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Géntechnoldgia

= génsebészet, , genetic engineering”
Lehetbve teszi az él6lények egyes tulajdonsagait meghatarozo gének azonositasat,
Megismerhetjik az egyes él6lények teljes genetikai allomanyat (DNS szekvenalas)

Iranyitott mutacidkat hozhatunk létre, eltavolithatunk egyes géneket de ujakat is
adhatunk a genetikai allomanyhoz

Géneket , atultethetlink” mas organizmusokba (kdd univerzalis), ahol megtorténhet a
bevitt szekvencia transzkripcidja és transzlaciodja, ez hasznalhato fehérjék termelésére
(heterolog fehérje expresszio)

Az eredetitdl eltérd funkciot vagy aktivitast is ,,hozzarendelhetlink” egy fehérjéhez
(fehérjemérnokség, , protein engineering”)

Lehetfség van sajat sejtjeinkbe Uj genetikai informaciot bejuttatni bizonyos
betegségek gydgyitasa érdekében (génterapia)



Rekombinans DNS technologia

Ahhoz hogy ezeket a technikakat gyakorlatban alkalmazni lehessen,
rekombinans DNS-re van sziikség

A rekombinans DNS egy hordozé DNS molekulabdl (vektor) és a
vizsgalni kivant DNS-bdl (inzert) allo ,,hibrid” (kiméra) molekula,
melyeket molekularis kldnozassal allitunk el6

Rekombinans DNS = vektor DNS + inzert DNS

A molekularis kldnozas egy specifikus inzertet tartalmazé
rekombinans DNS felszaporitasa megfelel6 gazdasejtben (pl. E. coli).
Ezeknek a sejteknek a klonjaibdl (bakterialis koloniak) izolalhatjuk a
molekularis klon rekombinans DNS-t

Létezik in vitro DNS szaporitasi modszer is, a polimeraz lancreakcid
(PCR), azonban ezzel a mddszerrel szigorian véve nem molekularis
klonokat allitunk el6



Inzertek

* Tipusai:
— Gén: egy fehérje teljes génje (ezt hasznaljuk, ha a gént akarjuk
vizsgalni)

— Génfragmens

— cDNS (complementary - komplementer DNS): az mRNS-rél reverz
transzkriptazzal készitett masolat (ezt hasznaljuk ha fehérjét akarunk
expresszalni)



Inzertek

* Avizsgalandd DNS-szakasz tobb helyrdl is szarmazhat:

— Ha nem ismerjuk a vizsgalni kivant gént pl. cDNS-tarat kell
létrehoznunk

— Ha ismert a DNS szekvenciaja:
1. Eléallithatjuk az inzertet mi magunk, ha rendelkeziink a genomialis DNS-
mintaval (két specifikus primer segitségével a genomialis DNS-bdl a
minket érint6 szakaszt PCR-rel tudjuk amplifikalni)

2. Szintetizaltathatjuk az inzertet (draga, de gyors)

3. Klénadatbazisbdl (pl. Addgene) megvesszik az inzertet tartalmazé
rekombinans DNS-t, amibdl restrikcios enzimekkel kivaghatjuk a szakaszt,
és PCR-rel felszaporithatjuk (,,subcloning”) (ez a legolcsébb)

4. cDNS-t dllitunk eld a fehérjét nagy mennyiségben expresszalo szovetbdl,
sejtbol



MRNS izolalas eés cDNS inzert

* Ha a gén altal koddolt fehérjét szeretnénk vizsgalni cDNS-re lesz
szikségunk

* cDNS eléallitasa:
1. Megfelel6 szovetbdl total RNS izolalasa

2. Atotal RNS-b6l az mRNS izolalasa (csak néhany %-a a teljes RNS-nek,
azonban csak ez rendelkezik poli-A cimke, igy affinitas kromatografiaval

tisztithato)
3. A cDNS elGallitasa az mRNS-rél reverz transzkriptaz segitségével

Alternativ modszer: a total RNS-b4l cDNS irasa, melyet RT-PCR-rel
sokszorosithatunk




Vektorok

A kldonozandd DNS (az inzert) hordozomolekulai

LegfGbb tulajdonsaga, hogy képes onallo szaporodasra valamilyen
gazdaszervezetben (replikon)

Kis méretlinek kell lennie (2-200 kbp)
Egyedi restrikcids helyekkel kell rendelkeznie
Tartalmaznia kell legalabb egy szelekcios marker gént

A replikon tipusa donti el, hogy milyen gazdaszervezetben képes
szaporodni

Vektorok eredetik szerint lehetnek: plazmidok, fagok, kozmidok,
virusok




Vektorok felépitése

» Szelekcids marker: a taptalajon kizardlag a vektort tartalmazo
baktériumok novekedését teszi lehetoveé (altalaban ez antibiotikum-

rezisztencia gén)
* Kldnozo hely: a vektorban az inzert el6tti és utani, csak egyszer

el6fordulo jellegzetes, rovid (néhany bp) szekvencia, mely lehetbvé
teszi az inzert szelektiv beépitését/kihasitasat

* Prométer régio: kozvetlenll a klonozo hely és a gén el6tt
helyezkedik el, lehetbve teszi a transzkripcic')t meghatarozza a
fehérje mennyiségét (az RNS-polimeraz enzim bekdtddesi helye).
Altalaban szabalyozhato faktorok jelenlétében indul be a

génexpresszio.




