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Novenyek genetikai transzformacioja

Transzformacios technika: Transzformalhato fajtak:

Kozvetlen:

A DNS-t kozvetlenil juttatjuk be a Célpont: sejt, protoplaszt, szovet, novény
befogado szervezet sejtjeibe

Hatékony In vitro regeneracios rendszer
Kozvetett:

A DNS bejuttatasa kozvetitd organizmusok
segitsegével torténik

Vektorok: riporter, szelekcios, hasznos, a beépiiléshez és mukodeshez sziikséges

szekvenciak I Transzformalas

transzgeénikus novény regeneralasa

Transzgén beépiilésének és mikodesének kimutatasa
Transzgénikus novény felhasznalasa
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Definicio

Genetikal transzformacio: idegen szarmazast DNS

bevitele a novényi genomba hagyomanyos szexualis 1t
kikeriilésével, modern génatviteli modszerek alkalmazasaval

Transzgénikus vagy genetikailag modositott

(G M) nﬁvény: a genomjaba Idegen szarmazasi gén
bejuttatdsa géntechnoldgiai modszerrel, amely a genomba
integralodik, mikodik és oroklddik. Ezaltal a GM novenyek
Idegen szarmazasu fehérjét termelnek.

Ha a géntechnologiaval bevitt gén ugyanabbol a fajbol
szarmazik, mint a moddositott ndévény, akkor ciszgénikus
novenyrol beszeliink.
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Transzformacios modszerek

Kozvetlen (direkt) transzformacio

> Kémiai hatasra

» Elektromossag vagy ultrahang hatasara
» Mechanikai hatas
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PEG - polietilén glikol kezelés

» A lipidmembran instabilla valik

» A szomszédos protoplasztok fizionalhatnak

» Az instabil lipidmembran polusokon jut be a DNS a protoplasztba

» Hatrany, hogy a protoplasztokbol torténd novényregeneracio korlatozott
» PEG mérgezés, ¢letképesség csokkenés

Génbevitel liposzomakkal

»Liposzoma: membrannal hatarolt vezikulum. Kiviil foszfolipid, beliil vizben oldott
molekulak, DNS

»eloallitas: apolaris olddszerbdl feliiletre parolt lipidfilmet vizes oldattal feloldjuk és
diszpergaljuk razassal. A DNS-t tartalmazo liposzoma fuzional a cé€lsejttel.

A membranok dsszeolvadnak, megtorténik a gentranszfer.

Szaritott embriok DNS oldatban torténé razatasa

» A szaraz novényi szovetek membranjanak fiziko-kémiai tulajdonsagai erésen
megvaltoznak a kiszaradas folyaman

» igy a DNS oriasmolekuldk megfeleld gyakorisaggal bejuthatnak a sejtekbe,
aztatassal

» Pillangds és gombatajok embridin probaltak ki a modszert

» Tranziens génexpresszio kivaltasara alkalmas
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Elektroporacio

Elektromos impulzusokkal a sejtek DNS-felvétele fokozhatd
Rovid, megfelelo erdsségli elektromos erdtér tranziens lyukakat eredményez a
membranban.

Protoplaszt, intakt novényi sejt, éretlen embrid
Egyszerl, gyors, olcso de hatekonysaga alacsony

Elektrofuzio
Valtoaramu elektromos térben a protoplasztok dipolusként viselkednek, és lancszerlien
osszetapadnak

Nagyfesziiltségli egyenaram hatasara a protoplasztok osszeolvadnak, és ezt koveti a magok
fuzi6ja

A fz16s gyakorisag nagy ¢s a fiizios termekek €letképesek
Nincsenek mérgezési tiinetek, mint a PEG-n¢l

Ultrahanggal torténo génbevitel Szonikacio

A protoplaszt sejteket 20 kHz ultrahang hatasanak teszik ki, a megfelel6 génkonstrukciot
tartalmazo plazmid jelenlétében, oldatban

A tlelo protoplasztok ¢€letképesek €s nagy regeneracios kapacitassal rendelkeznek
DMSO hatésara a regeneracios képesseg meg tovabb nd €s a tranziens genexpresszio 1s no

Eldnye, hogy egyszeriibb mddszer, mint a PEG vagy az elektroporacio
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Mechanikai uton tortéeno génbevitel

Transzformacio szilikon karbid tiuk felhasznalasaval

» Intakt novényi sejtek hasznalhatok kiindulasként

> A sejteket DNS-tartalmu folyékony taptalajban razatjak szilikon-karbid tiikkel egyiitt

» A szilikon karbid tiik mikroméretli injekcios tiikként miitkodnek athatolnak a sejtfalon és
sejtmembranon és ily modon bejuttatjak a rajuk tapadt DNS-t a sejtbe

» Elony: egyszert, olcsd

» Hatrany: sejtek karosodasa, regeneracids hatékonysag alacsonyabb

Mikroinjektalas

» A DNS oldat kézvetlen beinjektalasa a protoplasztba vagy a
sejtmagba

» A miiveletet mikroszkdp alatt, mikromanipulatorral végzik
» manipulator egyik karja rogziti a protoplasztot, a masik
beinjektalja a DNS oldatot adagolé szivattyu segitségével
athatolva a sejthartyan
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Biolisztikus transzformacio, ,,génagyu”

cr 7

leghatékonyabb mddszer

»A DNS-t1 0.5-2 um atmérdjii arany vagy wolfram
részecskere rogzitik (mikrokarrier)

»Ezeket a részecskéket nagy sebességre felgyorsitjak,
nagynyomasu He vagy N, gazzal

» A részecskék eltalaljak a célszovetet, athatolnak a
sejtek falan, €s a DNS is bejut veliik a sejtbe

> A talélo sejtek osztodnak €s beldliik megfeleld
korilmények k6zott novény regeneralhato

»Elony: valamennyi névény esetén alkalmazhato,

» A leghatékonyab moddszer jelenleg
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Biolisztikus transzformacio, ,,géndagyu

Nagy nyomasu He gaz
» Aranyszemcse mérete (0.4-1.2 um) Before Aty
€s mennyisége (29-235 ug/1oveés) @ !
» A mirohordozoéra vitt oldat
Osszetétele
2.5-20 ug plazmid vagy
linearis DNS
8-16 mM spermidin
0.2-1.9 M Ca ?*ion
» a He gdz nyomasa (4.5-7.6 MPa, k

68-71Hgmm a kamraban)

!

