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A hagyományos tenyésztési, termelési eljárásokkal 

évezredek óta szerkesztjük a növényi és állati genomokat 

A görögdinnye őse A  modern görögdinnye

Feltörése: kés, kalapács

Gyümölcs méret: 5cm

Íz: extrém keserű

Hatás: gyulladást indukál

Feltörése: könnyedén

Gyümölcs méret: akár 20 kg

Íz: édes

Hatás: gyulladás csökkentő

A két növény genetikailag már nem is hasonlít. Hosszú munkával a megfelelő 

mutációk hosszú sorozata, és tudatos tenyésztése eredményezte a modern dinnye több 

ezer változatát.



Gyakorlatilag minden élelmiszerünk mögött genetikai 

módosítások sora rejtőzik

Egy tulajdonság tudatos fejlesztése rövid idő alatt is komoly 

megváltozott genetikai állományt eredményez.



Golden promise, kiváló árpa

A mutációk mesterségesen is előidézhetők, a 

mutációs nemesítés  elfogadott, és sikeres.

Kinnow, mag nélküli 

mandarin 

Úgy hozunk létre mutációt,

hogy fogalmunk sincs

arról, pontosan hol és mit

okozunk a genetikai

állományban (általában

nagyon durva mutációkat).

A módszert mégis

elfogadja a társadalom, és

nem követeli a fajták

különleges hosszú távú

tesztelését, és a környezeti,

ökológiai hatások teljes

feltérképezését.

Kobalt ágyú, gamma 

sugárforrás

Creso, az egyik legjobb 

durumbúza



Cél: olyan gyors módszerek fejlesztése ahol tudatosan, 

célzottan változtatjuk meg a genom szerkezetét.

Korai embrionális kor



Miért van szükség új technológiákra? A célzott transzgenezis 

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

Őssejtes transzgenezis

Csak egérben működik 

Bonyolult

Drága

Gyenge hatékonyság

Klónozás

Sok fajban működik

Bonyolult

Drága

Bizonyos szempontból gyenge hatékonyság

Rengeteg mellékhatás



A megoldás a genom editálás

Specifikus molekuláris ollók 

•Mesterséges rendszerek, mely természetes rendszereken alapulnak

Segítségükkel pontosan, előre tervezetten lehet 

mutációkat kialakítani a DNS-ben, azaz az örökítő 

anyagban!!!



A cink finger fehérjék kis 

strukturális fehérjemotívumok, a 

stabil szerkezethez cink ion(ok) 

kellenek

Szerepük DNS,RNS, fehérjekötésben-

interakciós félként

Cink finger

fehérjedomén

Genom editálás: Első képviselői a cink finger

nukleázok.



A rendszer másik fele a FokI restrikciós 

enzimből származik

•DNS felismerő domén

•Nem specifikus hasító domén



Cink finger nukleázok

•Mesterséges fehérjerendszer, DNS 

specifikus hasítására. DNS kötő cink 

finger domének összekötése FOKI 

restrikciós doménnel

•Egér Zif268 transzkripciós faktorból 

származik a legtöbb cink finger domén

•Egy cink finger 3 bázist ismer fel

•Az összes lehetőséghez min 64 féle 

cink finger kell

•Dimerként működik

•Nagyon specifikussá tehető



Hogyan működik? Duplaszálú DNS törés-

repair

Frameshift mutáció, korai STOP így nincs 

megfelelő fehérje



A repairt követő lehetséges mutációk

1. Kicsi deléció 1-20 bp heterozigóta

2. Nagyobb deléció 20 bp- heterozigóta

3. Kisebb inszerció heterozigóta

4. 1-3 bármilyen kombinációja 

heterozigóta

5. Mozaikos események

6. Homozigóta események  (ugyanolyan és 

eltérő események is!)



Felhasználási terület: Génkiütés

Korai génkiütések 

sejtekben

DNS vagy RNS formában vihető be.

Sejtekbe egyszerűbb a DNS, embriókba célszerűbb az RNS forma

A legtöbb sejtben működik. Ha nem akkor kombinálható 

adenovírus, vagy lentivírus rendszerekkel.



Génkiütés: Állatok

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

tengeri sün, selyemhernyó, zebradánió, Xenopus, egér, 

patkány,nyúl,sertés,szarvasmarha, ahol eddig kipróbálták, 

működött 



Génbeütés, illetve géncsere

Ebben az esetben a homológ rekombináció működik (HR)

Plazmid donorral működik, de megy oligonukleotid donorral is



Célzott mutációval transzgénikus egér, mely 

lox-P helyeket hordoz

Másik példa: szarvasmarha génbeütés (lysostaphin) 

casein lokuszra



Parkinson kórban szerepet játszó két 

mutáció

Példa knock-in használatra emberi sejtekben



Nemcsak vágás, de transzkripciós aktiválás, 

receptorfüggő aktivitás, represszálás, metiláció is 

kivitelezhető



Honnan szerezhető be?