Vektorok tipusai

Klonozo vektorok Expresszios vektorok

* Amibe egyszer(ien lehet DNS szakaszt Amivel az inzertet fehérje formaban ki
inzertalni lehet fejezni (expresszalni)

e Tartalmaznia kell egy szabalyozhato
promoter régiot

* DNS informacio tarolasara,
sokszorositasara hasznaljuk

* Multiklénozo hellyel (MCS: multiple
cloning site) kell rendelkezik: a
vektorban csak egyszer el6fordulo,
egymas mellett elhelyezkedd
kiildnb6z6 restrikcios endonukleaz
felismerd helyek



Gazdaszervezetek

* Alegelterjedtebb gazdaszervezet: Escherichia coli (molekularis
klbnozas mindig itt torténik), annak a nem-patogén K-12-es torzse
(az emberi bélcsatornaban nem képesek szaporodni), illetve fehérje
expressziohoz a BL21-es torzs

* Fukariota gazdaszervezetek (élesztd, rovar, ndvényi, allati, emberi
sejtek): csak un. ,shuttle” vektorokat hasznalhatunk, amik képesek
kétféle gazdaszervezetben is szaporodni (oka: a molekularis
klonozas, felszaporitas minden esetben E. coliban torténik, és a mar
felszaporitott konstrukciot juttatjuk be az eukariota gazdaba)




Beépithetdé még egy szelekcids marker K|énOZé ve ktor
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Expresszios / shuttle vektor

Replikacios origo Eukariota promoter
(bakterialis) \

Kozak szekvencia
/ (transzlacio
; elésegitésére)

N-terminalis

fuzios cimke
- - Bglll
--Sall

CoE1 O CMVPro
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nn hely (egyedi
. "Nhel ' restrikcids enzim
Qho' hasitohelyekkel)
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antibiotikum C-terminalis
rezisztencia géen flzids cimke

(bakterialis

promoterrel) f Poliadenilacios

Eukaridta antibiotikum szignal
rezisztencia gén
(eukariota promoterrel,
stabil sejtvonalhoz)
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A molekularis klonozas enzimei

e Restrikcios endonukledzok
— Foszfodiészter kotést hidrolizald enzimek

— A baktériumokat az idegen DNS-el szemben védé molekularis
rendszer

— Nagy szamban fordulnak el (~4000), nagy géntechnoldgiai
valtozatossagot biztositva (ll. tipusuakat hasznaljak)

— Palindrom szekvenciakat ismernek fel, specifikus helyeken (alt.
4-8 bp)

— Hasitas torténhet tompa végek (blunt end) és ragadds végek
(sticky end) keletkezésével is

— PI. EcoRl, Nhel, Xhol, Dral, Hindlll, stb.
 DNS-ligaz
— Foszfodiészter-kotés létrehozasaval képes két DNS molekulat
vagy egy DNS molekula két végét kovalensen 6szekapcsolni

— Leggyakrabban a T4 bakteriofaggal fert6zott E. coli-bdl izolalt T4-
ligazt hasznaljak




Rekombinans DNS létrehozasa direkcionalis klénozassal

EcoRlI
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Helyspecifikus mutagenezis
(Site-directed mutagenesis)

Célja csak egy adott pozicio, vagy rovid génszakasz megvaltoztatasa egy rekombinans
DNS-molekulan (pl. meghatarozott helyzetli amber STOP kodon beépitése egy fehérje
expresszios vektoraba)
Lépései (,QuickChange” modszer):
1. Olyan oligonukleotid primer pdr |étrehozasa, mely egy metilalt templat DNS-szakaszhoz hibridizal
és tartalmazza a kivant mutdciot

2. A primerekkel és a templat rekombinans DNS-sel PCR reakciot végziink, DNS-polimerdz
segitségével felszaporitjuk a modositast tartalmazd rekombinans DNS molekulat

3. Emeésztés Dpnl restrikcids enzimmel: olyan kiilonleges restrikcidos enzim (II.M tipusu), amely csak
metilalt DNS-t ismer fel és hasit. A templat DNS elbontasara hasznaljak (mivel a cél-DNS molekula
in vitro korilmeények kozott keletkezett, ezért még nem tartalmaz in vivo médositasokat, pl. metil-
csoportokat a gunaninokon, a templat ezzel ellentétben igen)

4. A moddositott DNS-t tartalmazé oldat transzformalasa baktérium sejtekbe



CHq
Hs A QuickChange mutagenezis médszerhez
CHs ' barmilyen duplaszala, metilalt DNS
CH plazmid hasznalhaté. A mutaciot hordoz6
CHa : oligonukleotidok a denaturalt plazmid DNS-hez
anellalnak.