Wy

> A lovési tavolsag (2.5-5.50m) g e ::>>g |
oo m
Target Cells >G 56400906
el ey ared]
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Biolisztikus transzformdcio
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Transzformacios modszerek

Kozvetett (indirekt) transzformacio

> Virus altal kozvetitett
> Baktérium altal kozvetitett
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Indirekt, virus vektor — kozvetitett transzformadcio

CaMV , karfiol mozaikvirus:

> kettOs szalu DNS virus, hossza 8 kb,

» rovid kb 1 kb DNS viheto at vele

> fertdzés vektorai a levéltetvek vagy mechanikus

Gemini virusok: » sziik a fertdzheto novények kore, betegségben el is pusztulnak

» cgyfonalas DNS virusok, genomméret kb 2.5 kb
» beépitendd0 DNS mérete nem limitalt a kopenyfehérje hidnya miatt
» fertdzés vektorai a levéltetvek
» gazdaspecificitasuk széles
RNS-virusok
» CDNS formaban integralédik a gazdagenomba
» Kis valoszintiséggel integralodik a genomba
» Ajanlott, ha csak egy generacioban szeretnénk bevinni egy
tulajdonsagot pl. virus rezisztencia

Transzpozon vektorok

Ez a DNS szekvencia képes ugralni a genom mentén

Létezesét eloszor kukoricaban mutattak ki

Két szomszédos inszercios elemtkozbeékelodott gén komplexe, mely barmely DNS Iehet
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Indirekt, Agrobacterium — kozvetitett
transzformacio

Agrobacterium tumefaciens es Agrobacterium rhizogenes

talajban €16 Gram-negativ bakterium, sebzési helyeken
gyokergolyvasodast vagy hajszal gyokeresedést okoz
(crown gall)

Gazdakorik rendkiviil széles

» A ndvény sériilésekor felszabadulo jel érzékelése mozgas és kapcsolddas sériilt
novenyi sejtekhez

» Kétkomponensi érzékeld rendszer aktivacioja a transzfer (T-)DNS kivagasahoz,
» A baktérium- és novényi sejt kozotti atjaro 1étrehozasa
» DNS-fehérjekomplex felépitése és bejuttatasa a novényi sejtbe,

» A komplex beszallitdsa a sejtmagba, és a DNS beépitése a ndvényi kromoszémaba.
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Agrobacterium — kozvetitett transzformacio

»- cirkularis Ti és Ri plazmid 6nalléan
szaporodik, 100 génje van, opinokat
termel N forrasként a baktériumnak

Promoter Gene of interest

> Egy I‘éSZC a T'DNS (kb. 21'23 kb) = a Pt nalicii B Promolter ﬁ. Terminator
tumor képzédésért felelds s merkergene_ g '

Terminator 15 ;
Disarmed T-region \

Right T-DNA bor

Left T-DNA border / ¢

» Ez a hatarszekvenciak altal
kozrefogott rész (T-DNS vagy barmely  sactenias seiectatie marker gene //? Co-integrated plasmid
X

DNS darab 50 kb) hatékonyan atvivodik
a gazdandvény genomjaba |
Virulence region

. " —
» Vir gének (A, G, E, B, F, H) - atvitel

S

J
:II

_— Origin of replicy

Ti-plazmid T-DNS génjei helyére épitjiik be a bevinni kivant gént a
hatarszekvenciak kozé
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T-DNS atalakitasa novenyi vektorra

« A T-DNS génjei koziil csak az opin- vagy
nopalinszintetaz géneket hordozd plazmidokat
hoztak 1étre transzformacid

« Az opinokat vagy nopalint stabilan expresszalo és
Orokitd  nagyszamu  transzgénikus novények
Iétrehozasa

* A transzgénikus ndvények azonositasa opin vagy
nopalin kimutatasaval
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T-DNS atalakitasa novenyi vektorra

« Bakterialis, ¢lesztd ¢s allati gének promoterel
inaktivak T-DNS-be épitve.

« E. Coliban a T-DNS génjeinek promotereit

cr

fuzionaltattak és poliadenilacids szignallal 1attak el
(pBR).
e Atvitel Agrobactériumba konjugacios rendszerrel.
« Rekombinacio a Ti plazmiddal.
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Binaris T-DNS vektorok

A virulencia régi6 és a T-DNS hatarszekvenciak
elkiilonitése két kiilon plazmidon.

» Bakterialis szelekcios gént tartalmaz,

» A vektor Agrobaczeriumba juttatasahoz a konjugaciot
biztosito oriT szekvenciat tartalmazzon,

» A T-DNS régiot T-DNS hatarszekvencia hatarolja,
» Novényi szelekcidsgént tartalmazzon

» T-DNS-en beliil endonukleaz felismerdhelyeket
tartalmazzon

Helper plazmid tartalmazza a vir géneket
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Vektorok

Definicio:. Az a DNS szakasz vagy molekula,
mely egy adott sejten beliil képes replikalodni, pl.
» novényi virusok (kettds szalu,

Gateway technology

egyszala, RNS virus) con
» baktériumok plazmidjai a leggyakrabban = /.
hasznalt vektor. —
> A plazmidok kicsi, cirkularis DNS-molekulak,
amelyeken egy masolatindito (origin of /
replication) szekvenciarészlet is be van épitve. ooy
» organellaris cirkularis DNS
> Clean DNA transformation o e
Kovetelmények: ./ /
» onalléan replikalddjon i eicinshuing. GOy

» restrikcids enzim hasito hely s s

1degen gen beepitésére alkalmas
» antibiotikum-rezisztencia marker
»riporter gén,

»promoter
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Genkonstrukciok

A funkcionalis génkonstrukcionak két alkotoelemmel kell rendelkeznie.

> DNS-szakasz a kodolo régio, mely egy informaciokozvetitd
molekula, az RNS atmasolasahoz (transzkripcio) és adott esetben a
fehérjek szintéziséhez (transzlacio) sziikseges informaciot tarolja.

> Azok a szabalyozo DNS-szekvenciak képezik, melyek az RNS
atirdsanak inditasat, végrehajtasat ¢s befejezését, valamint az eldallitott
RNS-molekula tovabbi szerkesztését iranyitjak.

