XIV. FEJEZET

A genomszerkesztés eredményei
allati kisérleti rendszerekben

Hiripi Ldszl6 és Gocza Elen

Andrea nyolcéves, tojdsallergids. Ez a betegség, mint a legtobb
étkezési intolerancia, illetve allergia nem gydgyithat6, dm meg-
felels életmdddal tiinetmentessé tehet6. Hazdnkban a népes-
ség 1 szdzaléka tekinthetd tojdsallergidsnak. Andrea a tojdsban
termeltetett védGoltdsokat is csak kiilonleges, hosszadalmas és
kellemetlen médon kaphatja meg. Ez Magyarorszdgon legin-
kabb az influenza elleni védgoltdst érinti, mds orszagokban ez
a probléma fokozott. A genomszerkesztés legtijabb eredménye-
inek koszonhetden lehet, hogy a kozeljovében Andrea nemcsak
a véddoltasokat kaphatja meg hagyomdanyos médon, hanem
esetlegesen visszatérhet a specidlis hipoallergén tojds fogyasz-
tdsdhoz is.

A tojésallergia tobbféle fehérjéhez kothets. Az tGj genomszer-
kesztési moédszerek segitségével olyan csirkék sziilettek, melyek-
ben a két legfontosabb allergén fehérje miikodése gatolt, és nem
jelennek meg a tojdsban. Mds eredmények azt mutatjak, hogy
ezeknek a fehérjéknek az enyhén mdédositott szerkezetd valto-
zatainak termeltetése is elegendd ahhoz, hogy a betegekben ne
alakuljon ki allergids reakcid. A hipoallergén tojas kifejlesztése
csak egy azok koziil a célok koziil, melyeket a molekuldris biolé-
gia vivményai, kar6ltve az dllattenyésztéssel, rovidesen elérhet-
nek. Ebben a fejezetben azt mutatjuk be, hogy az éllatvildagban
milyen moédszerekkel, és milyen teriileteken hozhat alapvetd
véltozadsokat a genomszerkesztés.

Bar a modern genomszerkesztési eljardsok az allatbiotech-
nolégidban az elmult években robbandsszer( fejlédést mutat-
nak, nem el6zmény nélkiiliek. Kisérleti rendszerekben, bizonyos
kortilmények kozott nagyon finom preciziés moédositasokat,
mutdcidkat lehetett létrehozni Gssejteken keresztiil vagy sejt-
magatiiltetéses klonozdssal. Ezek a mddszerek azonban nem
terjedhettek el széleskortien, mivel csak bizonyos allatfajokban
mukodtek hatékonyan, illetve bonyolultak, dragak voltak és
bizonyos esetekben mellékhatdsok is jelentkeztek.

Ossejtek:

olyan sejtek,

melyek sejtosztoddssal
széles korben

képesek a szervezet
specidlis funkcioit
elldto testi sejtjeivé
differencidlédni.
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A genomeditdlds
egy hagyomdnyos
méddszerrel,
ligynevezett
mikroinjektdldssal
torténik.

A genomeditalds kora az allattenyésztésben

A genomeditdlds az &llatbiotechnolégidban robbandsszertien
terjedt el. A hdrom legismertebb genomszerkesztési eljdrds az
allati rendszerek esetében is megegyezik a kordbbi fejezetek-
ben ismertetekkel (ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9). A , molekula-
ris ollok” elterjedése éppen azért robbandsszerdi, mert nagyon
hasonlé médon mtikédik minden &ltalunk ismert rendszerben,
viszonylag kénnyen tervezhet6k, megfizethetSk és hatékonyak.
Aleggyakrabban alkalmazott médszer jelenleg az allatok eseté-
ben is a CRISPR/Cas9 rendszer, mivel az egyik leghatékonyabb,
és rdadasul nemcsak megfizethets, de kifejezetten olcs6 rend-
szer. Az 1. dbrdn az lathat6, hogy milyen gyorsan elterjedtek a terjedtek el
genomeditaldsi modszerek az dllatvildg kiilonb6z6 fajaiban.