+ T7 DNS polimeraz, T4 ligaz

cu, 17 DNS polimeraz és T4 ligaz szintetizalja
és cirkularizalja a mutaciot
tartalmazo Uj szalat.

| o |

P
/
/ \\ Dpnl endonukleaz a metilalt,
\ ‘\ } } vad tipusu DNS szalat lebontja.
N=7

l Transzformalas ‘ A mutéciét tartalmazé 1j DNS plazmidot
mutS- E. coli baktériumban

szelektal6dik és szaporodik.
—A— ,mismatch”
X mutécio
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Helyspecifikus mutagenezis

* Primer tervezése: a mutaciotdl mind 5, mind 3’ iranyban legalabb
15 bp-t tartalmazzon és a templattal komplementer legyen, illetve
3’ végén G/C bazisokat tartalmazzon (er6sebb a 3 H-hidas G/C kotés
mint a 2 H-hidas A/T)

Példa amber STOP kodon (TAG) bevitelére alkalmas primerre:
forward: ctgaatgaccgcttcgccTAGtacatcgacaaggtg
reverse: caccttgtcgatgtaCTAggcgaagecggtcattcag

* A modszerrel végrehajthatd szubsztitucio mellett delécid és inzercio is



Génbeviteli eljarasok

* A plazmid DNS bevitelére baktérium vagy eukariota sejtekbe
tobbféle lehetbséglink van:

— Transzformalas:

* A baktériumsejtek képesek a kornyezetb6l DNS molekuldk (pl. plazmid DNS)
felvételére, ez az eljaras a transzformacio

 Kompetens sejtekre van hozza sziikség (kompetens az a sejt, mely képes a
kornyezetébdl DNS-t felvenni)

* Legkdnnyebben az E. coli tehet§ kompetenssé (pl. CaCl,-oldatban valo
inkubacioval, mely segiti a plazmid DNS kot6dését a baktériumfal
lipopoliszacharidjahoz; vagy hésokkal, melytél a sejtmembran fluidabb lesz)



Génbeviteli eljarasok

— Transzfekcio:
* Alapja ugyanaz mint a transzformalasé, csak itt a célsejtek eukariota sejtek

* Kémiai transzfekcio: kationos hordozéhoz kotik a negativ toltési DNS-t és ezt
a komplexet juttatjak be a sejtbe

* Kationos lipid (pl. lipofektamin): liposzoémakat képez, magaba foglalva a DNS-t

* Kalcium-foszfat: foszfat pufferhez (pl. HEPES) CaCl,-t adunk, a keletkez§
Ca,(PO,), csapadék a fellletén megkoti a DNS-t

* Kationos polimerek
— Infekcio:

 Rekombinans fag (baktériumokba) vagy virus (emlés sejtekbe) segitségével
juttatjuk be a rekombinans DNS-t

* El6nye: gyakorlatilag 100% hatékonysagu




Génbeviteli eljarasok

— Elektroporacio:
* Az egyik leghatékonyabb modszer minden sejttipusra

* A sejtszuszpenziot és a bejuttatni kivant plazmidot olyan kivettaba helyezzuk,
aminek két oldalan aluminium-elektrodak talalhatdk és nagyfesziiltséget hozunk
|étre (10,000-100,000 V/cm néhany pus-ms-ig), amely ideiglenesen lyukakat képez a
foszfolipid kett8s rétegben és a sejtfalon, amin keresztil megindul a plazmid
bearamlasa. Amint a membran toltottsége megsz(inik, a lyukak bezardédnak és a
sejteket gyorsan taptalajba helyezzik regeneralodasra

* Hatranya: igen toxikus; El6nye: nagy hatasfoku




EmIGs sejtvonalak

* A fehérje expressziora hasznalt sejtvonalakat primer sejttenyészetekbdl nyerik, de

immortalizaltak. Ez azt jelenti, hogy korlatlan ideig képesek sejtosztodasra, kulturaik
hosszu ideig fenntarthatdk (immortalizalas virusokkal; vagy daganatos sejt ami
természetes moédon ,halhatatlan”)

Leggyakoribb sejtvonalak:
— CHO: Chinese hamster ovary

— COS: afrikai zold majom veséjébdl, SV40 virussal immortalizalva

— Hela: Henrietta Lacks méhnyakrakos sejtjeib6l szarmazik, természetes médon halhatatlan
— HEK293: human embriotic kidney, adenovirussal immortalizalva

HEK293
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Stabil transzfekcio

Az expresszios vektor homolog
rekombinacioval integralodik a
gazdasejt genomjaba (integralodo
vektor)

Hatasfoka nagyon kicsi,

mindenképp szlikség van szelekcids
markerek hasznalatara

A stabilan transzfektalt sejtek mar
kilén sejtvonalat alkotnak és
onalléan fenntarthatok

El6nye a homogenitas (a sejtek
100%-a expresszal), a stabilitas,
illetve a nem tul magas expresszios
szint (kevésbé ,,sz06l” bele a sejt
normal mikodésébe)

Tranziens transzfekcio

* Az expresszios vektor nem

integralodik a genomba, csak a
transzfektalt sejtekben fejezddik ki a
fehérje, nem képes stabil klonok
|étrehozasara

El6nye: magas fehérje expresszios
szint, nincs szukség szelekciodra, a
transzfekcio utan a sejtek 12-72
oraval mar vizsgalhatok

Hatranya: nem hat a teljes
sejthalmazra, hatasfoka kicsi

Transzfekcio sikerességének ellen6rzése:
fluoreszcens fuzios (riporter) fehérjékkel
(N-vagy C-terminalis)