Ezek a szabalyoz6 DNS-elemek (példaul a promoter ¢és a
terminatorrégiok) altaldban a kodold régio startpontja (ATG) elott és
végpontja (TAA, TAG vagy TGA) utan, vagy akar abba beékelodve
(intronok) helyezkednek el.
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Genkonstrukciok
» Riporter gének

Camiv. omoter
ac Z alpha § S S et
\ \ 115 S/ &:'ne‘l
5K Z Muttiple Cloning Sit \\ | / 4
» Szelekcios gének s \ | [,
CaMV355 prom ’ A;‘\—?‘: %

General structure of
PCANMBIA vectors

» Célzott funkcioji gén \j

CalMV35S po
T-Border flef) ———

> Promoterek: » Konstitutiv

Bacterial s election ger;e

/
PBR322 i /

PVS1sta

» Szovet vagy sejt specifikus h passzz
» Indukalhat6
» Egyedfejlodéstol fliggd
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Indukcios jel

Kémiai:
B-estradiol

Hosokk

Embrio
specifikus

Microspora
specifikus

Faj

ladfa

ladfi
dohany

paradicsom
kukorica
szdja

ludft

dohany

Kezelt
novényi rész
Hajtas,
kallusz,

csiraztatott
mag

csiranovény

mag, levél

Hajtas
internddium
Kallusz,
éretlen embrid

Szomatikus
embriogenezis

Korai pollen

Hatékonysag

15-60%

40-100%

5-14%

100%

5-60%

100%

100%

Zuo et al. 2001

Hoff et al. 2001
Liu et al. 2005

Wang et al. 2005
Cuellar et al. 2006
Zhang et al. 2003
Lietal. 2007

Mlynarova et al. 2006
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A novény serulésekor felszabadulo jel érzékelése

mozgas ¢és kapcsolodas sériillt novényi sejtekhez
-‘Window_of competence’- a sebesiilés utani Kritikus periodusban kell az

Agrobaktariumnak jelen lenni a wvalaszreakcid kialakulasahoz, hatékony
transzformacio eléréséhez.

A sebesiilés hatasara védekezd reakcid indul be.

A sejtosztodas és a sejtfalat alkotod poliszacharidok és a lignin szintézise kdzben
jellegzetes vegyiiletek szabadulnak fel (fenolos komponensek, cukor ¢s
szarmazékai), melyek az Agrobaktérium szamara jelek (SIGNAL).

Egysziklieckben a sebzés hatasara sejtelhalas torténik, igy nem keépzodik elég
SIGNAL , ezért okozhat nehézséget transzformalasuk.

-Kemotaxis: A. tumefaciens szamara vonzéd vegyiiletek (kemoattraktant),
szerves savak (szukcinat, p-hidroxybenzoat), bizonyos aminosavak (valine,
arginin), szénhidratok (cukrok), oldhaté fenolok, hatasara a baktériumok a
sebzés iranyaba mozognak.

A baktérium sebessége 60-r61 500 pm/sec-re n6 hatasukra laborban.
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A noveény sérulésekor felszabadulé jel érzékelése
mozgas ¢és kapcsoladas sériillt novényi sejtekhez

Baktérium — novényi sejt fizikai kolcsonhatasa

Kromoszomalis genek iranyitjak:

chvE gén — cukor-koto fehérjét kodol, mely a sejtmembranon talalhato
kemotaxis receptorokkal kolcsonhat, sériilt sejt
felismerésben jatszik szerepet

chvA — export fehérje (ciklikus B-1-3-glukan) , kapcsolddas aktivitasat
novelheti

Befolyasolja a baktérium gazda specifitasat €s virulencigjat

- a baktériumok meghatarozott helyre kotnek, néhany 100 baktérium
/sejt

Agrobacterlum

/ MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
’ Kutatointézete Mészdros Kldra

Jartonvasar



e F e

Kétkomponensi érzékelorendszer aktivacidja a
transzfer (T-)DNS kivagasahoz
-vir_gének — a T (transzfer)-DNS szintézisében és novényi sejtbe vald atvitelében
jatszanak szerepet a Ti-plazmidon talalhatok

Ez a folyamat szabalyozott és fiigg attol, hogy a baktérium milyen érzékenyen reagal a
novény sebzésre adott valaszara (fenolok, cukrok)

chvE-cukor komplex képzddése ¢és kolcsonhatisa megvaltoztatja a  VirA
névényi sejt iranyaba
VirA-VirG-kéttagt szabalyozo rendszer:

- VirA: Membrankotott kémiai receptort kodol. Erzékeli a novényi signalt,
magas fenol koncentracio esetén foszfokinaz aktivitasa lesz, melynek

hatasara egyik hisztidinjének foszfat csoportjat atadja a VirG
aszparaginjanak, ezzel aktivalja.

- a VirG-transzkripcios faktor, tartalmaz egy DNS és egy ATP koto helyet is,

sajat promoterét irja at, aktivalja a szabalyozé rendszert (virB,C,D,E,FH és t
ZS) a promoter régio Vir-box szekvenciajahoz torténo kotodés révén
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Agrobacterium tumefaciens

Ti plasmid -

g

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.

L P Kutatointézete Mészdros Kldra
Martonvasar



A T-DNS szallitas folyamata

1. Szallithaté intermedier eldallitasa
- VirD1 kitekeri a DNS-t, VirD2 elhasitja az

also szalat g - <o
- DNS szintézis kezdddik, a keletkezd ‘L bind a overdiive and

egyszal DNS a T-strand .

<

- VIrE2 fehérje hozzakotédik, hogy megvédje e wwsas » i

a nukleazoktol — T- komp'ex fotbry B ,Z)I/C-’;/zznb(ol:ZC/ ¢

. <
\-ﬁ- _______ S

2. T-komplex szallitisa /0)0 %
- A mechanizmus kevéssé ismert o 10 5 ond and conia e 2
- vir -specifikus membran pélus keletkezik, ; J
melyen a T-komplex bejuthat a sejtbe L ¢

-A 11 virB koziil legalabb 3 részt vesz a ———

szallitasban, gentermekeik membranhoz 3'%%%\5%88%85358%’880 &
kotottek, befolyasoljak a virulenciat, a T-DNS ¥
szallitd  rendszer szubsztrat specificitasat
befolyasoljak
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-DNS mozgasa és integracioja sejten belul

-Szallitas: T-komplex részei a VirD2 ¢és a VIrE vezetik a T-DNS-t a sejtmagba
- VirD2 a sejtmag szignaljait ismeri fel
- VIrE védi az egyszali DNS-t (valoszinii)
-VirD2 okozta polaritas segiti a ndovényi genomba integralodast