2008 2009

ZFN-hal ~ ZFN-patkdny ZFN-egér szarvasmarha

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Crispr-
Crispr- hal, nyil,sertés, Crispr-csirke,
egér,patkiny kecske,juh szarvasmarha
Talen-
Talen-egér, csirke,kecske,
Talen-patkany Talen-hal,sertés nyil szarvasmarha Talen-juh

ZFN-nyil,sertés,
ZFN-kecske  ZFN-juh

1. dbra: A genomszerkesztési eljdrdsok fejlddése az dllatbiotechnolégidban.
Az évszdmok a publikdcié megjelenéséhez kothetdk

A genomeditalas mddszerei emldsokben

A genomeditdlds molekuldris hatdsmechanizmusa tehédt a
kordbbi fejezeteknek megfelelGen torténhet az 4llati rendszerek-
ben is, a megoldandé probléma a genomeditdlé rendszerek
bejuttatdsdnak mikéntje volt. A feladat nem mds, mint egy felnétt
allat akar tobb millidrd sejtjében a genetikai dllomdny pontos
atalakitdsa. Ez nyilvdnvaléan nem mtikodhet egyszerre, tehat
olyan dllapotot kell keresni, amikor az él6lény egyetlen sejtjé-
ben megoldjuk a preciz médositast, majd ebbdl él6lényt hozunk
létre. EmlGs éllatokban erre két lehetdségiink van. Az els6 a
korai embriondlis kor, amikor a petesejt és a spermium 4ltal
kialakitott egysejtes zigéta allapot kialakul. Ez a legidedlisabb
lehet6ség a genom modositdsdra. A genomeditdlds egy hagyo-
manyos modszerrel, tigynevezett mikroinjektdldssal torténik.
Ez egy mikromanipuldcids eljards, a zigdtat mikroszkép alatt
egy tartokapilldrissal ,megfogjdk”, majd egy sztird kapilldrissal
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bejuttatjak a genomeditdl6 rendszert a sejt citoplazmdjdba /mag-
jdba (1. kép). A genomeditdl6 rendszer bejuttatdsdra tobbféle lehe-
t6ség adodik. A leggyakoribb a CRISPR/Cas9 rendszer, ebben
a korabbi fejezetekben leirt guide RNS-t, illetve a Cas9-et kell
beinjektdlni a sejtekbe. A Cas9 RNS, illetve fehérje formédjéban is
bejuttathat6. Mivel a rendszer nem DNS-alapt, emiatt biztosan
nem hagyunk egyéb nyomot a genomban, csak a specifikus cél-
zott génszerkesztést (illetve bizonyos esetekben nem specifikus
génszerkesztés is el6fordulhat a hasonl6 szekvencidk mentén, ez
az un. offtarget hatds. Ez a legtjabban fejlesztett Cas9 rendsze-
rekkel szinte teljes mértékben kikiiszobolhetd). A mutdns embriot
dlvemhes anydkba visszatiltetve lehetSségiink adddik arra, hogy
olyan utédot alakitsunk ki, melynek minden sejtjében precizen
atalakitott a genetikai dllomany.

Allél:

egy gén varidcioi

az allélek, melyek

a kromoszoma egy
adott szakaszdn
helyezkednek el.

Az adott helyen csak
egy allél foglalhat
helyet az adott
génbdl.

1. kép: Mikroinjektdlds mikromanipuldtorral felszerelt mikroszkdppal, illetve nyiilzigéta manipuldcidja

Az egysejtes zigétaban, ha id6ben megtorténik a mutdcio, azt
az Osszes utddsejt is hordozza majd. A beiiltetett embridkat szii-
letésiik utan a kutatok tesztelik, és kivdlogatjak azokat, melyek-
ben a mutécié létrejott. Ez kiilonb6z6 molekuldris technikdkkal
lehetséges. A feln6tt dllatok testi sejtjei minden esetben két kopi-
aban hordozzédk a géneket (az apai és az anyai kromoszéman
is). A célzott génmodositds dltaldban vagy csak az anyai, vagy
csak az apai kromoszéman torténik meg. Szerencsés esetben
mindkét allélen kialakul a mutdcié. A kivdnt hatds eléréséhez
nagyon gyakran sziikséges, hogy mindkét allél érintett legyen
(homozigéta). Ha elsé lépésben nem sikeriil 1étrehozni a homo-
zigbéta mutdnst, akkor egyszerii keresztezési eljardssal alakitjak
ki, 1-2 utédnemzedék alatt. (Ez az oka annak, hogy az dllatok
koziil mindig a szarvasmarha az egyik utolsé dllat, amelyben
sikertil egy technikdt honositani. Egyszertien hosszt a genera-
ci6s ideje). Ezt koveten a kialakitott mutdciét hordoz6 vonalak
azonnal hasznosithatok.