Rekombinans DNS ellendrzése

* Analitikai emeéesztéssel: az in vitro rekombinaciéban
hasznalt két restrikcios enzimmel emésztést
végzunk—>ha a rekombinans DNS megfeleld, vissza
kell kapnunk az Gres vektort és az inzertet. Az
emeészteés sikeressegét agaroz gélen valo futtatassal
ellendrizzik

e Szekvenalassal: a szekvenalas a DNS nukleotid
sorrendjének meghatarozasa

— Leggyakoribb modszer: Sanger-féle lancterminacios
maodszer



Fuzios feherjek

Terminal tagging

Fluorescent proteins Small enzymes Rare motifs

SNAP-tag
SNAP: 182 amino acids

Cys,-tag
6-15 amino acids

238 amino acids

Any positions

Non-canonical
amino acids with
unique functions

Genetic encoding
1 amino acid

D. Jung, K. Min, J. Jung, W. Jang, Y. Kwon, Mol. Biosyst. 2013, 9, 862.
K. Lang, J. W. Chin, Chem. Rev. 2014, 114, 4764.




Fluoreszcens fehérjek

Green Fluorescent Protein

« Aequorea victoria N 0 %ﬁ;ghggz
« 238 aminosay, 26,9 kDa B {]) Structure

» Oxigen kell az ereshez Tyré6
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Figure 1



Fluoreszcens fehérjek

» Aequorea victoria
« 238 aminosay, 26,9 kDa
« Oxigen kell az éeréshez

Maturation of the Enhanced Green Fluorescent Protein Chromophore
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Fluoreszcens fehérjek

Fluorescent Protein Gene Fusions
for Subcellular Localization
Imaging
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6-Amino Acid
Linker

Figure 4




Fluoreszcens fehérjek




Fluoreszcens fehérjek

What is BiFC ?

Bimolecular Fluorescence
Complementation
How BiFC works?

A
— — /
10A°

X-Y interaction GFP reconstitution
(Complementation)




0 TAG-ek: Snap and Clip tags 2

O-6-Methylguanine-DNA methyltransferase activity

Protein of Interest
SNAP-tag

2 SNAP-tag
SNAP-ta > - - ,>~ --— :
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Q CLIP-tag
Sr-l.r{:{yé‘a - Fusion Protein
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Benzylcytosine ——p» 3

« A. Juillerat A, et al.(2003). Chem. Biol. 10, 313



Halo tag .

| Functional group |E

WWW.promega.co.uk



Halo tag .

HaloTag®

®
HaloTag Ligand

Fluorescent ligands

Surfaces

Reactive ligands

* WWW.promega.co.uk



Halo tag .

Coumarin
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Példa: Vimentin fehérje fluoreszcens jeldlése
gentechnoldgiai uton: Vim-mOrange

1. Vimentint tartalmazo rekombinans DNS létrehozasa

—  Felépitése:
. Inzert: human vimentin cDNS-e + fuzids fluoreszcens fehérje — mOrange)
. Vektor: pN1 (bakterialis vektor virus elemekkel)
. Promodter: CMV-bél (enhancerrel) (prokariéta promoter)
. Kozak-szekvencia
. PoliA-farok (SV40-bél)
. Neomicin- (stabil sejtvonal Iétrehozasahoz) és kanamicin-rezisztencia (molekularis

kldnozashoz E. coli-ban) sajat poliA-farokkal (Herpes simplex virusbél) és promoterrel
(SV40-bdl)

. Két replikacids origo: egy a vimentinnek, egy az antibiotikum-rezisztencia-génnek
—  Elkészitése:
. Az inzertet és a vektort a Dralll és a Nhel restrikcids enzimekkel emésztettiik, majd
tisztitottuk (PCR purification kit)
. Az inzertet és a vektort 6sszekevertiik és T4-ligazzal 6sszeillesztettiik
. A kész plazmidot Top10 E. coli kompetens sejtekbe transzformaltuk elektroporaciéval
. A sejteket kanamicint tartalmazo agar gélen novesztettiik, majd néhany koloniabdl

miniprepet készitettlink, a tisztitott plazmidot analitikai emésztéssel ellendriztik

5. . CACNNNGTG...3 . 5 .. GCTAGC...3 "y
3...aTteunNcac. .5 A Dralll hasitohelye 3...CGATCG...5 A Nhel hasitéhelye



Példa: Vimentin fehérje fluoreszcens jelolése géntechnoldgiai
uton: Vim-mOrange




Feherjek helyspecifikus jelolese

Terminal tagging

Fluorescent proteins Small enzymes Rare motifs

SNAP-tag

238 amino acids SNAP: 182 amino acids Cys,-tag
6-15 amino acids

Any positions

Non-canonical
amino acids with
unique functions

\'P A"' %

h

Genetic encoding
1 amino acid

D. Jung, K. Min, J. Jung, W. Jang, Y. Kwon, Mol. Biosyst. 2013, 9, 862.
K. Lang, J. W. Chin, Chem. Rev. 2014, 114, 4764.




Bioortogonalis funkciok genetikai bevitele -
STOP kodon szupresszio

 Terminacios/nonszenz kodonok

* Nincs olyan tRNS, melynek antikodonja

komplementer lenne velUk—>nem koétédik hozza
tRNS—>leall a fehérjeszintézis

e STOP kodont felismerd tRNS: a genetikai kod
kiterjesztése 3 tipus:

