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PRECIZIOS NEMESITESI ELJARASOK ALKALMAZASA
A FENNTARTHATO ES FELELOS ALLATTENYESZTES
ELOSEGITESERE

LAZAR BENCE - GOCZA ELEN
OSSZEFOGLALAS

Az allattenyésztés célja tobbek kdzott a haziallatok szelektiv keresztezésével a betegségekkel
szembeni rezisztenciaval, jobb termékenységgel, hosszu élettartammal rendelkezd, a takarmanyfor-
rasokat jobban felhasznalé tenyészallatok [étrehozasa. Az Uj generacios genomszerkesztési eljarasok
lehetdvé teszik a célzott szelekciot és a szelekcios id6 lerviditését. A precizidés genomszerkesztési
technikak, mint a cink-ujj nukledzok, a TALEN és a CRISPR/Cas9 segitségével pontosan tervezhetd
a génszerkesztés helye, és joval hatékonyabban lehet célzott genetikai valtoztatasokat létrehozni,
mint a hagyomanyos génmaodositasi eljarasokkal. Haszondllatok esetén is ezek a modszerek a
legelterjedtebbek, ha a cél specifikus genomi moédositasok létrehozasa. A genomszerkesztés
terliletén azonban szamos technoldgiai, etikai és jogalkotasi kérdés is felvetédik. Ahhoz, hogy
ezt az Uj technoldgiat aggalyok nélkil lehessen alkalmazni és az Eurdpai Unids jogi kdrnyezetben
is valtozas kovetkezhessen be, elengedhetetlen a genomeditalasi technolégidk tovabbi alapos
vizsgdlata és tokéletesitése, valamint a folyamatos és hatékony parbeszéd is. Jelen munkéban
jellemezzik a preciziés nemesités soran alkalmazott modszereket, attekintjik a technoldgia helyét
napjaink allattenyésztésében és példakkal szemléltetjik a felhasznélasi médokat, lehetéségeket.

SUMMARY

Lazar, B. — Gécza, E.: THE USE OF PRECISION BREEDING TECHNIQUES TO PROMOTE
SUSTAINABLE AND RESPONSIBLE LIVESTOCK PRODUCTION

The aim of animal husbandry is to produce animals with improved disease resistance, fertility,
longevity and better use of feed resources by selective cross-breeding. New genome editing
techniques allow targeted selection and shorter selection times. Methods such as zinc finger
nucleases, TALEN and CRISPR/Cas9 can be used to precisely plan the location of gene editing and
to create targeted genetic changes much more efficiently than conventional gene-editing techniques.
These methods are also the most widely used in farm animals when the aim is to create specific
genomic modifications. However, a number of technological, ethical and legislative issues arise in
the field of genome editing. In order to ensure that this new technology can be used without concern
and that the legal environment in the European Union changes, further thorough investigation and
refinement of genome editing technologies is essential, as is a continuous and effective dialogue. In
this paper, we describe the methods used in precision breeding, review the place of the technology
in today’s livestock production and illustrate its uses and potential with examples.
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BEVEZETES

Az CRISPR/Cas9 rendszeren alapul6 genomszerkesztési moédszerek fejlesztése
forradalmasitotta a precizids nemesités teriiletét, és lehetévé tette a haszonallatok
genomjanak sokkal egyszer(ibb és hatékonyabb mdédositasat (Urnov és mtsai,
2010; Joung és Sander, 2013; Laible és mtsai, 2015; Georges és mtsai, 2019).
A CRISPR technolégiat el8szér 2013-ban alkalmazték sikeresen emlds sejtekben
(Cong és mtsai, 2013), majd azéta is széles korlien haszndljak kllénb6zd sejtvo-
nalakban és emlds fajokban egyarant, ideértve a haszonallatokat is. A technologia
segitségével javitani tudjuk a haszonallatok termelési tulajdonsagait, egészségét
és jOlétét, egyre fejlettebb human betegségmodelleket tudunk Iétrehozni, valamint
termeltethetlink gyogyszerfehérjéket is az igy |étrehozott allatokban. A médszer
jelentéségét jol mutatja, hogy csupan 8 évvel a kifejlesztése utan 2020-ban Jennifer
Doudna és Emmanuelle Charpentier kémiai Nobel-dijat kaptak érte.