A masik eljdrdsndl nem a korai embrionalis allapotot hasz-
ndljdk, hanem az adott &llatbdl szdrmazé sejttenyészetet. Ez
leggyakrabban fibroblaszt tipusu (bSrben taldlhat6 kotGszoveti)
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A madarak
genomjdnak
médositdsa mdr
régota lehetséges,

a maddrgenomban
azonban az
utédokra is dtadhato
génmodositdst
végrehajtani nem
egyszert.

sejt. A sejttenyészetben egyszerti médszerekkel kivitelezhetd
a genomeditdlé rendszerek bevitele. Kémiai, elektromos vagy
liposzéma (apré membrannal hatdrolt hordozok) alapt eljdra-
sokkal a bevitt genomszerkeszt6 rendszer elvégzi az dtalakitdst.
A megfelelGen dtalakitott mutdns sejtek molekuldris ellendrzését
kovetSen egy olyan sejtvonalat alakitanak ki, mely madr stabilan
és minden sejtjében hordozza ezt az &talakitdst. Ezt kovetSen
sejtmagdtiltetési eljardssal (klénozdssal) olyan embrié alakit-
hat6 ki, mely szintén hordozza a mutdciét (2. dbra). A médszert
azokndl a fajokndl szoktdk alkalmazni, melyekben a klénoza-
sos 1épés nagyon hatékony, és kevés mellékhatdssal jar (sertés).
Mindenképpen érdemes megjegyezni, hogy ebben az esetben
megtorténik a preciz genomatalakitas, de a klénozasi 1épésnél
az epigenetikai (nem DNS-szekvencidhoz kotott 6roklédési
mintizatok) lenyomatok sériilhetnek.

3
TRANSZFEKTALAsl Q
Yo

2. dbra: Sejttenyészet alapii genomeditdlds emldsokben

A genomszerkesztési eljardasoknak koszonhetSen az emlitett
modszerekkel gyakorlatilag barmilyen mdédositast kialakitha-
tunk. Ez lehet egyetlen bézis cseréje, apré delécidk, inszercidk,
allélok cseréje, Gij gének beillesztése meghatdrozott helyre, nagy-
méretd delécidk, s6t akdr kromoszémadtrendez6dések is kiala-
kithatdk tervezetten.

Uj lehet6ségek a madargenom médositisara.
Miért jelent a madargenom-moédositas nagy
kihivast a kutatok szamara?

A madarak genomjanak modositdsa mar régéta lehetséges, a
maddrgenomban azonban az utédokra is dtadhaté génmoddo-
sitast végrehajtani nem egyszerti. A kihivdst az jelenti, hogy
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elérhetd legyen a médositds megjelenése az ivarsejtekben: a pete-
sejtekben és a himivarsejtekben. A korai embri6 genetikai médo-
sitdsa szinte kivitelezhetetlen, mivel a madarak embridja egy
hatalmas , tojdssdrga” tetején fejlédik, a csirakorong sejtjei nehe-
zen azonosithatok. Az elmult évtizedek sordn szdamos médszert
dolgoztak ki a genom célzott mddositdsdra. Az egerek, majd
kés6bb patkanyok esetében a célzott genommodositast a hdlyag-
csira dllapotban levd (blasztula) embridk embriécsoméjabol
létrehozott, agynevezett pluripotens embriondlis eredetd Gssejt
vonalak (ESC) sejtjeiben sikertilt elvégezni. Ezekbe az Gssejtekbe
elektroporaldssal konnyen be lehetett vinni olyan vektorokat,
melyek a célzott génnel homolog régidkat, illetve annak egy-egy
olyan médositott régidjat is tartalmaztak, aminek segitségével a
kiszemelt gént meg lehetett vdltoztatni, illetve ha arra volt sziik-
ség, teljesen el lehetett tdvolitani. Ez a médszer az tigynevezett
,naiv” Gssejtvonalak esetében hatékonyan mitikodik, ennek
segitségével mdra tobb ezer olyan célzott genetikai modositdst
tartalmazo egeret sikertilt 1étrehozni, amelyek az orvosi kutata-
sok szdmdra hasznos modellként szolgélnak. Ezt a csaknem 30
évet felolel6 munkdt 2007-ben Nobel-dfjjal ismer-ték el.

Amikor ezt a technikét gazdasagi haszonallatok embri6ibdl
létrehozott Gssejteken szerették volna alkalmazni, csak kevés
esetben kaptak homolég rekombindns Gssejt klénokat, és a fej-
16d6 kiméra embridk ivarsejtjei kdzott is csak elvétve taldltak a
modositdst hordozo Gssejt eredett ivarsejteket.