— UAG: amber (,kilonutas” szervezeteknél pl. Pyl)
— UGA: opal
— UAA: ochre



A genetikai kod kiterjesztéséhez szikséges

* Ortogondlis tRNS-szintetaz/tRNS par
 Amber stop kodon a fehérje génjében

* Nem természetes aminosav
— Fluoreszcens oldallanc
— Szelektiv reakciora képes funkcio



Nem-természetes aminosavak bevitele
fehérjékbe — ortogonalis tRNS/szintaz par

Orthogonal aminoacyl- Nascent peptide
tRNA synthetase
Unnatural % - —— ' .
amino acid
Orthogonal
tRNA Ribosome A mRNA Modified
peptide




Ortogondlis tRNS/tRNS-szintaz kifejlesztése

Introduction
Natural-@ |of an orthogonal

amino acid synthetase—tRNA
pair
Q' N
Matura
synthetase
Natural tRNA |
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Bioortogonalis reakciok

* Bio = biokompatibilis (nem toxikus, nem invaziv)

* Ortogonalis = kizarolag a komplementer funkcioval
1ép reakcioba — nincs keresztreakcid, nem-
termeészetes, ,,szervezetidegen” funkciok

* Gyors, kvazi kvantitativ (,,klikk’-reakci0k)

- Stabil kovalens kotést hoz létre, modularis, minimalis
,artalmatlan” mellektermek, vizes kozeg, fiziologiasan
stabil, termodinamikusan kedvezmenyezett,
sztereospecifikus



Bioortogonalis modulok

« Célvegyiilet (biomolekula)

e JKémiai hirvivé” — bifunkcids, biokompatibilis
mesterséges vegyiilet, amelyhez szelektiven kapcsolhato
a cél- és a jelzdvegyiilet Is. (metabolizmus, genetikal kod
kiterjesztése)

* Jelz6vegyiilet (fluoreszcens, radioaktiv, NMR aktiv)



Jelzes bevitele ket Iepesben

- E10szor a kémiai hirvivo, majd a
jelzes
- Kisebb modositas, kevésbé ¢

befolyasolja a tulajdonsagokat, - .

konnyebb bevinni

- Fluoreszcens jelzesnel lehet pl. ¢

fluorogén jelzést alkalmazni

(nincs hattérfluoreszcencia)



Bioortogonalis reakciok

Fotoindukalt cikloaddicio (tetrazol + olefin)
Staudinger ligacio (azid + foszfin)
Azid-alkin cikloaddici6 Cu(I) katalizalt / Cu mentes

Diels-Alder reakci6 (tetrazin + transz ciklooktén)



Fotoindukalt 1,3 dipolaris

° y o s
cikloaddicio
o
0 MeO
' 9
label
Meo N = a fiv _._._[11!' = labal
= *»l!,q S, II'I N, g Brotei N@
N=={
b)
* Gyors In-gel
fluorescence
e Szelektiv
 Fluoreszcens termék (nincs ~ Cograsse s
hattérfluoreszcencia)
uv + = &
4 Dipolarophile - + +
POV feny EGFP-Tet EGFP



Cu(I) mentes klikk reakcio

o’Rl

R1~~ % - "
+ RN —B  Rr R

o N -~ 4

NEN N<N

1,4 triazol 1,5 triazol

e -C(sp3)-C(sp)- = 155-163°
* ~75,3 kJ/mol gytirGfesziiltség
* Nem sziikséges Cu(I)

« Lassabb, bonyolult reagensek



Ciklooktin reagensek

ot () o0 oo

R R R CO,Me
DIFBO
DIEO DIBO endo/exo BCN BARAC COMBO
0.08lal 0.05(al 0.14 / 0.11[kI 0.22[a 0.96!a 0.24lal
0.29 / 0.19[c 0.80!d!

‘logP = 4,8 ‘logP =1,9

[a] acetonitril [b] viz-acetonitril (1:3 v/v) [c] viz-acetonitril (2:1 v/v) [d] viz-acetonitril
(3:4 viv)



Diels-Alder reakcid

R' Ri
N)\\N - N2 N7
I | + —_—
R2 R? R2
b.
R R!
A R
N7 N ~ r\2 ‘}J v
Il |
NYN N~
R? R?
tetrazin (dién) dienofil

« Biokompatibilis
« Gyors

« Bonyolult reagensek
(transz-ciklooktén)



Példa: Vimentin fehérje kettbs fluoreszcens
jelolése géntechnolodgiai uton

Az amber STOP kodon beillesztése (Quickchange)

— Az oligonukleotid primer par megtervezése a felsorolt szempontok figyelembe vételével (GC-gazdag, 3’ és 5’ 15
bp, komplementer, kozépen a mutaciét tartalmazza)
Primer par amber STOP kodon (TAG) bevitelére a vimentin cDNS N116 helyére:
Forward (3’ iranyba): ctgaatgaccgcttcgccTAGtacatcgacaaggtg
Reverse (5’ iranyba): caccttgtcgatgtaCTAggcgaageggtcattcag