-Integracio: -lllegitim rekombinacio
-Az integralodott DNS a novényi DNS-el azonos médon
mikodik tovabb  (transzkripcid, poliadenlalt mMRNS
képzodése, RNS mozgasa, transzlacio)
-Egy vagy tobb inzercio Is 1étrejohet, tandem ¢épiil a névényi
genomba a T-DNS
-A T-DNS hatarszekvencidi mentén a novényl ¢enom
atrendezOdésre képes, duplikaciok, deleciok
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T-DNS mozgasa és integracioja sejten beliil

' Y
5 e—— 3 \L
-Szallitas: T-kompl I 2jtmagba
- VirD2 '—\ T-.T_Q'-
-VirE v 4 VirD2
-VirD?2 ! ligalas *)dést
-Integracio:

nos modon
alt mMRNS

il a novenyi

ovenyl genom
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Biolisztikus

» A bejuttatott DNS mennyisége
nagy:
Tobb kopiaban torténd
beépiilés
Komplex atrendezddest
Génexpresszio gatlasa

» A beépiilés helye véletlenszer(:
hatranyos lehet a gén
muikodeésere

» A belovés soran fragmentalodik a
DNS: nagy molekulatomegii
DNS nem juttathato be

Agrobaktériumos
transzformacio

> A sejtbe legfeljebb csak néhany T-DNS

molekula jut be:
Alacsonyabb kopiaszamban epiil
a genomba
Csokkenti a szerkezeti
atrendezodesek esélyet
Novell a génexpresszio
valdszinliséget

» A transzgén beépiilése a transzkripcidsan
aktiv régiokba preferaltan torténik

»Nagy molekulatomegii DNS bevitele
lehetdve teszi egy 1épésben tobb gén
beépitését

U/ MTA Mezégazdasdgi
I i Kutatointézete

Jartonvasar
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Novények genetikai transzformacioja

Transzformacios technika: Transzformalhato fajtak:

Kozvetlen:
A DNS-t kozvetleniil juttatjuk be a Célpont: sejt, protoplaszt, szovet, ndvény
befogadd szervezet sejtjeibe,
mechanikai, kémiai vagy Vvalamilyen
erotér segitségevel

Kozvetett:
A DNS bejuttatasa kozvetitd organizmusok
segitsegével torténik

Hatékony In vitro regeneracios rendszer

Vektorok: riporter, szelekcios, hasznos, a beépiiléshez és mukodeshez sziikséges

szekvenciak I Transzformalas

transzgeénikus novény regeneralasa

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.

- Kutatointézete Mészdros Kldra
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Alkalmazott biokémia, transzgénikus organizmusok

Noveény regeneracio

Genetikal modositas

|

. Novény  — Sejt — Novény

* Determindlt sejt = Dedifferenciacio — Redifferenciacio

MTA Mezégazdasagi 2019. oktéber 3.
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Novényi sejt és szovettenyésztesi technikak

Azokat a sejt és szOvettenyésztési technikakat
jelentik, melyekkel a noévényi izolatumok In Vitro
cletben tarthatok, szaporithatok ¢&s beloliik
noveny regeneralhato

MTA Mezégazdasagi
Kutatointézete




Totipotencia:

* A soksejtli novény minden ¢l6 sejtje teljes értékd,
totipotens, vagyis teljes génkészlettel, genetikal és
biokémiai potenciallal rendelkezik, ¢és megfeleld
koriilmények mellett képes lehet onalld fejlodésre.
Igy egy izolalt sejtbdl regeneralhato a teljes névény.

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Merisztéma:

e (Osztodo szovet:

Elsodleges: meg differencialatlan

Differencialodaskor az dsmerisztéma
sejtjeibol olyan merisztémak alakulnak ki,
amelyek osztdédnak, de csak egyféle
szovettipust kepesek 1étrehozni. A tobbi
gen gatlas ala kertil.

Masodlagos: differencialt szovetbol jon 1étre

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
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Kallusz

« A mar nem osztodo, differencialt szovetbdl
masodlagosan Kialakult novényi osztodo szovet. A
kalluszképz6dés megindulasaban igen nagy szerepet
jatszanak a névényi hormonok.

« Szovettenyésztéskor az explantum szilard taptalajra
helyezésével ¢és hormonkezelésével ¢érik el a
dedifferenciaciot, igy osztodaskor differencialatlan
parenchima sejtek jonnek létre.

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Explantum

* Az andvényi rész, izolatum, melyet taptalajra
helyeziink fenntartas, novekedeés €s fejlodés céljabol.

» Leggyakrabban hasznalt explantumok:

Szomatikus sejtek: Generativ sejtek:
Differencialt: Portok-mikrospoéra
Gyokér Ovarium-petesejt
Level

Differencialatlan:
Hajtascsucs (Ball 1946)
Eretlen viragzat
Embrio-éretlen, érett

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Sejtszuszpenzio

* Embriogen kultarabol hozhato 1étre
* A sejtagregatumok foly¢kony taptalajban
torteno diszperziojaval
* Nagy regeneracios kepesseg
* Transzformacios kiserletekben gyakori alkalmazas

* Egy vagy tobb sejtbol kiindulo regeneracio?

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Protoplaszt kultira

* A protoplaszt olyan sejtmembrannal hatarolt novényi sejt,
melyek sejtfalat eltavolitottuk
* Sejtszuszpenziobol vagy mesophylumbol hozhat6 1étre

* Novenyek eseteben az egyetlen regeneracios rendszer,
mely egy sejtbdl indul ki
* Transzgenikus noveény eloallitas,

tranziens geénexpresszios vizsgalatok

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.

- Kutatointézete Mészdros Kldra
Martonvasar



3y

Haploid szovettenyésztési technikik « - .,
» A ndvényi gametophyton In vitro tenyésztése

Mikrospora, petesejt, ...
» Rediploidizaco -> homozigota névény

> A legelterjettebb in vitro nemesitési technika

» Transzformacidja egy 1épésben

homzigota transzgénikus noveényt eredmenyez

l// MTA Mezégazdasagi 2019. oktdber 3.
B Kutatointézete Mészdros Kldra



Haploid szovettenyésztesi technikak

-

. OCH
colchicine 3
5 OCH,
I
H;C—C—HN \ oot
p
0
OCH,
MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
Kutatointézete Mészdros Kldra
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Kallusz,
sejtszuszpenzio,
protoplaszt

Organogenezis Embriégenezis
Merisztéma Szervdifferencialoda Embrid
Hagyma A
Haijtas Gyokér Gumo
Virag )
NOVENY

U/ MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
l ) Kutatointézete Mészdros Kldra
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Novényi sejt es szovettenyésztes

* Szintetikus taptalajok
e Steril kornyezet (tenyésztés, modositas ...)