Hátrányok

•Nagyon erős protein mérnökség 

háttér kell

•Drága

•Szellemi tulajdon problémák 

(növényeseknél)

•Toxicitás

•Offtarget hatás



Xanthomonas oryzae pv. oryzae

• Komoly penészt okoz rizsen, fűféléken, 

sáson.

• A baktérium TAL effector része 

transzkripcionálisan aktiválja a rizs 

betegség-fogékony S génjét.



A TALEN technológia: TAL effector+ FokI endonukleáz

TAL effector DNS kötő domén felhasználása

Xantomonas baktérium termeli, bejut a növényi sejtmagba, és olyan 

géneket aktivál, mely a fertőzést elősegíti 

DNS kötő doménnel rendelkezik, mely egy adott helyen hipervariábilis de 

pontosan lehet tudni, hogy mely aminosavcserék kellenek a megfelelő 

bázisok felismeréséhez



TALEN

• DNS hasító rész:

– FokI restrikciós endonukleáz

– Nem specifikus

– DNS hasítását végzi



A TALEN rendszer működése



Kiütés mellett lehetőség van aktiválásra is, 

represszióra stb.

Emlős sejttenyészetben promóterre tervezve, aktivátor doménnal 

felszerelve az expressziót 20X növelték (idegi növekedési faktor)



TALEN milyen fajokban működik (példák)

•Növények

•Különböző állati sejtek

•ES sejtek, iPS sejtek

•Saccharomyces

•Zebradánió

•C. Elegans

•Patkány

•Egér

•Disznó, Szarvasmarha, kecske, 

•Nyúl



Hogyan szerezhető be?

Plazmid kitként megvásárolható

Meg is vásárolható szőrőstől-bőrőstől



TALEN tervezés

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

• http://talen-hit.cellectis-

bioresearch.com/target/talenHitSearch

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

ngate/voytas
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TALEN targeter ereménye



TALEN összeszerelése



Egy példa patkányban

2. Target konstrukció: patkány IgM génre

1. Talen és a FokI restrikciós domén összerakása

3. Injektálás patkány korai embriókba DNS formában



Eredmény ellenőrzése T7 nukleázzal

Patkány sejt       Patkány 7/74



Technológia finomítása (koncentrációk és injektálási formák)

1-154 hosszú deléciók

Mozaikos egyedek is

Dupla KO egyedek is



Az állatok örökítik a módosítást



Funkcionális vizsgálatok



Példák

• Terápiás célkora – in vitro kísérletek



Példák



Előnyök/hátrányok

•Nem kell fehérjés szakértő

•Olcsóbb

•Szellemi tulajdonok ok

•Toxicitás

•Offtarget hatás

•Jó sok klónozás



CRISPR/Cas9
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats



CRISPR/Cas9 rendszer



CRISPR/Cas9 rendszer

Baktériumok immunrendszere, behatoló fágok és plazmidok ellen



45 Cas gén család

3 fő divízió, sok aldivízió

CRISPR/Cas9 rendszer



A bakteriális „immunrendszer” részletesebben



CRISPR/Cas9 rendszer

PAM szekvencia

http://www.casblastr.org/

http://www.casblastr.org/


CRISPR/Cas9 rendszer átalakítása



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

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

CRISPR/Cas9 rendszer

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

Nonhomologous end joining Homology-direct repair

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



CRISPR/Cas9 rendszer

http://crispr.mit.edu/

1. guideRNS tervezés

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

437766687252

https://www.dna20.com/eCom

merce/cas9/input

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

CRISP/designcrispr.html

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

Finder/index.php

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

esign
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Egy  CRISPR tervezés végeredménye



Munkamenet 1

•Cél oligonukleotid rendelése

•Vektorba ligálás

•Tisztítás, ellenörzés



PCR

Gélelektroforézis

Fragment-izolálás gélből

A PCR termék Prot. K és SDS kezelése

Fenol/kloroformos precipitáció 

mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit in vitro 

transzkripció

Tisztítás

Munkamenet 2

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


Cas9 

Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9)



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

pyogenes

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

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

region=HU

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

smartnuclease/ordering

Cas9 mRNS

Cas9 fehérje

Cas9 

In vitro transzkripció, vagy meg kell 

venni
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Mikroinjektálás

nyúl

sertés

kecske

blasztociszta



Ellenőrzés T7 endonukleáz emésztéssel



Az események szekvenálása

Wt TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTATGAAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

5BKK TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAAC-----------GGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

8BKK TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCA--------------GACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

5BT TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTATG-------GTACAAGGTATACTGGAATCCGA

9FBL TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTATGA----CGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

9F TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAACCTA---AAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

7/3 TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCAAAC-----------GGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

5JT TTTGTGCAAATCCTGAGGCTCATCTAA------AAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGA

11 bp del
14 bp del

7 bp del
4 bp del
3 bp del

11 bp del
6 bp del/3 ins



Öröklésmenet

XF0

F1
X

F2
X



Cas9 Nickase



CRISPR/Cas9 rendszer, mint aktivátor

CRISPR/Cas9 rendszer, mint gátló 

faktor



„Új” Crispr- Cpf1 rendszer, egyetlen guide RNS



Vannak nem működő rendszerek!!!