— PCR reakcid az el6z6leg elkészitett vimentin-mOrange plazmiddal és a fenti primer parral DNS-polimeraz
(Phusion) hozzaadasaval (TAG helye: Vim, Vim-mOrange kozti linker v mOrange)

— A PCR reakcié termékét Dpnl enzimmel emésztettiik a templat DNS elbontasa érdekében (4-5 h 37 °C
inkubacio)

— A Dpnl enzimet dezaktivaljuk 80 °C-on 10 perc alatt

— Innen az el6z6ekhez hasonldan jarunk el: a kapott plazmidot Top10 E. coli kompetens sejtekbe transzformaljuk
elektroporacio segitségével

— A baktériumsejteket kanamicint tartalmazo agar taptalajon névesztjuk egy éjszakan keresztil

— Néhany koldniat kivalasztunk, melyekbdl miniprep-et készitve szaporitjuk fel és tisztitjuk a kivant plazmidot

— A plazmid helyességét (az amber STOP kodon jelenlétét) szekvenaldssal ellen6rizziik



A vimentin!®NTASmQrange plazmid felépitése

CMV enhancer

“"Bof el

origin of replication

STOP codon
Herpes simplex poly{A) signal |

Vimentin
Vimentin-mOrange

{( 6337 bp

origin of replication
J g‘-«“i%pp-'@nmte-'

AmpR promoter

3472 Dralll (2 _
S\V40 poly(A) signal

mOrange



Példa: Vimentin fehérje fluoreszcens jeldlése
géntechnologiai Uton

A vimentinN116TAG2BCNm Qrange expresszidja eukaridta sejtekben

— Az amber STOP kodon helyére a vimentinbe a 116-0s poziciéba BCN-lizint épitlink pirrolizin(Pyl)-
tRNS és tRNS-szintetaz (RS) par segitségével, igy a fehérje ezen a mddositason keresztil
bioortogonalisan jelolhetévé valik

— Ko-transzfekcid COS7 emlGs sejtekbe: tobb plazmid (Pyl-tRNS, RS, vimentinN116TAG) egyidejl
bejuttatasa sejtekbe kationos lipid transzfekcids reagens (lipofektamin) segitségével

—  Atranszfekcio sikerességének ellenérzése fluoreszcens mikroszkdppal (sikeres transzfekcio esetén
a fluoreszcens vimentin a sejtekben mikroszképosan detektalhato)
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Példa: Vimentin fehérje fluoreszcens jeldlése
géntechnologiai Uton

4. A vimentinN116TAG=>BCNm(Qrange fluoreszcens jeldlése

— A BCN inverz elektronigény( Diels-Alder reakcidoban bioortogonalisan JeIoIheto
fluoreszcensen jelzett tetrazinszarmazékokkal

JL Lys N

|-| V|ment|n

H Vimentin
BCN-lizin

Kolokalizacio a  két
fluoreszcens jel kozott
(atfednek teljesen): ez
annak a jele, hogy a
Diels-Alder reakcio
specifikusan lezajlott
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Célzott génmoddositas, genomszerkesztés

* Plazmidokkal és egyéb kils6leg bevitt, genetikailag nem stabil elemekkel
nem lehet a legtobb organizmus sajat, belsé mikodését tartdsan
megvaltoztatni

* Ha az élélények sajat DNS-ét (genomjat) akarjuk megvaltoztatni, az sokkal
bonyolultabb:

— a kromoszomak sokkal nagyobb méretiiek (millio-milliard bp), nem tudunk
kell6en rovid de meégis egyedi szekvenciakat talalni, a restrikcios endonukleazok

ezért nem hasznalhatok

— A kromoszomak fizikai meérete is sokkal nagyobb, egy-egy ekkora makromolekula
manipulalasa, bejuttatasa bonyolult feladat

* A célzott génmaodositasi eljarasok a DNS kettés torések
javitdmechanizmusan alapulnak



DNS kettostorés javito mechanizmusok

DNS-kettostorés
*
*

000006, ~I0000C
: 200000000000

torvég
Nem homoloég vég-a-véghez illesztés (NHEJ) . . i

Homolég kromoszdma (templat)

]

aonoo 00000 - *

OO

' INlN»%«mm
200000000000 OO

Homolég rekombinacio




Célzott génmodositas DNS kettds torésen
keresztul

Ha a sejtekbe linearizalt rekombinans DNS-t juttatunk (nagyobb hatékonysagu,
mint a cirkuldris), akkor azt az eukariota sejtek torvégként fogjak érzékelni és ez
aktivalni fogja a kett6s torést javitd mechanizmusokat—>keresztezni fogja sajat
kromoszomajaval->genomjaban célzottan modositott élélény jon létre
Szukségunk van hozza:

— Endonukledzra (mely a DNS kett6s spiraljat elvagja)

— Megfelel6en megtervezett templatra, amit beépitlink

— Felismero régiora, amely elvezeti az endonukleazt az elvagandé pozicidohoz

Nukledzokon alapuld modszerek: i\

— Meganukledz | ,..’
: o 4
o

— Zinc finger nukleaz
— TALEN < p

— CRISPR-Cas9 oLy«
VMQ[[/‘LL
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A Immunization