Madar embridk blasztoderma sejtjeib6l ugyan sikertilt emb-
riondlis Gssejtvonalakat létrehozni, de ezek az Gssejtek néhdny
passzdlds (4toltds) utdn elkezdtek differencidlédni, igy ivar-
sejteket sem in vivo (maddr embrié csirakorongjdba vissza-
injektdlva), sem pedig in vitro (Petri-csészében) nem sikertilt
létrehozni ezekbdl a sejtekbdl.

Az els6 génkititott sertések létrehozdsa sem ES-sejteket fel-
haszndlva sikertilt. Az &ttérést ebben az esetben a sejtmaggét-
tiltetéses klonozds technikdjdnak kidolgozdsa tette lehet6vé.
Ennek segitségével homolog rekombindciét tartalmazo testi sej-
tekbdl sikertilt klonozott, génkititott utédokat létrehozni.

De mi a helyzet a maddr petesejttel? Van olyan &riilt kutato,
aki egy madartojasbél akarnd kivenni a sejtmagot? Hogy
tegyiik be a mikroszkép ald azt, hogy ldssunk &t a tojds sdrga-
jan? A Texas A&M Egyetem kutatéinak 2014-ben ez is sikertilt!
Egy specidlis festékkel jelolték meg a petesejt sejtmagjat, igy
lathatova és eltdvolithatévd vilt. A kovetkezd lépések sem lesz-
nek egyszertiek. Homoldg rekombindciét kell 1étrehozni csirke
embriondlis fibroblaszt sejtekben, majd ezeket visszajuttatni
az enukledlt petesejt (tojds) citoplazmdjdba (erre madr irtak le

Sejtmagdtiiltetéses
klonozds:

olyan eljdrds,

amikor egy petesejtet
megfosztanak sajdt
sejtmagjdtol, ezdltal
eltdvolitjdk beldle a
genetikai dllomdnyt,
majd egy mdr
differencidlédott sejt
genetikai dllomdnydt
ebbe a magjdtol
megfosztott petesejtbe
iiltetik be.
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sikeres probalkozdsokat), majd el kell inditani a madar embrio-
nélis fejlédését. E nehézségek ismeretében nem valdszind, hogy
a kozeljovben létrejon az els6 klonozott, génkiiitott madar.
Transzgénikus madarak létrehozdsdra az elmult 6t évben
szamos hatékony technikat fejlesztettek ki, azonban ahhoz, hogy
az igy létrehozott mozaikos dllatokbdl @ 10 gén médositott valto-nem kell az “a”
zatat hordozé ivarérett utéd legyen, még akkor is ha 100 szédza-
1ékos hatékonysaggal dolgoznak, mintegy 7 évre lenne sziikség.
A legjobb médszer az, ha a genetikai médositést kozvetle-
niil az ivarsejtekben végezziik el. Egér embrionélis eredetti (ES),
illetve indukdlt pluripotens (iPS) Gssejtekbdl in vitro elS lehet
allitani petesejtet és himivarsejtet, homolég rekombindcié is
konnyen végrehajthat6 ezekben a sejttenyészetekben, igy mdr
nem sok vdlaszt el minket az els§ in vitro létrehozott petesejt-,
himivarsejt-egyestilést kovetSen létrehozott, génkititott ege-
rek megsziiletésétél. Madadr embriondlis Gssejt-tenyészetekben
azonban még senkinek sem sikertiilt ivarsejteket (petesejteket,

Homoldg himivarsejteket) létrehozni. Bér jelentek meg maddr iPS sejt-
rekombindcio: vonalak létrehozdséardl is kozlemények, ezek a sejttenyészetek
az a folyamat amikor ~ gyorsan eldifferencidlédtak, nem voltak alkalmasak kiméra ut6-
homolég DN'S dok létrehozdséara.

szakaszok kozbtt A kozelmultban Yanggin és munkatdrsai arrdl szamoltak be,

hogy csirke fibroblaszt sejteket sikertilt dtprogramozni csira-
sejtszerd (,germ-like”) sejtekké, ezek a kutatdsok nagy el6relé-
pést hozhatnak mind a génmeg6rzés, mind a genommaodositds
tertiletén.

