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Mikrobak az ember szolgalataban
(Néhany peldan keresztul bemutatva)

Antibiotikumok (gombak, bakteriumok)
Restrikcios enzimek (baktériumok)
Hostabil polimerazok (baktériumok, archeak)

Genome editing, géncsendesités (baktériumok, eukariotak)



Antibiotikumok

« Alexander Fleming (1928) ‘
 Penicillium notatum oy <
« Gram-pozitiv baktériumok ellen hatasos, & 4
ellenben a Gram-negativokkal szemben hatastalan

« Emberi beteget a vilagon el6szor 1942. marcius 14-en
John Bumstead es Orvan Hess kezelt sikeresen

penicillinnel.
I -« 1945-ben orvosi Nobel-dij.
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Antibiotikum tipusok

DNS replikécié: quinolonok mRNS szintézis: rifampicin

-sejtmembran: polymyxinek sejtfalszintézis: béta-laktamok

glycopeptidek, bacitracin

fehérjeszintézis: aminoglycosidok, folsavszintézis; sulfonamidok,
tetracyclinek, chloramphenicol, trimethoprim
macrolidok, lincosamidok

http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011_0001_524_Mikrobiologia/ch02s04.html



Mikroorganizmus
liofilizatum Agar tenyészet

Elofermentorok
(inokulumok)




Reverz Plazmidba Fertozes
transzkriptaz épités E. coli-val
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Rekombinans fehéerje termeles —
Gyogyitas és alapkutatas

« (Genetikailag modositott bakteriumokkal:
— veéralvadasi faktorok
— novekedési hormonok

« Saccharomyces cerevisiae (€lesztd):
— hepatitis B virus (HBV) elleni vakcina

« EmlGs szovettenyeszetekben:

— szoveti plazminogén aktivator (tPA) (infarktus utan azonnal adva a
verrogképzodés megel6zhetd)
— VIll-as faktor (hianya vérzékenységet (A tipust hemofiliat) okoz)
1_ eritropoetin (EPO) (hatasara indul be az éssejtek differencialédasa

-,véréSgérsejtekké)
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Rekombinans fehérje termeles —
Gyogyitas és alapkutatas

Egyeb E. coli-ba vagy éleszt6be klonozott human genek:

7

IX-es veralvadasi faktor

Interferonok és interleukinek (az immunrendszer szabalyozasaban szerepet jatszoé fehérjék)
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) - csontvel6 atiiltetés utan alkalmazzak.
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) - kemoterapian atesett betegeknél alkalmazzak.

ADA (adenosine deaminase), az SCID (severe combined immunodeficiency — stilyos kombinalt
immunhianyos allapot) kezelésére hasznalnak.

Angiostatin €s endostatin (sejtszaporodas-gatlo szerek) - rakellenes terapiakban alkalmazzak 6ket.
Paratiroid hormon (pajzsmirigyhormon)

Leptin (zsirsejtek szintetizaljak, hipotalamusz receptorokhoz kotédik, elésegiti bizonyos étvagycsokkenté
szabalyozé molekulak termel6dését, ezaltal csokkenti az éhségérzetet)
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Rekombinans fehérje termeles —
Gyogyitas és alapkutatas

Hibriddma sejtek

Az immunizalt allat Iépének B sejtjeit
ellenanyagot termelnek, de révid
élettek.

A mieloma sejtek (B tumorsejtek)
nem termelnek de 'halhatatlanok'

.« roer

(hibridbma) lehet el6allitani.

A hibrid sejtek kozul kivalogathatok
a folyamatosan oszt6do és Ig-t
termeld klonok.

Ezek elszaporitva felhasznalhatok
ellenanyagok gyartasara.
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Rekombinans fehérje termeles —

Gyogyitas és alapkutatas

Gyogyszerként hasznalt ellenanyagok ' Diagnosztikaban es

alapkutatasban
hasznalt ellenanyagok

NDC $0242.060-01

* Az Avastin meggatolja uj erek, st No:15734
kapillarisok keletkezését, hatasos
tumor-ellenes hatassal rendelkezik.
Az Avastin egy humanizalt, VEGF- -
ellenes monoklonalis ellenanyag 2 w

W

AVASTIN

(bevacizumab) e

For Intravenous Use immm )

A Remicade, az Infliximab, a Humira a TNF hatasat gatolja, reumas artritiszben,

Crohn betegségben, kronikus gyulladasos esetekben gyogyitd hatasu.

Hasonloképpen, az IL-1 ellenes hatasu Anakinra is nagyon hatasos kronikus
gyulladasos koérképekben.