A precizidés genomszerkesztési technikak, mint a cink-ujj nukledzok (ZFN,
Zinc Finger Nucleases), transzkripcié aktivator-szerd effektor nukledzok (TALEN,
Transcription Activator-Like Effector Nucleases) és a halmozottan el&fordulo,
szabalyos kdzdkkel elvalasztott palindromikus ismétlédések (CRISPR, Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) segitségével pontosan tervezheté
a génszerkesztés helye, és joval hatékonyabban lehet célzott genetikai valtozta-
tasokat létrehozni, mint a hagyomanyos génmadositési eljarasokkal. Az utdbbi
években a CRISPR-alapu genomszerkesztés hatékonysagat sikerult megnovelni,
igy napjainkban a technoldgia lehetévé teszi akar tdbbszoérds mddositasok egy-
szerre torténd elvégzését is (Georges és mtsai, 2019). Haszonallatok esetén is ez
amobdszer a legelterjedtebb, ha a cél specifikus genomi médositasok |étrehozasa.

A témat kisérd kitlintetett figyelemnek és az alkalmazasokban rejlé nagy le-
het6ségeknek kdszdnhetben a befektetdk vilagszerte tdmogatjak a technoldgia
fejlesztését, igy az Uj CRISPR/Cas9-alapu eszkozok listaja folyamatosan bévdil.
A genomszerkesztés terliletén azonban szamos technoldgiai, etikai és jogalkotasi
kérdés is felvetddik. Ahhoz, hogy ezt az Uj technoldgiat aggalyok nélkll lehessen
alkalmazni és az Eurdpai Unids - egyeldre féként tiltd - jogi kbrnyezetben is valtozas
kovetkezhessen be, elengedhetetlen a genomeditalasi technolégiak tovabbi ala-
pos vizsgalata és tOkéletesitése, valamint a folyamatos és hatékony parbeszéd is.

KEZDETI LEPESEK

Az 1970-es években a restrikcids endonuklazok megjelenése jelentette az elsé
mérfoldkovet a DNS szerkesztésében. Ezek az enzimek 4-8 bazispar hosszusagu
szekvenciakat ismernek fel, igy nem alkalmasak a teljes genom precizids szer-
kesztésre, azonban képesek rovidebb DNS szekvencidkat célzottan hasitani, igy
megalapoztak a molekularis kiénozast (Cohen és mtsai, 1973).

A koévetkezd nagy horderejli felfedezés a homolég rekombinacié (HR) célzott
szekvencia bevitelre torténd felhasznalasa volt, amelyet 1985-ben mar emlds sej-
tekben is sikeresen alkalmaztak (Smithies és mtsai, 1985). A rekombinéacié alapjaul
szolgald kettds szalu DNS térés ebben az esetben véletlenszerlien térténik meg, igy
amodszer hatékonysaga rendkivil alacsony. Tovabbi probléma, hogy sok esetben
a donor DNS a genom nem célzott részeire is beépul (akar hatékonyabban, mint
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a célzott részekre) (Lin és mtsai, 1985). Hatranyai ellenére Iényeges lIépcsbéfok volt
a precizids modositasok fejlesztésében, mert el6szoér adott lehetéséget célzott
génbevitelre, ezzel alapjaiban valtoztatva meg a genetikai kutatasokat.

SZERKESZTES MODOSITOTT NUKLEAZOKKAL

A kodvetkezd 1épés annak az igénynek a kielégitése volt, hogy helyspecifikusan
lehessen kettds szalt DNS torést eléidézni, mert ez nagyban névelné a hatékony-
sagot. Ezt Un. meganukleazokkal érték el, melyek felismer6 helye a restrikcids
endonukleazokénal nagyobb (14-40 bazispar), igy akar teljes genomokban is
hasznalhatok a specifikusabb hasitasnak kdszénhetéen (Rouet és mtsai, 1994).
Rendkivil sok meganukledzt azonositottak, azonban kevés nukleaz rendelkezett
olyan célszekvenciaval, amely valéban hasznosithaté volt a kivant médositasok
elvégzésére. A célszekvenciak médositasa ugyan lehetséges, de bonyolultnak
és draganak bizonyult, igy a mddszerrel elérhetd szekvenciak és él6lények sza-
ma korlatozott maradt (Rosen és mtsai, 2006; Seligman és mtsai, 2002). Ezek a
természetben megtalalhaté nukledzok moédositasaval eléallitott endonukleazok