Napjainkban az egyetlen hatékonyan alkalmazhaté médszert
az Gsivarsejt- (primordidlis csirasejt, PGC) tenyészetek Petri-
csészében torténd genetikai modositdsa jelenti. A primordidlis
Gssejtek (Gsivarsejtek, PGCs) lehet8séget adnak a madarak
Orokitd anyagdnak vizsgdlatdra, mivel ezekbdl alakulnak ki a
himivarsejtek és a petesejtek, amik a teljes genetikai informa-
ciét atadjak a kovetkezd generdcidkra. Hosszu tavi tenyészté-
stik lehetséget biztosit a PG-sejtek felszaporitdsdra, igy nagy
lehet6ség rejlik a génmegdrzésben torténd felhaszndldsukban is.
Mivel ezek a PG-sejtek hosszu ideig fenntarthatok, igy lehets-
ség nyilik azok tobbszdri in vitro médositaséra is. A PG-sejtek
lefagyaszthatdk, felvehetSk fagyasztasbol. Ha ezeket a sejteket
visszainjektdljuk egy 3 napos embrié szivébe, azok bekertilnek
az embri6 vérkeringésébe, eljutnak az ivarlécekig, majd belépve
azokba ott életképes petesejtek vagy himivarsejtek jonnek
létre attdl fliggGen, milyen volt a genotipusa a PGC-vonalnak.
Nagy gondot jelent azonban az, hogy a him (ZZ) PGC-vonalak
csak him (ZZ) embriékban, a néstény (ZW) sejtvonalak pedig
csak nGstény (ZW) embridkban képesek életképes ivarsejteket

jon létre a genetikai
anyag kicserélddése.
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létrehozni. Alegjobb az lenne, ha néstény sejtvonalakkal lehetne

dolgozni, mivel igy mind a Z, mind a W ivari kromoszéman
tdrolt genetikai informdcié megdrizhetd lehetne, azonban 2015-
ig nem tudtdk a ZW tenyészeteket hossza tdvon fenntartani.
Attorést McGrew csoportjignak munkéaja hozott, akik olyan spe-
cidlis médiumot 4llitottak 6ssze ki, amiben mind a ZZ, mind
pedig a ZW tenyészetek hosszt ideig, tébb hénapon keresztiil
is fenntarthatok voltak.

A PG-sejtekben hagyomdnyos mdédszerekkel (elektroporé-
lassal, transzpozon, illetve lenti virus kozvetitette transzgene-
zissel) nagyon nehéz homolég rekombindciét 1étrehozni. Ebben
jelentettek a madarak esetében is az tij genomeditaldsi technikdk
(ZEN, TALEN, illetve CRISPR/Cas9) komoly el6relépést. Ezek
segitségével egyszerre tobb gén mddosithatd, génkititott, illetve
célzott moédositdst hordozé maddr PGC-vonalak hozhatdk 1étre
(3. dbra).

IN VITRO GENOMMODOSITAS TYUKOKBAN -
Jelmagyarizat
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transzformacio

A L szdmoltak a kutatdk.
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3. dbra: In vitro genommédositds tyiikokban (Forrds: http:/ / reviverestore.org/
advances-in-avian-transgenics-a-follow-up-to-why-birds-are-a-challenge /)

Ezek az tGj genommodositdsi technikdk megnyitottak az utat
a maddr embriondlis fejlédése sordn szerepet jatszé gének funk-
ci6jdnak jobb megismerésére. Lehetségessé vélik mind a him,
mind pedig a néstény genom moédositdsa. Akdr pontmutaciok,
akdr nagyobb delécidk is létrehozhatdk lesznek a madargenom-
ban is.

Napjainkban sok csoport dolgozik a CRISPR/Cas9 technika
madér PGC-tenyészetekre torténd adaptéldsan. Néhdny sikeres
kisérletrél mér be is szdmoltak a kutatok.



170 Hiripi Ldszl6 és Gocza Elen

Oishi és munkatdrsai két, a tojdsfehérje génben, az oval-
buminban (OVA) és ovomucoidban (OVM)) hoztak l1étre muta-
cidkat PG-sejteket modositva. Az OVM-modositott PG-sejteket
embridkba injektdlva 3 kiméra kakast kaptak. Ezek ivarszervi
utédainak keresztezésével a mutdciét homozigéta formdban
hordoz6 vonalakat tudtak létrehozni. Az OVA és az OVM a
tojasfehérjék koziil a legallergénebb fehérjék. Ha sikeriilne ezek-
nek a fehérjéknek a mennyiségét csokkenteni a tojdsban, olyan
alacsony allergéntartalmu tojasokat lehetne létrehozni, amiket a
tojasfehérjére érzékeny emberek is fogyaszthatnak.

Osszességében elmondhat6, hogy a CRISPR/Cas9 rendszer
hatékonyan alkalmazhat¢ stabil génkititések l1étrehozasdra madar
PG-sejtekben és fibroblaszt sejtekben is. A jov8ben vdarhat6an,
hasonléan ahhoz, ahogy az egérembridkat is sikeriilt in vivo, a
petevezetSben médositani, lehetségessé vilik a PG-sejtek médo-
sitdsa a korai embriondlis fejl6dés sordn, a véraramban (4. dbra).