A vaksaghoz vezet6 makula degeneracio kezelésére alkalmas a Lucentis
(Ranimizumab).

http://web.med.u-
szeged.hu/mdbio/hun/anyag
ok/2011-
2012/11.felev/ga/rekomb.pdf
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Géncsendesités

* genek kifejez6désenek szabalyozasa
» virusgenek hatasanak blokkolasa
« 2006-ban Nobel-dij
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Géncsendesités
RNS interferencia

DICER

l CADPf?\'

RNS szakaszok

R\SC* (RNA-induced

silencing complex)

http://www.mrns.hu/hirek/rns-
interferencia-virusok-es-emlos-sejtek
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Géncsendesités
RNS interferencia

Exogenous

Endogenous

21-25nt RNAs

~23 nt RNAs

dsRNA

Initially ssRNA but converted into
hairpin secondary structure

Most commonly responses to foreign
RNA(Viral, transposable elements,
repetitive elements or artificial
transgene insert)

Regulates post-transcriptional gene
expression

100% complementary to target RNA

Not often 100% complementary to
target RNA

Produced in large population

Only single small RNA

Effective but not tissue specific
Silencing
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Precise and tissue specific Silencing

Pre- miRNA
miRNA % )

https://lwww.slideshare.net/mar
iyazaman58/role-of-antisense-
and-rnaibased-gene-silencing-
in-crop-improvement
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Gencsendesites
RNS interferencia (mesterséges)

SiRNS vektor siRNS transzfekcid  Antiszenz RNS analdgok

Hajtlikanyar-képz6 szekvencia e —— — |

U6 snRNS promoter
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Nyeles hurok : ,' vagy inaktiv fehérjék esetén
szerkezetu RNS - K a komplex az mRNS-sen marad
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! Drosha/ Pasha g dasp
* endorukleszok RISC (RNA induced A transzlacio gatlodik
silencing complex) A mRNS P
= i betdltése r
EISERNG K http://elte.prompt.
I - i hu/sites/default/fil
°3L ' X Dicer = . .. es/tananyagok/Ge
endonukledz R » iy, T aPA ntechnologia/ch14
v (méretre vagas) '__" ‘X, mRNS s06.html
. A bennmarado szal ("guide strand”) A megfelelé ribonukleazok 14
A RISC komplex az egyik P - : 3
("passanger”) szalat kiveti katalizalja a vele tokeletesen teliesen lebontjak

komplementer mRNS-sek hasitasat a hasitott mRNS-t



RNS interferencia alapu terapiak

Pl.:
« citomegalovirus IE2 génje ellen: fomiversen (antiviralis szerként)
« apolipoprotein-B ellen: mipomersen (hiperlipidémia kezelésére)

« HIV esetében a gazdaszervezet sejtjein lévd receptorokat é€s koreceptorokat
probaljak kikapcsolni

« daganatok kifejlddéseében szerepet jatszo, sejtosztdédast szabalyozd gének
kifejez6desének gatlasa?

Nehézségek:

« a megfelelé nukleotid-analégok gyakran instabilak, tovabba
hajlamosak gyulladast és egyéb nem kivanatos (off-target)

1 valaszokat okozni.
| _ « az uj RNS-analég gyogyszerek el6allitasanak legnagyobb
e O nehézsége, hogy a testi sejtekbe egyel6re nem tudjuk igazan
£ hatekonyan bejuttatni a megfelel6 nukleotid-analégokat.

15



Genome editing

Feherjek funkciojanak vizsgalata
Gének kiutése, illetve beillesztése
Mutaciok léetrehozasa

Genetikai betegsegek gyogyitasa?
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Targeting =

Genome editing
CRISPR/Cas9

Bakterialis immmunrendszer

@ (1) Virus invades

— bacterial cell

(2) New spacer is
derived from virus

and integrated into
s l CRISPR sequence
( D "_—-'z 0
(4) CRISPR RNA l
guides molecular

machinery to

target and destroy
viral genome

- S?_ (3) CRISPR RNA

is formed

™ Adaptation

_ Production of
CRISPR RNA

http://sitn.hms.ha
rvard.edu/flash/2
014/crispr-a-
game-changing-
genetic-
engineering-
technique/
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Genome editing
CRISPR/Cas9

Gene Silencing with CRISPR

GuideRNA (359 Enzyme

i Non-Homologous Inactivated Gene
Cut Genomic DNA End Joining

mmp codll TDoo< mmp codUIDPeoc

Insertion/Deletion Mutation

Genomic DNA

Double Stranded
Break After the Cas9 enzyme is guided to the right location in the genome and cuts the DNA,

the cell’s natural repair mechanisms take over. The cut is fixed by non-homologous end joining.
This process is error-prone and does not perfectly replace the cut DNA, often resulting in an
insertion or deletion mutation which silences the gene.