* Mesterseges kornyezet

l// MTA Mezégazdasagi 2019. oktdber 3.
B Kutatointézete Mészdros Kldra



Taptalaj

* Olyan folyékony vagy szilard mesterséges
kornyezet, mely tartalmazza a novényi sejtek,
szovetek, szervek életben maradasahoz,
novekedeséhez ¢s fejlodeseéhez sziikséges
0sszes Makro- ¢és mikroelemet ¢&s szerves
kiegeszitoket

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
Kutatointézete Mészdros Kldra




Taptalaj 0sszetevol

* makro - és mikroelemeket

o szilardité anyagot— agar, gelrite
e Cukor forrast— szaharoz

* Vitaminokat, aminosavakat
 Hormonokat

* Egyeb kiegeszitoket: citromsav, C- -vit., aktiv
szen szen

l// MTA Mezégazdasagi 2019. oktdber 3.
B Kutatointézete Mészdros Kldra



Murashige ¢s Skoog (1962) taptala; (MS):

° Makroelemek:

1650 mg/l NH4NO3; 1900 mg/l KNO3; 440 mg/l CaCl2 x 2
H20; 370 mg/l MgS0O4 x 7 H20; 170 mg/l KH2POA4.

«  Mikroelemek: 6,2 mg/l H3BO3; 16,9 mg/l MnSO4 x H20,;
10,6 mg/l ZnSO4 x 7 H20; 0,83 mg/l KI; 0,25 mg/I
Na2MoO4 x 2 H20; 0,025 mg/l CuSO4 x 5 H20; 0,025
mg/l CoCl2 x 6 H20; 37,3 mg/l Na2ZEDTA x 2 H20; 27,5
mg/l FeSO4 x 7 H20.

«  Vitaminok: 0,5 mg/Il nikotinsav; 0,5 mg/I piridoxin HCI; 0,1
mg/l tiamin HCI; 2,0 mg/l glicin; 100 mg/l mio-inozit.

Szilard taptalaj esetén sziikseges meg 0,7% agar hozzaadasa.

A taptalaj pH-jat 5,7-5,8 értekre 1 M KOH-oldattal allitjuk
be. A taptalaj sterilezése 121 °C-on 20 percig torténik.

l// MTA Mezégazdasagi 2019. oktdber 3.
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Taptalaj

*Kallusz-indukalé taptalaj (CIM): MG taptalaj (MS taptala;
1,6% gliikozzal); 5 mg/l naftilecetsav (NAA); 0,1 mg/l
benzilaminopurin (BAP); 250 mg/1 klaforan; 50 mg/l kanamicin
vagy 1 mg/l higromicin.

*Hajtas-indukalo taptalaj (SIM): MG taptalaj (MS taptala;
1,6% gliikozzal); 2 mg/l zeatin; 0,02 mg/l naftilecetsav (NAA);
0,002 mg/1 gibberellinsav (GA3); 250 mg/1 klaforan; 50 mg/I
kanamicin vagy higromicin.

*Gyokerezteto taptalaj (RIM): MS taptalaj; 250 mg/l klaforan.

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
Kutatointézete Mészdros Kldra
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Novényi hormonok

» Auxinok- Indolecetsav, indolvajsav, naftilecetsav, 2,4
dikloérfenoxi-ecetsav (2,4-D)

» Citokininek— Kinetin, benziladenin, zeatin
» Gibberellin - ritkan riigynyugalom ellen

Dontoé az auxin + citokinin arany

» Sok auxin + kevés citokinin— kallusz indukci6
»Kevés auxin + kevés citokinin -hajtasnovekedés
»Kevés auxin + sok citokinin —sarjadzas

» Csak citokinin— kallusz novekedés és regeneralddas
»Csak auxin - gyokereztetés gyokereztetés

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
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Mesterseges kornyezet

» Homérséklet (20-30 °C)

e Fény-sotet

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
Kutatointézete Mészdros Kldra




Regeneracio

« A differencialodott sejtek bizonyos koriilmények
kozott képesek Vvisszanyerni totipotenciijukat, és
akar egy teljes novényt kifejleszteni

A gatlas ala kerult gének Ujra aktivalodnak, ¢és a
kilonbozo  szovetek, szervek  létrehozasahoz
sziikséges enzimeket kezdik termelni, megindul az in
VItro ontogenezis

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
Kutatointézete Mészdros Kldra
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Noveény transzformacio fobb lépései

Explantum izolaléasa, elokészitése

Y

Genetikal modositas 3

l

Kallusz indukci6

|

Regeneracio

|

Elso szelekcio

| .

ora + 3 nap

18 nap

3 hét

3 hét

Masodik szelekcid

Kiultetés

3 heét

Martonvasar
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Explantumok izoldlasa és elokészitese

* Leggyakrabban hasznalt ) =
explantumok:
: ., . S 1-1,5 mm
Eretlen embri6 (kora) izolalas

Erett embrid

’ MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
l Kutatointézete Mészdros Kldra

Jartonvasar



Noveény transzformacio fobb lépései

Explantum i1zolalasa, elokészitese

Y

Genetikal modositas 3

l

Kallusz indukci6

|

Regeneracio

|

Elso szelekcio

| .

ora + 3 nap

18 nap

3 hét

3 hét

Masodik szelekcid

Kiultetés

3 heét

Martonvasar
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Tranziens génexpresszio
Riporter gen

Konnyen kimutathato érzékeny modszer

Kvantifikalhato

Nem letalis

MTA Mezégazdasadgi 2019. oktdber 3.
Kutatointézete Mészdros Kldra




Leggyakrabban alkalmazoit riporier
geének

» B-glucuronidase (uidA or gusA)
» luciferaz (luc/lux)

» green fluorescent protein(s) (gfp)

MTA Mezégazdasadgi 2019. oktdber 3.
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Riporter fének
gus

cl Ci
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GUS festes

Kontroll Transzformalt embriok

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
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e, T Riporter genek
N Luciferaz