Homozigota: R e
IN VIVO GENOMMODOSITAS TYUKOKBAN IN VITRO GENOMMODOSITAS TYUKOKBAN
az a sejt homozigota, -
o o 1. CRISPR/Cas9 komplex
ahol az apai és anyai beinjektalisa a fejlods embrio 2
A P vérkeringésébe L7 .4\(‘
kromoszémdkon 1 P

b, O&F,

egy adott génnek , ¢ CRISPR/Cas?
o7 261d fluoreszcens

ugyanazon allélja : , / ilieoes

van jelen. ) ‘

PG sejteket in vitro CRISPR/Cas9 vektor felhaszndldsdval
médositott OVM—/— him (jobb oldal) és néstény (bal) utédok
(Oishi és munkatdrsai, 2016)

2. kiméra embrié fej6dés, kikelés, ivarérés

l ivarszerv kiméra utod

A PG sejteket in vivo
a véraramban lehet
modositani

4. dbra: In vivo genommddositds tytikokban, valamint hipoallergén tojdst adé baromfi
(Forras: http:/ / reviverestore.org / advances-in-avian-transgenics-a-follow-up-
to-why-birds-are-a-challenge/)

A technolégia alkalmazasi lehetoségei
a mez6gazdasagban

A genomeditdlds forradalma rendkiviil gyorsan elérte az éllatte-
nyésztést. Néhdny példédn keresztiil konnytd megérteni, milyen
forradalmi jelent6ségi a technika.


Gocza Elen VW

ivarszervi
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A szarvasmarha-tenyésztésben komoly problémdt okoz az
allatok szarva. Kiilonosen a hismarhatenyésztés érintett, ahol
a bikdk a fontosak. Minden létesitményt, szallitdst stb. dgy kell
tervezni, hogy az éllatoknak szarva van, amivel sajat maguknak
vagy a gondozédiknak balesetet okozhatnak. Miitéti titon elta-
volithat6, de a beavatkozds drdga és kockdzatokkal jar. Ismer-
tek olyan szarvasmarhafajtdk, melyek egy apré mutdciénak
koszonhetSen szarvnélkiiliek. Ez a forma a megfelel$ fajtdkba
csak tobb évtizedes keresztezési programmal vihet6 be. Ezzel
szemben genomeditdldssal egy lépéssel sikertilt létrehozni
szarvnélkiili bikaborjakat (2. kép).

==

2. kép: Genomszerkesztéssel létrehozott szarvnélkiili bikaborjak
(Forrds: https:/ / www.geneticliteracyproject.org/2016/05/11/)

Bdr ez csak apré valtozdsnak ttinhet a kiviildllé szdmdra,
gazdasdgi szamitdsok szerint ez a csekély médositds 10 szdzalé-
kos jovedelemnovekedést jelenthet a gazdak szédmdra.

Egy mésik példa gazdasdgi dllataink htishozaméhoz kéthetd.
Az eml6sokben van egy gén, mely az izomndvekedés negativ
szabdlyoz6 molekuldja. Hidnydban vagy alulmiikddésének
koszonhetSen az izom a normalist6l nagyobb méretiire novek-
szik. Az érintett gén a miosztatin (MSTN). Szarvasmarhdban és
juhban, s6t kutydban is ismertek olyan természetes mutdciok,
melyek szuperizmolt tulajdonsdgot biztositanak. A legtobb erd-
sen izmolt hismarhafajtdban érintett a gén miikodése. CRISPR/
Cas9 rendszerrel az elmult években kecskében és sertésben is
sikertilt kialakitani a szuperizmolt véltozatot. Magyarorszagon
a NAIK-MBK Allatbiotechnolégiai Intézetében nytlban sike-
rilt olyan mutdciét létrehozni, mely gdtolja az MSTN gén
miikodését. A mutdcié mér heterozigéta formdban is mérhetd
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hidshozam-névekedést okoz. Jelenleg a homozigéta vonalak
kialakitdsa zajlik, illetve annak vizsgdlata, hogy specidlis hus-
nyul genetikai hdttéren milyen egyéb vdltozdsok tapasztalhatok.
Az ilyen médon kialakitott dllatok semmilyen szempontb6l nem
kiilénboztethetSk meg egy esetleges természetes mutanstol.

