•Toxicitás

•Offtarget hatás

•Jó sok klónozás



CRISPR/Cas9
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats



CRISPR/Cas9 rendszer



CRISPR/Cas9 rendszer

Baktériumok immunrendszere, behatoló fágok és plazmidok ellen



45 Cas gén család

3 fő divízió, sok aldivízió

CRISPR/Cas9 rendszer



A bakteriális „immunrendszer” részletesebben



CRISPR/Cas9 rendszer

PAM szekvencia

http://www.casblastr.org/

http://www.casblastr.org/


CRISPR/Cas9 rendszer átalakítása



https://www.youtube.com/watch?t=240&v=2pp17E4E-O8

https://www.youtube.com/watch?v=SuAxDVBt7kQ

CRISPR/Cas9 rendszer
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Lehetséges módosítások

Nonhomologous end joining Homology-direct repair

Cas9 ált. módosítás  20-60% Inszerciós mutagenezis hatékonysága: 0,5-20% 



CRISPR/Cas9 rendszer

http://crispr.mit.edu/

1. guideRNS tervezés

http://crispr.mit.edu/guides/885

437766687252

https://www.dna20.com/eCom

merce/cas9/input

http://www.e-crisp.org/E-

CRISP/designcrispr.html

http://tools.flycrispr.molbio.wisc.edu/target

Finder/index.php

http://www.addgene.org/crispr/guide/#D

esign
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Egy  CRISPR tervezés végeredménye



Munkamenet 1

•Cél oligonukleotid rendelése

•Vektorba ligálás

•Tisztítás, ellenörzés



PCR

Gélelektroforézis

Fragment-izolálás gélből

A PCR termék Prot. K és SDS kezelése

Fenol/kloroformos precipitáció 

mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit in vitro 

transzkripció

Tisztítás

Munkamenet 2

https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/AM1344


Cas9 

Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9)



https://www.neb.com/products/m0386-cas9-nuclease-s-

pyogenes

http://www.trilinkbiotech.com/cart/scripts/prodView.asp?idproduct=7666

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/cas9mrna?lang=hu&

region=HU

https://www.systembio.com/genome-engineering-cas9-crispr-

smartnuclease/ordering

Cas9 mRNS

Cas9 fehérje

Cas9 

In vitro transzkripció, vagy meg kell 

venni
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Mikroinjektálás

nyúl

sertés

kecske

blasztociszta



Ellenőrzés T7 endonukleáz emésztéssel



Cas9 Nickase



CRISPR/Cas9 rendszer, mint aktivátor

CRISPR/Cas9 rendszer, mint gátló 

faktor



Példák

• In vitro alkalmazás terápiás célokra



Példák

• B-sejt hiányos mutáns sertés

• IgM nehéz láncán mutáció

• Fibroblast sejteken, majd szomatikus 

sejtmag átülteséses technikával ötvözve 3 

biallélikus mutáns utód. 

















Xenotranszplantáció- multkori előadásból

Állatból emberbe történő szervátültetés

Probléma: azonnali kilökődés

A kilökődés kiváltója egy sejtfelszíni „cukor-oldallánc” mely 

nincs meg az emberben (Gal-alfa-1,3-Gal) 

Klónozással készült KO 

sertések, melyek nem képesek 

ezt a sejtfelszíni markert 

szintetizálni. Gyakorlatilag 

alkalmasak szívátültetésre.



Sertés endogén retrovírus menetsítés





BAMA törpesertésből (35-50 kg) növekedési hormon 

receptor hiányos, 1600 dollár

Érdekességek: Szuper-mini sertés háziállatnak



Az első genetikailag módosított emberi embriók/B-globin gén  



Érdekességek: Fajok újraélesztése CRISPR 

technikával



Meganucleases

•Archea, bacterial, algae origin

•Sequence recognition



Új Crispr rendszer: Single RNS alapú Cpf1 rendszer 



Van ami mégsem működik?





Szabályozzuk, vagy ne?

Az egész társadalomnak kell elvégezni a döntést 

Szabályozzuk

Nem szabad a technológiát szabályozni

A szabályozást a célok meghatározásánál érdemes elvégezni

Előnyök/hátrányok teljes és átlátható feltérképezése



GMO vs. genomszerkesztés a magyar

közvélemény szemében



Ezt már tényleg meg lehet csinálni!!!