Photimus pyralis
LUC

Dluciferin + ATP + O,
CO, + light (562 nm)

ultrasensitive digital
CCD camera system

oxyluciferin + AMP + PPi +

l// MTA Mezégazdasagi ' ~— | e
B Kutatointézete , s Kldra




Riporter gének

' MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Riporter gének

Aequorea victoria

w MTA Mezégazdasdgi 2019. oktober 3.
I Kutatointézete Mészdros Kldra
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Riporter gének
GFP

27 kDa monomer
pH5.5-12.0
Temp. <65 °C

2019. oktdber 3.
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Riporter genek
GFP

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktdber 3.
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Riporter gének

Control

Transgenic

’ MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Kallusz indukcio

 Antibiotikum (Timentin)
alkalmazasa

az agrobakteérium elolésére

e Auxinok és citokininek

» Sotetben 20-30 °C-on

e 18-21 nap

/ MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
Kutatointézete Mészdros Kldra
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Regeneracio

* Az embriogen kalluszokat
regeneracios taptalajra
helyezziik

« 2,4D-t tartalmaz

 Fényben 3 hétig

Szelekcio

 Foszfinotricinnel (PPT)
végezziik (2-4mg/l)

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Integralodott gén jelenlétének kimutatasa -
Szelekcios rendszer
Rezisztencia gének és funkcionalis szelekcios gének

> Antibiotikumokkal szembeni rezisztencia  kialakitasa
(kanamycin, geneticin, hydromycin, etc.)

»Novényvédoszerekkel  (herbicid) szembeni  rezisztencia
kialakitasa (bar vagy phosphinitricin acetyl transferase)

»Pozitiv  funkciondlis  szelekcioval —metabolikus elony
kialakitasa <3 e

' MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
- Kutatointézete Mészdros Kldra
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Leggyakrabban alkalmazott szelekci0s
agensek

Szelektiv anyag Hatasmechanizmus | Rezisztencia Rezisztencia
gén mechanizmus

I. Aminoglikozid tipusu antibiotikumokkal
higromicin, Gatolja a peptidlanc hpt (higromicin- Foszforilalassal
hosszanti novekedését | foszfotranszferaz) | detoxikal

geneticin, kanamicin, Gatolja az RNS nptll (neomicin- Foszforilalassal
neomicin, paromomicin transzlaciod inicialasat | foszfotranszferaz) | detoxikal

II. Glufozinat-ammonium tipusu herbicidekkel
foszfinotricin/PPT/bialaphos | Gatolja a glutamin bar Acetolalassal
szintézist, ammonia detoxikal

felhalmozodast okoz

111. Glifozat tipusu herbicidekkel
Roundup Gatolja az aromas aroA:CP4 gén EPSPS — 5-
aminosavak enol-piruvil-
szintézisét sikimisav-3-
foszfat-szintaz)
modositott

valtozatat
kodolja

w MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
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Szelekcios gén mentes novények eloallitasa
helyspecifikus rekombindcioval
Cre/LLox rendszer

Eserichia coli P1 bakteriofag

Cre rekombinaz 38 kDa

VOXP 34bp ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT

MTA Mezégazdasdgi 2019. oktdber 3.
Kutatointézete Mészaros Klara




Szelekcios gén mentes novények
eloallitasa helyspecifikus rekombindcioval
Cre/LLox rendszer

p Ubitpromoter. uidd, Nos lox1site  wes120promoter, cre gene Nos Ubitpromoter. bar Nos lox2site BN

Al Awl; Hindily HM]Z 7
Smal

| Aw//A:I// Ap Iﬁp/// t':y/ /(pnl Hndlll Narl, P
a/l, Patl, Seal /)
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Akklimatizalodas

 Uveghazban, vagy foliahazban végezziik

» Kezdetben arnyékolas strti parasit g

« Végiil steril tozegbe tiltetés

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
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Novenyek genetikal transzformacioja

Transzformacios technika: Transzformalhato fajtak:

Kozvetlen:
A DNS-t kozvetleniil juttatjuk be a Célpont: sejt, protoplaszt, szovet, ndvény
befogadd szervezet sejtjeibe,
mechanikai, kémiai vagy Vvalamilyen
erotér segitségevel

Kozvetett:
A DNS bejuttatasa kozvetitd organizmusok
segitsegével torténik

Hatékony In vitro regeneracios rendszer

Vektorok: riporter, szelekcios, hasznos, a beépiiléshez és mukodeshez sziikséges

szekvenciak I Transzformalas

transzgeénikus novény regeneralasa

Transzgén beépiilésének és mikodesének kimutatasa
Transzgénikus novény felhasznalasa

MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
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Novény transzformacio fOobb 1épésel

Explantum i1zolalasa, elokészitese

Y

Genetikal modositas

l

Kallusz indukci6

|

Regeneracio

|

Elso szelekcio

|

V-

N

Ara -+~ L nan

Tranziens génexpresszid
Riporter gének

18 nap

3 hét

Szelekcios gén
beépiilese €¢s miikodese

Masodik szelekcid

Kiultetés

3 heét

Hasznos geén beépiilése
¢s milkodése

Martonvasar
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Transzgén kimutatasa a transzformacio folyamataban

1. Tranziens génexpresszio kimutatasa
2. Integralodott gén jelenletének kimutatasa
3. A beépiilt kopiaszam meghatarozasa

4. A gén altal expresszalt terméek jelenlétének ¢€s
mennyiségenek detektalasa, merése

5. A génbec¢piiles helyének meghatdrozasa

I.V MTA Mezégazdasdgi 2019. okydber 3.
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PCR (polymerase chain reaction)
PCR késziilek

orizontalis g¢l elektroforézis

123 456789 10111213141516171819C-C+C+

BAR 420 bp

Pm3 824 bp

Agaroz gelelektroforézis

EtBr festés

w MTA Mezigazdasdgi 2019. og@lt(j@z(ri -
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Beeépiilt kopiaszam/relativ mennyiség meghatarozasa
RT-PCR (real-time/kinetic)

A DNS azonositasan tul mennyiségi értékelést tesz lehetové (abszolut (pl. kopiaszam)
vagy relativ mennyiség), detektalas fluoreszcensz festéssel vagy jelolt primerekkel

Sejtek, szovetek MRNS tartalmat IS képes meghatarozni reverz transzkriptaz enzim
felhasznalasaval

7 Fluorescensz riporter proba (TagMan) - pontos, a nem specifikus DNS darabokat nem
veszi figyelembe, nem erdsitik a fluoreszcenciat

Fluorescensz riporter proba

Reporter and quencher-marked

221,
4 u I,_,I\/\k—-
~5

Target DNA (double stranded)

Taq polymerase

/—;’TJ‘I &

Target DNA strand with i
lybridized probe i S

Rehmdrmodu“

y Y 2 o1 2019. oktober 3.
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A Southern, Northern és Western technikgk

Elektroforézissel a DNS, RNS
vagy fehérje molekulak méret
szerint elvalaszthatok.