Példák

• In vitro alkalmazás terápiás célokra







Mezőgazdasági alkalmazások: toll nélküli 

csirke

•Természetes mutáció

•Fontos lehet a 

trópusokon a helyi 

fajtákban

•A megfelelő PGC sejtek 

készen állnak





• A  Myostatin az izom növekedés negatív szabályozó faktora.

• Ha nem működik szuperizmolt állatok alakulnak ki.

• Több állatfajban kialakult a természetes mutáns, genom 

editálással kialakítható olyan állatokban is, ahol eddig nem 

találtak mutánst.

Termelési tulajdonságok akár ugrásszerű növelése: 

Myostatin gén elrontása

Természetes

Genom 

editált

A NAIK-MBK is bekapcsolódott ezekbe a kutatásokba (nyúl).



PRRSV rezisztens sertések

CD163 génben 

hordoznak mutációt

Védekezés új kórokozókkal szemben



•Immunválaszban szerepet játszó „RELA” gén célzott mutációjával 

kialakítható a varacskos disznóra jellemző rezisztencia. Egyetlen mutáció 

nagyfokú, 5 mutáció teljes rezisztenciát eredményez. Skóciában elkészült 

mindkét változat. A NAIK-MBK is készen áll technológiai értelemben. 

Védekezés új kórokozókkal szemben

2018-ban megjelent

Gyógyíthatatlan, karantén betegség

Vakcina nincs

Modern lehetőségek:

Újgenerációs rekombináns vakcinák        

(hosszú fejlesztési idő)

Precíziós nemesítés: genom editálás

Afrikai varacskos disznó-reszisztens Editált, rezisztens házisertés
Genom editálás: 

CRISPR rendszer

Afrikai sertéspestis vírusa



Más fajtákban meglévő kedvező tulajdonságok 

azonnali bevitele, a fajtajelleget megtartva  

Holstein. Tülökkel rendelkezik, 

veszélyt jelent.
Angus fajta, 

nem rendelkezik tülökkel.

Hagyományos  megoldás.

Etikailag, orvosilag aggályos.

Genom szerkesztett Holstein állatok,  hasonló mutációval mint az Angus. A bikaborjú telepek 15%

-kal magasabb hasznot érhetnek el. (Mindent olcsóbb tervezni, mert az állatok nem veszélyesek.)



Xenotranszplantáció

Endogén retrovírusok???

Klónozással készült KO 

sertések, melyek nem képesek 

ezt a sejtfelszíni markert 

szintetizálni. Gyakorlatilag 

alkalmasak szívátültetésre.



Sertés endogén retrovírus menetsítés



X

„Unisex állatok”
CSAK FIÚ

CSAK LÁNY

Mutáció az SRY 

promóterben





BAMA törpesertésből (35-50 kg) növekedési hormon 

receptor hiányos, 1600 dollár

Érdekességek: Szuper-mini sertés háziállatnak



Érdekességek: Fajok újraélesztése CRISPR 

technikával



Az első genetikailag módosított emberi embriók/B-globin gén  



Asilomar árnyékában

- 1975 februárjában a kaliforniai Asilomar-ban 

gyűltek össze kutatók, hogy egy saját

szabályrendszert dolgozzanak ki a rekombináns

DNS-el való munkára

- 2015 január: a kaliforniai Napa-ban



A 2015-ös GeneEditSummit főbb ajánlásai:

• az alap- és preklinikai kutatásban, ha azok nem végződnek

terhességben, tulajdonképpen zöld fényt kapott a technológia

• a testi sejtek módosítása (vagyis nem örökíthető

genomeditálás), akár klinikai szinten, szintén tovább fog 

folytatódni, természetesen a páciensek beleegyezése

szükséges ehhez;

• az ivari sejtek módosítása azonban egyelőre még túlságosan

sok kérdést vet fel, így ellenjavallt (vagyis, ha úgy vesszük

részleges moratórium azért lesz), és ez addig nem is változik, 

amíg egyrészt az alapkutatások nem tisztázzák pontosan a 

CRISPR eljárás hatékonyságát és pontosságát, illetve nem

alakul ki valamilyen szintű társadalmi konszenzus arról, hogy

erre valóban szükség van.



Az első genom editált babák 2018

CCR52 gén célzott allélcsere- HIV fertőzés nem lehet 



Új utakon?- RNS editing

Jelenleg sejtes rendszerekben működik 



GMO vs. genomszerkesztés a magyar

közvélemény szemében





Ezt már tényleg meg lehet csinálni!!!



Szabályozzuk, vagy ne?

Az egész társadalomnak kell elvégezni a döntést 

Szabályozzuk

Nem szabad a technológiát szabályozni

A szabályozást a célok meghatározásánál érdemes elvégezni

Előnyök/hátrányok teljes és átlátható feltérképezése