Gene Insertion with CRISPR

Guide RNA Cas? EAZYIE Cut Genomic DNA Homology
' Directed New Functional DNA

Nm W Repair

m Newly Inserted DNA

Double Stranded New DNA
Break (Delivered with CRISPR Plasmid)

Genomic DNA

To insert a gene, the new gene is added into the original CRISPR plasmid. It is designed
to line up perfectly with the cut DNA strands, so the cell uses a different technique,
homology directed repair, to incorporate a new stretch of DNA into the genome.

http://sitn.hms.har
vard.edu/flash/20
17/genetic-
surgery-future-
conversation-dr-
john-doench-
crispr-genome-
editing/
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Genome editing

Pl.: sarlosejtes verszegenyseg gyogyitasa

Expand cells in the lab,
then test for safety and
off-target effects

Return modified

and tested cells
Deliver the CRISPR/Cas9

to the patient
pacakge into circulation
@ m@ or to a specific organ
Diseased cells Healthy cells
Package CRISPR/Cas9 plasmid

Modify cells using Isolate cells from patient into a delivery vehicle e

CRISPR/Cas9 ex. lipid nanoparticles http://sitn.hms.har
vard.edu/flash/20
17/genetic-

G surgery-future-
conversation-dr-
john-doench-
crispr-genome-
editing/

Ex Vivo Approach In Vivo Approach 19

Out of the Body Inside the Body



Molekularis terapiak

Sulyos immunhianyos betegseg (SCID) terapiaja:

(adenozin dezaminaz (ADA) hianya okozza)

deoxi-adenozin deoxi-ATP == TUNETEK

l ADA hiany

dATP szint megnd,amiaT és B-
sejtek kialakulasat gatolva

deoxi-inozin

. l , sulyos immunhianyos allapotot
hipoxantin p
eredmenyez
P = - http://Aww.tankon

l ~buborék fiu” betegség ar hulhultartalomam

u 0p425/0011_1A_Mol
xantin ekularis_terapiak_hu

l __book/ch03s04.html
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Molekularis terapiak
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T-limfocitak %
izolalasa

limfocitik tenvésztese
OSSR DNS izolilis

1”_': (¥ I;IIJ 1';"1'4”]: egészséges sejtekbol

| DPVIW,

n!r':'f-:-lu o, ey 1. I-

DNS izokilisa ADA gén kihasitisa

virusbol és restrikcios \ / es izolilasa
hasitisa
v ]

DNS fragmensek dsszeligilasa
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T=limfocita
izolalas betegbol

Molekularis terapiak

T

{

o virus
-r..-t;:_}'f:;_ vektor elGallitasa

{

—T-limfocitak
— — fertdzése
® a virus 1 .
ﬂ' vektorral
G —
limfocitak tenyésztése .IF: E::;::;tk
és ellendrzése (ADA)

beadasa a betegbe



Ossejtek

Totipotens Pluripotens Multipotens Progenitor Szervek

Blasztociszta

® - @ e
zrmT {‘ i @ ‘1’}1 (‘3 ¢ P

N\
N —ta —

' ‘-_"1 i ” 1 Endoderma
- [Ektoderma ‘ ’ﬁ! >
in wiro

Mezoderma L ¥
Endoderma in vivo
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Embrionalis o0ssejt kultura
letrehozasa

ﬁ ? * o %
1zolalt ICM o % o

Ossejtek létrehozasa

Ossejt kultira

In vitro fertilizacio soran (lombik bébi program) feleslegben megmarado blasztocisztak
(holyagcsirak) felhasznalhatok Gssejt forrasként.
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Embrionalis o0ssejt alapu
regenerativ medicina

ES sejtek létrehozasa
RN >
in vitro differenciacié \\ Szivizom sejtek \

o® 7 N
o \ —

seojt
‘ Mt&g szovet-

Vérképzd sejtek transzplantacié
Vissza Géndefektus differenciacio
programozas korrigalasa
X . Genetikailag progenm?: §enek
Betegbél iPS sejtek kijavitott iPS o SROTIMTACIBN,
szarmazo testi sejtek és visszajutattasa
sejtek a betegbe

Példa: A Falconi anémia esetében ezzel az eljarassal sikeriilt a vérképzé
sejtek defektusat kijavitani human iPS sejtekkel ex vivo.
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Osszefoglalas

« Antibiotikumok:
— gombak és bakteriumok termelik
— baktériumok szaporodasat gatolja / elpusztitja azokat
— tobb tamadaspont

« Rekombinans fehérjék:
— human inzulin el6allitasa baktéeriumokkal
— a fehérje tulajdonsagaitdl figg a termel6torzs kivalasztasa
— poliklonalis, monoklonalis és humanizalt ellenanyagok