A gélben elvalasztott molekulak
filterre blottolhatok.

T A filteren hibridizacioval
azonosithatok a probaval homolog
fragmentek,
ellenanyag festéssel
pedig a keérdeses feherje.

Southern-nel a gén DNS-¢,
Northern-nel a gén RNS-szinten
torteno kifejezodese,

Western-nel a fehérje kifejezodése
vizsgalhato.

l// MTA Mezégazdasdgi
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A gen altal expresszalt termek kimutatasa

Fehérje kimutatas biokémiai markerekkel

SDS-PAGE

cccCcc

— —

Unper -
licio: — - —— -
wEgsal - —

& Cathade

T |

-~ Buffer
[PBepareed ——— =
i (el cast betwein glass

; plates. Maotches are

T sl in th lop of the gel
e o recgive samplps

B Anode - L -
Lowst
#inde -
viszel 4

: " Buflar
E’ ;
HMW glutenin fehérje ~ HMW glutenin alegység
alegység expresszidjanak n}egnovekeqett
bizonyit4sa mennyiségének kimutatasa
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Expresszalt termék jelenlétének és/vagy megnadvekedett menyiségének

L] r
kimutatasa
‘ Megnovekede
Mennyiségi értekelést tesz lehetove tt mennyiség
| 1
o Uj géntermék |
0.02 ‘ "‘
T ‘ i
‘ i |
2 0.08 “ :.‘ ;‘ "‘ “‘ “ |
bOWeA A ’ 1 W |
-0.08 k":L.—l, v ‘;‘ “} 1 “ i
-0.10 LL}I’ | | | “"‘ ".
vy, l ‘
o A { |
HPLC — nagy hatékOHYSégﬁ fOlyadék 2000  21.00 2200 2300 .2400MinUte52500 2600 2700 2800  29.00
kromatografia Buza tartalékfehérjék elvalasztdsa RP-HPLC
modszerrel
MTA Mezégazdasagi 2019. okgober 3.
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ELISA (enzyme linked immunosolvent assay)

- Concentration of £
I Mycatoxin  jndicated by intensity of yellow
=

. sYellow deepens according fo
i3 E" concentration of s
allo oo S

Antibodies linked Ligquid containing L
ta & |, to which various substances Liquid turned
enzymes are attached. from clear to

vellow by
\ ( enzymes

p O Washing
0

O
i

Vessel

only antibody-
substancas and
antibody-
ENZYIMES remain.

Vesseal in which antibodies
linked to & were linked.

Antigén vagy antitest jelenlétének megallapitasa +/-
Elelmiszer allergének kimutatasa +/-
Drog jelenlétének azonositasa +/-

Mennyiségi értékelésismert koncentracidju standard
oldatokkal

Spektrofotometrias vagy fluoreszcensz detektalas

MTA Mezégazdasdgi
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A génbeépiilés helyének meghatirozdsa - =

Térképezo populacio eloallitasa SR S——

Transzformalt novény x nem transzformalt konroll névény E

Mikroszatellit és EST primerek alkalmazasaval - B= ;
T I » S——
Genome walking E —==
Rolling cycle
FiberFISH E= |

R

NN S, St
N S
——

[ ) MTA Mezégazdasdgi 2019. okgdber 3.
’ Kutatointézete Mészdros Kldra

Jartonvasar



Genome walking

Restrikcids
hasitéhely

AATG L R
adagor
TTAC
—- <4== <=
T vagy

-DNS hasitasa restrikcios enzimekkel (kb. 4 db)
-Hasitasnal ‘ragados vegek’ keletkeznek (P csoport)
-Adaptor ligalasa

-Primer tervezése adaptorra és az ismert szekvenciaju transzgénre vagy a gazda
szervezet DNS-¢ere

i MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
- Kutatointézete Mészdros Kldra
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Rolling cycle

Restrikcio % 5
, Genomic DNA
S hGSﬁ.O hely Restriction g
wi:; different
AATG crevmes ¢

ﬁ % /ﬁ\k‘:—%_ Digested DNA

TTAC

Circular double stranded
genomic DNA
Phi29 Amplification ;

i J :’:
% "’d"v'r
0 "e \\'\’ - ’/ Amplified
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,’( Y, — / \\ products
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PCR, Clonnig, Sequencing

PCR pProducts
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Fiber-FISH Proba DNS
Fluorescence in situ hybridization to DNA fibers (Arpa,

Ae. biuncialis)

Az in situ hibridizaci6 alkalmas arra, hogy nukleinsav
(RNS vagy DNS) szekvencidkat azonositsunk a ( /
citoplazmaban, a kromoszdémakon, sejtalkotokban e
(L2 1
5 -F”-F.,(i;{*- N—— Izolalas
> o s 7
# N { B Fragmentalas
t” kA \ o~ Jelolés (direkt, indirekt)
T -

A kromoszoma és a proba DNS denaturalasa

l

Hibridizalas

A nem homolog DNS szekvenciak lemosasa

l

Detektalas, kontrasztfestés

&

P L e
Kutatointézete — =

L] —
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)
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DNS szal preparalasa kromoszomakbol

Emésztett kKromoszoma Emésztett kKromoszoma

Emeésztetlen kromoszomak ) )
(8 min, 65 °C, 180 mg mL™! Proteinase-K)  mechanikai nyijtas utan

<— Fixalt DNS preparatum

2019. oktober 3.
Mészdros Kldra
Wartc .




kopiaszamu szekvenciak kimutatasa DNS szalakon

b microns
—_

Elméletileg 2,9 kb mm-!