CRISPR-Cas

Infection

Clustered Novel
Plasmid spacer
Regularly DNA S
Inte I’Spaced Eg Insertion of a novel
repeat-spacer unit
S h (0] rt ﬁ —{jugation cor?m?)lsex
Palindromic g
R t \ CRISPR array
epeats )

Acquired immunity against subsequent
viral infection or plasmid transfer

B Immunity
Cas=CRISPR associated protein ‘ Absence of PAM within the

CRISPR array prevents autoimmunity

4 s 4 8 D

S—,_ csn1 , casi Necas2y e | | NN TE R -
Bakteridlis szerzett immunitds: % = / (Cagi%‘ﬁggx)\ *Transcription
. Protospacer viralis DNS-bd| I actlvatlon

pre -crRNA
. Cas beilleszti ismétl6d6 szekvenciak koze 5 2 K‘O\
. Virustdmadaskor atiréddik (pre-crRNA) Targeting X XX X X X X

. CRISPR kivagasa (Cas) Processing

S

-

3

, .. CrRNAs
. crRNS Cas9 nukledzhoz kot ¥ i [K’I‘
. Cas9 crRNS altal meghatarozott szekvencianal
L. T Interference
elvagja a viralis DNS-t with the invading nucleic acid e

bearing a proto-spacer and PAM

o clcT X chfelcll TGCTCGACTTGTTAAAAAAACTACTGAAGA ATGAA ===

. Virus inaktivacio

P. Horvath, R. Barrangou, 2010, Science, 327, 167-70 ~  CAMAASUGCUCGACUUGUUAARRAAACUACUGAAGATITIITTIN

crRNA
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CRISPR-Cas9 rendszer reszei

crRNS (CRISPR-RNS): a protospacer-rél irddik at (pre-crRNS), amit a Cas1/2 enzim
alakit tovabb crRNS-sé. A Cas9 nukledzt iranyitja a médositandd pozicioba a
kett6sszalu DNS-en.

tracrRNS (transactivating RNS): a crRNS-sel hibridizalddik, az altaluk képzett RNS-
komplex kotédik a Cas9 nukleazhoz.

Guide RNS: A trancrRNS és a crRNS komplexe, mely a Cas9 enzimhez kotédik és a
maodositani kivant pozicidba iranyitja azt.

Cas9: a kettds szalu DNS specifikus pozicioban vald elvagasara képes nukleaz.
PAM (protospacer adjacent motif): kozvetlenil a kettés szald DNS mdédositani
kivant szakasza utdn lévé rovid (2-6 bp) szekvencia, mely a genomban mashol
nem fordul el6. A Cas9 enzim-felismeréséhez sziikséges.




CRISPR-Cas9 rendszer reszei

1: Transfection

Transfect

®

Plasmid

Target Cell

2: Expression of Plasmid

Plasmld
F.xpressnon
Cas9 tra \uRl\ A chNA

3: Activation of Cas9

crRNA
i tracrRNA

4: Binding to Genome Target Sequence

genomic DNA
crRNA
@) tracrRNA
Cas9

5: Cleaving Genomic DNA

6: DNA is now ready for repair
o ]
/ = —

genomic DNA can now be
repaired by NHEJ or HDR

=
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target sequence

e
Y

guide
f! RNA

S

mutation

A CRISPR-Cas9 rendszer mUkodése:

Guide RNA binds
to target sequence

Cas9 enzyme binds
to guide RNA

Cas9 enzyme cuts
both strands of DNA

The cut is repaired
introducing mutation

1) Az altalunk megtervezett guide RNS (mely

2)

3)

4)

tartalmazza a modositani kivant DNS-szakasszal
komplementer crRNS-t (20 bp), a fix tracrRNS-t,
és a PAM motivumot (NGG)) hibridizal a kett6s
szalu DNS egyik szalaval
A Cas9 felismeri a guide RNS-t, hozzakotddik és
elhasitja a kett6s szalu DNS-t (double-strand
break)
A DNS-torés helyén beindulnak a sejt sajat DNS
javitd mechanizmusai és az altalunk bevitt,
modositast tartalmazé (javitd)templat DNS-t
hasznalva templatként (a vagas helyétdl mindkét
iranyban tartalmaz egy 40-90 bp-os
komplementer régiét), helyreallitja a kett6s szalu
DNS-t (homolég rekombinacio)
A helyreallitott DNS tartalmazza a kivant
mutaciot
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NHEJ repair pathway
Error-prone

CRISPR/Cas9
< DSB

I HDR pathway
Error-free

|

Indel mutations

}

——
—_——

Gene deletion

+
—— dsDNA Z_:_X_ é é dsDNA
—/—/—/———
v ssODN — v
e R o
R, . S -
Gene insertion Gene correction Gene insertion

or replacement or replacement
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B2 What Is CRISPR?

UNDERSTANDING HOW THE CRISPR GENE-EDITING PROCESS WORKS

DNA double helix with
sickle cell mutation

Guide
sequence

In the lab, scientists create a
strand of GUIDE RNA that matches
the mutated DNA sequence.

-
K
®

Susan has sickle
cell disease caused
by a single DNA
letter mutation.

2

gD

L]
1]
1]

Guide RNA identifies

the mutated DNA
that causes sickle
cell disease.