Fontos feladat a mez&gazdasdg szdmdra a betegségekkel
szemben rezisztens éllatok 1étrehozésa. Ez az tij CRISPR techni-
kdval nagyon kecsegteté eredményeket hozhat. Ha a kérokozé-
nak van megfelel6 gazdafaktor génje, akkor annak akdr csekély
atalakitdsdval is elérhetd, hogy az dllatok rezisztensé vdljanak az
adott betegséggel szemben. Sertések esetében tobb olyan viru-
sos betegséget ismeriink, amelyek ilyen médon kontrolldlhaték
lennének, és amelyek éves szinten szdzmillié dolldros karokat
okoznak csak Eurépdaban.

Komoly problémdkat okozhatnak az egzotikus kérokozok,
melyek a globalizdciéval terjednek. Az afrikai sertéspestis
virusa ellen jelenleg nincs terdpia, és hatékony oltéanyag sem.
A skéciai Roslin Intézetben génszerkesztési médszerekkel a
hazisertés ,immungénjeit” ugy alakitjdk dt, hogy megfeleljenek
a varacskos diszné génjeinek. Az utébbi dllat ugyanis teljesen
rezisztens a kérokozora. A probléma sulyosan érintheti hazan-
kat is, hiszen a virus megjelent Eurdpa keleti felén (Ukrajna,
Lengyelorszag), 2016. juliusi adatok szerint Ukrajna fel6l mar
320 kilométerre van hazdnktol.

A technolégia alkalmazasi lehet6ségei
a gyogyaszatban

Az 4llatbiotechnolégia egyik legfontosabb tertilete az emberi
betegségek modellezése allatokban. Ez a teriilet az elmult 20
évben Oridsi eredményeket ér el. A finom mddositdsok korab-
ban azonban csak egérben voltak kivitelezhetSk. A genetika-
ilag médositott egerek nagyon sok betegségnek j6 modelljei,
de bizonyos betegségek nem vizsgdlhatdk j6l benniik. Egyebek
mellett a sziv- és érrendszeri betegségek, a tiid6 betegségei,
bizonyos allergids megbetegedések sokkal jobban vizsgdlha-
tok, modellezhetSk nytlban vagy sertésben. Az elmdlt harom
évben ugrasszertien emelkedik a nem rdgcsdlé betegségmodel-
lek szama és jelent6sége. Ezt az irdnyvonalat koveti a NAIK-
MBK is, ahol kiilonb6z6 egytittmtikodések keretében készitenek
genomeditdldssal mutdns nyulakat emberi megbetegedések
modellezésére.

A jovo igéretes tertilete a xenotranszplantdcié, amikor allati
szerveket (els@sorban sertésbél) hasznédlunk szervatiiltetésre.
Normadl esetben az dllati szervek azonnal kilokédnek a megfelels
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immunfolyamatok miatt. Az azonnali kilok6dést mar lassan
egy évtizede megoldottdk genetikailag moddositott sertések-
kel, melyek ,humanizdlt szoveteket hordoznak”. A problémat
az jelenti, hogy minden eml&sdllat hordoz a genomjdban ugy-
nevezett endogén retrovirusokat. Ezek azonban, bekeriilve az
emberbe, az emberi genomba beépiilt retrovirus eredetdi szek-
vencidkkal esetlegesen olyan nem vart rekombindns retrovirust
eredményezhetnek, ami komoly problémdkat okozhatna.
Az esély erre kicsi, de sokdig kutatéi moratérium biztositotta
azt, hogy ez semmiképpen ne kévetkezzen be. Az elmult évben
genomeditaldssal sikertilt létrehozni olyan sertésembridkat,
melyekben az §sszes, szam szerint 62 endogén retrovirus ere-
detti szekvenciat elrontottdk, rdaddsul 20 tovdbbi génben indu-
kéltak specifikus véltozdsokat, igy ,humanizdlva” azokat.
A véltozdsokat CRISPR/Cas9 rendszer segitségével hoztdk
létre. A megsziiletendd sertésekben Gsszesen 82 helyen taldlhato
célzott véltoztatds! Az elért eredmény elképeszt6 dj tavlatokat
nyit a xenotranszplantdcio tertiletén, hiszen a tovabbi kutatdsok
és esetleges alkalmazdsok el6tt dll6 legfontosabb gétat sikertilt
lebontani.