26



Osszefoglalas

Géncsndesités:
— exogeén és endogén utvonal

— alacsonyabb rendlekben immunrendszer resze, magasabb
rendiekben génszabalyozas

— mesterségesen bevitt csendesitd RNS-ekkel gének funkcidjanak
vizsgalata
— terapiak és nehézségek

« Genome editing (CRISPR/Cas9):
— bakterialis immunrendszer
— geének kiutése es beillesztése is lehetseges

\\./ -, — molekularis terapiak
N\
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Osszefoglalas

« Ossejtek:

— pluripotens sejtek — barmilyen testi sejt letrehozasara alkalmasak

blasztocitakbdl (hélyagcsira) izolalhatoak vagy differencialodott
sejtekbdl visszaalakithatoak

korlatlan osztodas
genetikailag modosithatoak
terapias veszélyek (daganatok kialakulasa), etikai kétségek

28



Koszonom a figyelmet!
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Szoszedet

Prokariétak: sejtmag nélkuli élélények (baktériumok és archeak)
https://hu.wikipedia.org/wiki/Prokari%eC3%B3t%C3%A1k
https://hu.wikipedia.org/wiki/Arche%C3%A1k

Eukariotak: sejtmaggal illetve tobb membrannal hatarolt sejtalkotoval rendelkeznek
https://hu.wikipedia.org/wiki/Eukari%eC3%B3t%C3%A1k

Restrikcios endonukleazok: olyan enzimek, amelyek képesek felismerni egy rovid

nukleotidszekvenciat a kétszalu DNS-en belll és azon a helyen — vagy a kozelében — elvagni

a DNS-t; bakterialis ,immunrendszer” része — virusok elleni védekezés
https://hu.wikipedia.org/wiki/Restrikci%C3%B3s_endonukle%C3%A1z

Héstabil polimerazok: extrém termofil baktériumokbdl / archeakbdl izolalt DNS polimerazok

(akar 95 °C-on is mikodbkepesek)
https://hu.wikipedia.org/wiki/DNS-replik%0C3%A1ci%C3%B3
http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop412A/2011 0079 wunderlich molbio/ch07s06.html

« Plazmid DNS: altalaban gyurG alaku, kett6s szalu DNS-molekulak — genetikai

informaciok atadasa sejtek kozott a kromoszémaktol fuggetlenal
https://hu.wikipedia.org/wiki/Plazmid

Rim J N%. -— |
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https://hu.wikipedia.org/wiki/Prokari%C3%B3t%C3%A1k
https://hu.wikipedia.org/wiki/Arche%C3%A1k
https://hu.wikipedia.org/wiki/Eukari%C3%B3t%C3%A1k
https://hu.wikipedia.org/wiki/Restrikci%C3%B3s_endonukle%C3%A1z
https://hu.wikipedia.org/wiki/DNS-replik%C3%A1ci%C3%B3
http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop412A/2011_0079_wunderlich_molbio/ch07s06.html
https://hu.wikipedia.org/wiki/Plazmid

Szoszedet

T-limfocitak: immunsejtek - a sejtes immunvalaszeért felel6sek
https://hu.wikipedia.org/wiki/T-limfocita

B-limfocitak (B sejt): az adaptiv immunrendszer nyiroksejtjei - ellenanyagokat termelnek
https://hu.wikipedia.org/wiki/B-limfocita

Ossejtek: korlatlan osztédasra képesek — sejttenyészetekben fenntarthatdak

Totipotens: az 0sszes (embrionalis €s extraembrionalis) szovet és szerv |étrehozasara
képes. llyen a megtermeékenyitett petesejtet.

Pluripotens: Csokkent potenciaval rendelkezd 6ssejt, mely nem képes extraembrionalis
szovet létrehozasara, de mindharom csiralemez kialakitasara és ivarsejtek képzésére is
alkalmas. llyen az embrionalis-Gsseijt.

Multipotens: Csokkent potenciaval rendelkez6 6ssejt, mely nem képes ivarsejt Iétrehozasara,
de barmely mas sejttipus kifejlodhet beldle. llyenek a szervezet szoveti 6ssejtjei.

» Progenitor: feln6tt szervezetben az eléd- (progenitor) sejtek a test javito
mechanizmusaként szolgalnak, a specializalt sejteket felfrissitve, valamint a
o ~§ vér, bér vagy az emeésztérendszer szdveteinek normalis megujulasaban is

kozremlkodnek.
R s https://hu.wikipedia.org/wiki/%C5%90ssejt
.
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https://hu.wikipedia.org/wiki/B-limfocita
https://hu.wikipedia.org/wiki/%C5%90ssejt