Szigndl hossz
(mim)
Elmiélet
Insert 211+
(8,7 kb) 0,65
| Inseri+vecto 392 407 +
r (11,388 kb) ‘ 0,55

Wartonvasar

Kisérleti novény: Triticum aestivum ,
cv. Mv Suba, cv. Mv Gorsium

Prepardtum: 2000 kromoszéma, 1D, 4D,
6D

Proba: pHMW1Dx5 plasmid, insert 8,7 kb
insert + vector: 11,386 kb

Jelolés: nick-transzldcié, Dig-11-dUTP

Detektdlds: sheep-anti-Dig-Rhodamine,
rabbit-anti-sheep-TexasRed

aoat-anti-rabbiT- | exasRed

10 mm
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Rutin modszerek kifejlesztése és alkalmazasa

.+ ELISA
Tesztelt Gének Médszerek
novények
Buza CP4 EPSPS -RoundupR ELISA plate
Rizs PAT/pat - herbicid Gyorsteszt csik
Kukorica CrylAc -Bt
T i & @ Gyapot CrylAb
A - Cukorrépa Cry2Ac
: : 5 Kanola CrylF
» R Alfalfa stb
- PCR
. Promoter/ terminator régié kimutatisa PCR —
modszerrel gfgg’ 2 =

Z// MTA Mezégazdasdgi 2019, Og@’té&?' ”
, Kutatointézete észdros Kldra
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GMO kimutatasi modszerek validalasa

Tobb labor részvételével standardizaljak a kimutatasi technikat
[ly médon validalt modszerek:
Peldaul:

T 1. CaMv 35S promo6ter/NOS terminator kimutatasa szojaban és
kukoricaban PCR modszerrel

2. ELISA modszer Roundup Ready szoja kimutatdsara (Antigén:
EPSPS gén fehérjetermeéke)

w MTA Mezégazdasdgi 2019. oktober 3.
I Kutatointézete Mészdros Kldra
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Problémak

Mintavétel - Az alapanyag keverten tartalmaz GMO ¢s GMO mentes
tételeket, megfelel6 mintavétel, keverés, ledrolve Gjrakeverés

PCR
- hamis pozitiv vagy negativ eredmény
- A DNS oldat tartalmazhat inhibitort, mely gatolja a PCR reakciot

-Kimutatasi hatar - 0.1% GMO mennyiséget képes kimutatni nyersanyagban, de
feldolgozott formaban 1% a kimutatas érzekenysege (durum esetén 3%) Min. 2%
GMO jelenlete altalaban megbizhatdéan kimutathaté nyersanyagokban

- alapanyag feldolgozottsaga
ELISA

-gyors, egyszerl, olcsobb, de terméekek vizsgalatara nem alkalmas

U/ MTA Mezégazdasdgi 2019. oktéber 3.
, ) Kutatointézete Mészdros Kldra
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Modszerek alkalmazhatosaga alapanyagtol

ELISA

STANDARD PCR

fuggoen

AUTOMATIZALT PCR pl. TagMan

MAG NYERSANYAG

RESZBENI
FELDOLGOZASSAL
KAPOTT TERMEK

TELJES
FELDOLGOZAS
UTANI TERMEK

Martonvasar
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Genomszerkesztes

A genomszerkesztéssel olyan moddszerek keriiltek a keziinkbe,
amelyekkel tetszés szerint, a korabbiaknal joval pontosabban
modosithatjuk egy ¢lolény genetikai allomanyat

A CRISPR-Cas a bakterialis immunrendszer része, amely védelmet
biztosit a virusfert6zések vagy barmilyen idegen eredetii DNS vagy RNS
(pl. konjugacioé vagy transzformacio) ellen

A CRISPR rendszer alkalmas arra, hogy sejten beliil konkrét helyeken
mutaciokat hozzanak letre a genomban.

I.V MTA Mezégazdasdgi 2019. okydber 3.
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https://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Konjug%C3%A1ci%C3%B3_(genetika)&action=edit&redlink=1
https://hu.wikipedia.org/wiki/Transzform%C3%A1ci%C3%B3_(genetika)

CRISPR/Cas részei

Komponens Feladat

(a)
RuvC
/}a —n, PAM

TargetDNA / protospacer

I 2o
AN

-
LTI

\€
3 CrRNA

HNH% -

3’
tracrRNA

(b)
TargetDNA /

T —
N

RuvC ja

protospacer  Ng

PAM

G
TN
C
LNC

HNH
RNA
3 *9

crRNS

tracrRNS

SgRNS

Cas9

javitotempl
at

ez az RNS-szakasz tartalmazza a célszekvenciat
(amelyet az enzim elvag majd a sejt
kromoszomajan) és egy olyan régiét, ami
megkoti a transzaktivator CrRNS-t.

transzaktivator CrRNS, amely a crRNS-hez
kotédve aktiv komplexet alkot

ha tobb gént is modositani kivannak, azok
CrRNS-ét egy tracrRNS-sel egyiitt egy nagy,
kozos RNS-ben lehet elhelyezni (single guide)

a DNS-vago6 enzim. Tébb formaja is ismert, van
amelyik a DNS csak egyik, van amelyik mindkét
szalat elvagja a felismert région beliil.

olyan DNS-szakasz, amely mintat mutat a sejt
javitoenzimeinek és amelyik szekvenciaja
beépiil az enzim altal elvagott helyre

MTA Mezégazdasdgi
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CRISP-Cas9 AND GENOME EDITING

5 CRISP target sequence PAM
| —

crRNA (with target sequence)

crRNA crRNA crRNA tracrRNA
C__ _____________ _______§~ _________________® ___________ |
multiple crRNA's can be incorporated into a crRNA array

and joined with tracrRNA to form sgRNA

sgRNA

Cas9

N [} A #
sgRNA and Cas9 can be combined in a plasmid to be used for transfecting cells

VA
N L

Plasmid

IJJ MTA Mezégazdasdgi
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1: Transfection

Transfect

O

Plasmid

Target Cell

2: Expression of Plasmid

dPlasmld
Expressnon
Cas9 trachNA chNA

3: Activation of Cas9

crRNA
I tracrRNA

Cas9

4: Binding to Genome Target Sequence
genomlc DNA

PAM

chNA
j\ tracrRNA

Cas9

5: Cleaving Genomic DNA

\

/]

cleaving DNA

6: DNA is now ready for repair
N
/ \/—\——-'—’

genomic DNA can now be

repaired by NHEJ or HDR

Martonvasar

MTA Mezégazdasdgi
Kutatointézete

2019. oktdber 3.
Mészdros Kldra



CRISPR/Cas9

NHEJ

ot Repair dsDNA

1 Donor DNAL | {1 1111111111111

| !
P A LDz )
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