A genomeditdldsi médszerek hatékonyan alkalmazhaték
olyan esetekben is, amikor az emberi megbetegedések koztes
gazddn keresztiil alakulnak ki. Genomszerkesztéssel sztinyog-
ban sikeriilt olyan véltozdsokat indukdlni, hogy a sztinyog,
mintkoztes gazda, rezisztens legyen a maldridra, mely alegtobb
haldlos dldozatot kovetels betegség a vildgon. (Szinyogban a
géneditdldst szintén korai embridban végzik.) Ebben az eset-
ben rdaddsul az tigynevezett ,gene-drive” mddszert is bevetik,
aminek az a lényege, hogy a kialakitott mutdns vdltozat vil-
lamgyorsan elterjedjen a populdcidban. Ezt ugy érik el, hogy
a CRISPR/Cas9 rendszer egy viltozatat beépitik a sztinyog
genetikai dlloménydba. Ha egy homozigéta mutdns sztinyog
taldlkozik egy normadl sztinyoggal, akkor utédai — elméletileg
— mind heterozigétdk lesznek, és igy nehezen terjeszthetd el a
mutdns allél. Ebben az esetben azonban a heterozigéta petében
a mutdns allél , dtszerkeszti” a mdsik allélt is, igy minden utéd
mindig homozigéta mutdns lesz. A maldriarezisztens sztinyo-
gok haszndlatdt mdr engedélyezték. Hasonlé médon elérhetd,
hogy a néstény szunyogok szaporoddsképtelenek legyenek.
Ebben az esetben a sztinyogpopuldcié gyakorlatilag 6sszeom-
lik. Ez a véltozat azonban 6koldgiai szempontbdl nem feltétle-
niil a legidedlisabb (szinyogra sziikség van a tdpldléklancban).
Hasonlé médszerekkel dolgoznak jelenleg az EU-ban is a
komoly problémadkat okoz6 kullancs dltal kozvetitett betegsé-
gek megsziintetésére.

A maldriarezisztens
sztinyogok
haszndlatdt mdr
engedélyezték.
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Mivel a
genomeditdlds
elképesztden
hatékony, elméletileg
képesek vagyunk

a kiilonbségek alapjdan
létrehozni olyan
dllatokat, melyek
nagymeértékben
hasonlitanak

a kipusztult tdrsaikra.

Sci-fi?

Az el6z6ekben térgyalt problémdak / megolddsok 20 évvel ezelstt
még a tavoli sci-fi vildgaba tartoztak. Manapsag egy résziik mar
befejezett projekt, vagy hamarosan azza vélik. Vannak olyan
otletek is, melyek most még szintén a science fiction vildgdba
tartoznak, de mar szintén komolyan dolgoznak rajtuk. Ilyen
tertilet a régen kipusztult éllatok visszahozédsa az ,életbe”.
Jelenleg hdarom komoly program fut, melyek ezt a célt szolgdl-
jak. Az USA-ban a Harvard Medical School-ban a mamutot
szeretnék életre kelteni. A modern genomprogramok lehetévé
teszik, hogy akdr kipusztult dllatok teljes genomjdt megismer-
juk. Ezt dsszehasonlitva a legkdzelebbi rokon fajjal (ebben az
esetben az indiai elefdnttal) megkereshetSk a kiilonbségek.
Mivel a genomeditdlds elképesztéen hatékony, elméletileg
képesek vagyunk a kiilonbségek alapjan létrehozni olyan élla-
tokat, melyek nagymértékben hasonlitanak a kipusztult tdrsa-
ikra. A mamutprogram sordn mdr 14 gént alakitottak at elefant
sejtekben, koztiik a gyapjassdgot, a hidegttirést és a kis filmé-
retet kialakité géneket. Ha a megfelel§ valtozdsok készen 4ll-
nak, akkor klénozdsi médszerekkel megsziilethet a mamuthoz
megszolaldsig hasonl6 éllat. (Jelenleg ennek etikai akaddlyai is
vannak, tigy mint a veszélyeztetett dllatokon val6 kisérletezés).
Hasonl6 program indult Ausztralidban az erszényes farkas és a
tasmdn 6rdog hasonlésdgdra alapozva. Madarak koziil az elsé
kittiz6tt cél a vandorgalamb feltdimasztdsa. Ez a téma rdadésul
kozosségi finanszirozas keretei kozott indult el.

A lehet8ségeink az allatbiotechnoldgia teriiletén gyakorlati-
lag végtelenek. Arra kell figyelniink, hogy a célokat kozosen és
okosan ttizziik ki, hogy azok a tdrsadalom széles rétegei sza-
madra elfogadhatéak legyenek. Ez mindannyiunk, tehdt a teljes
térsadalom felel@ssége, melyben a legnagyobb teher a kutatokra
és a dontéshozokra harul.