Susan receives Cas9, AKA molecular
an injection of scissors, is added to

@ RNA + Cas9 mix. the RNA mix.

Cas9 cuts out the
affected sequence.

@
Dt

Newly healthy
DNA strand

Scientists insert a healthy If all goes smoothly,
DNA sequence to replace Susan no longer suffers
the clipped sequence. from sickle cell disease.

Thic ie a ceimnlifiration af tha CRICPR.CacQ traatmant and ie vead for illuctrative niimacaec
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Genomszerkesztési lehetoségek

Indel

Insertion or replacement

e —————H Large deletion or rearrangement

ON
Gene activation

e A -
=== f_&. : == —
@a”g 'erU /ﬂ/j

f _ @ i e - - G —(.—_/_E] G i . .
H—— = — = = — Imaging location
l@asg % /J € Sg#_la//] \%’// \x{'l'ilil /-' \{-‘;’a/ ) of genomic locus

-

Effecto acto
domain

mm —

L L]

m=s  Other modification,
e.g., chromatin or DNA modification

J.D. Sander, J.K. Joung, 2014, Nat. Biotech., 32, 347-55
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CRISPR-Cas9 alkalmazasai

GENETIKA KUTATAS

~2000 gén azonositdsa (pl. ASXL1
myeloid leukémia)

Allatmodellek genetikai betegségekre .

MEZOGAZDASAG

Rezisztens fajok
Nem barnulé gomba
Tapanyag-dusitott fajok

BIOTECHNOLOGIA

Probiotikus kulturak
Antibiotikumok, vakcinak fejlesztése
Biolizemanyag

Zoldkémiai alapanyagok termelése

GYOGYASZAT
Cisztas fibrozis
AIDS (HIV-egér modell, ex vivo betegek vérsejtjeiben)
Duchenne izom-disztréfia
Sarlésejtes anémia
Sztatin-rezisztens hiperkoleszterinémia és
hiperlipidémia
T-sejt figgo rakos megbetegedések (US clinical trial)
Retinitis (egér modell)
Genetikai alapu majbetegségek (PCSK9-egér modell)
Majrak (egér modell)
Hepatitis, Herpes, HPV
Immunterapia
Tudorak (Kina-klinikai fazis)

Malaria, Zika elleni védekezés (szunyogok sterillé tétele)

R. Barrangou, J.A. Doudna, 2016, Nat. Biotech, 34, 933-41



CRISPR-Cas9 alkalmazasai

HIV-infected

Gene therapy Animal Models saCas9

_J SgRNA

Suppressing HIV Deleting HIV structural/functional
transcription genes to abolish HIV replication
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Péelda: CRISPR-Cas9 alkalmazasa vimentin
fluoreszcens jelolésében

* Avimentin fluoreszcens jelolése ebben az esetben
SNAP-tag-en keresztul tortént:

— SNAP-tag:
- -_—

O/\@\ S

11 +

AR m

7 — e Wl
<N | A any e
H

- ok
IS s
N TNH, o = 3

N ':‘u [\
4 MH
<Nf3\

N"" NH;

— A SNAP-tag fuzids fehérje, amelyet a célfehérjéhez kotink,
csakugy mint a fluoreszcens fehérjéket, azonban a
fluoreszcens jelolést ebben az esetben kismolekulas szerves
festekekkel végezzuk

* CRISPR-Cas9 rendszert alkalmazva az emlds U20S
sejtek sajat genomjaban |évd vimentin gént cserélték ki
annak SNAP-tag-gel fuzionalt verzidjara



Példa: CRISPR-Cas9 alkalmazasa vimentin fluoreszcens
jelolésében

1. A guide RNS elkészitése, mely a vimentin génjéhez vezeti a Cas9
enzimet

2. Un. donor mdtrix készitése, mely tartalmazza a bevinni kivant
génszakaszt (tartalmaz egy kb 600-900 bp hosszu homoldg kart a
kicserélend6 génnel + a SNAP-tag-et)

3. U20S emlG6s sejteken ko-transzfekciot vegziink a donor matrix, a
guide RNS és a Cas9 enzimet kédolo plazmidokkal

4. 1 hét mulva fluoreszcensen jelzett SNAP-ligandumot adunk a
sejtekhez, mely a modositott vimentin-SNAP-tag-hez kotédik, igy
fluoreszcens mikroszkoppal detektalhato

5. Afluoreszcensen jelzett sejteket aramlasi citométerrel
(fluorescence activated cell sorting — FACS) kivalogatjuk (az 6ssz.
Sejtpopulacié minddssze 0,1-5%-a) és tovabb novesztjik

6. A megnovesztett sejteket 2-3 hét mulva uUjra ellendrizzik
fluoreszcens mikroszkoppal, és a pozitiv sejtpopulaciok genomjat
PCR-rel és Western blot-tal ellenérizzik (tényleg a SNAP-tag-gel
jelolt vimentin van-e a genomban



Vimentin-SNAP Mikrotubulusok
+ + )
680SiR-SNAP 610CP-tubulin2 Atfedés
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A. N. Butkevich, H. Ta, M. Ratz, S. Stoldt, S. Jakobs, V. N. Belov, S. W. Hell, ACS Chem. Biol, 2017, DOI: 10.1021/acschembio.7b00616
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