A Fokl restrikciés endonukledz DNS-hasité doménjének és cink-ujj motivumok-
nak a fuzidja jelentette a kdvetkez6 jelentés mérféldkovet. A cink-ujj motivumok
DNS-ko6td domének, melyek egy harom bazisparos tripletet képesek felismerni.
Tobb ilyen motivum 6sszefl(izésével szekvencia-specifikus DNS felismerés valik
lehetbvé. Ha ezt 6sszekapcsoljuk a Fokl DNS-hasitd6 doménnel cink-ujj nukledzokat
(ZFN) kapunk (Kim és mtsai, 1996). A Fokl nukledzok miikddéséhez a dimerizacio
elengedhetetlen, igy a DNS minkét szalara a megfeleld tavolsagban ZFN-ek ter-
vezése szlkséges. Ha megtorténik a dimerizacié a nukleaz képes kettés szalu
DNS torést el6idézni. A cink-ujj nukleazok elterjedése és folyamatos fejlesztése
a korabbiakhoz képest joval tdbb szekvencia megcélzasat és ezaltal preciz mé-
dositasok elvégzését tette lehetévé. Mindazonaltal a ZFN-ek attervezése Uj cél-
szekvenciara draga és meglehetésen komplikalt folyamat. A hatékony mikodés
minden esetben optimalizacios 1épéseket is igényelt, illetve a cink-ujj domének
szekvencia specificitasa attél is fligg, hogy milyenek a szomszédos domének,
ezzel tovabb bonyolitva a folyamatot.

A Xanthomonas ndvényi patogén baktériumokban felfedezett TALE fehérjék
segitettek a preciziés genomszerkesztés modszertananak tovabbfejlesztésében
(Moscou és Bogdanove, 2009; Boch és mtsai, 2009). A TALEN (transcription
activator-like effector nucelase, transzkripcids aktivator-szer( effektor nukleaz)
megjelenésével a DNS szekvencia felismerésének pontossaga fejlédott. A TALEN
DNS-koté doménje harom helyett mar egy nukleotid pontosaggal képes a bazisok
felismerésére. A ZFN-nal bemutatott médhoz hasonléan a felismeré domének
sorba kapcsolasaval alakithaté ki a felismerd régio, majd ezt a Fokl DNS-hasitd
doménijével fuzionalva egy az eddigieknél sokkal pontosabb eszkdzt kapunk (Miller
és mtsai, 2011; Christian és mtsai, 2010). A TALEN rendszernek szamos elénye
volt a ZFN-nal szemben: kevesebb optimalizalasra volt sziikség, csak 4 felismerd
domént kell hasznalni (a ZFN 64 felismerd doménjaval szemben), a specificitas
nem érzékeny a szekvencia kdrnyezetre. A technika fejlesztésével a médszer egyre
hatékonyabb lett, de az alapvetd nehézségeken (minden célszekvencia esetében
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uj fehérjét kell 1étrehozni, amit rdadasul bazisonként kell 6sszerakni) nem lehetett
valtoztatni, igy a technika forras- és munkaigényes maradt.

A CRISPR/CAS9 RENDSZER

1987-ben Ishino és mtsai fedeztek fel furcsa ismétlédé szekvencidkat az
Escherichia coli baktérium genomjaban, azonban a funkciéjukra még sokaig nem
sikerult fényt deriteni. Ugyan a szekvenciakat mas baktériumokban is megtalaltak,
de sokaig az elfogadott allaspont az volt, hogy csupan ,,junk”, funkcié nélkili DNS-
rél van sz6 (Ishino és mtsai, 1987). Joval kés6bb 2005-ben siker(lt bizonyitani, hogy
az ismétlédések kozott talalhatd szekvencidk (,Spacerek”) a virdlis genomokkal
mutatnak nagyfoku egyezést (Mojica és mtsai, 2005; Bolotin és mtsai, 2005)., és azt
is feltételezték, hogy egyfajta virusokkal szembeni védekezd mechanizmus lehet
a szereplk (Makarova és mtsai, 2006). Par évvel késébb ezt sikerllt bizonyitani
is, illetve egyre részletesebben leirtak a bakterialis ,immunrendszer” elemeit és
miikddését (Barrangou és mtsai, 2007; Marraffini és Sontheimer, 2008; Brouns és
mtsai, 2008; Garneau és mtsai, 2010; Deltcheva és mtsai, 2011). Osszefoglalva: az
genom CRISPR lokuszanak ismétlései kozé a Cas (CRISPR asszocialt fehérje 9)
enzimek mukodésének kdvetkeztében. Erdekesség, hogy a virdlis genomszakaszok
beéplilése idérendben torténik, igy a I6kusz vizsgalataval az is feltarhatd, hogy a
baktérium mikor és milyen virussal talalkozott. Ha ezek utan ismételt virusfertézés
zajlik, fokozddik a Cas fehérjék, a tracrRNS-ek (transz-aktivalé CRISPR RNS) és a
pre-crBNS-ek atirédasa. Utébbi feldarabolddik és érett crRNS-ek képzddnek beldle.
Ezt kdvetéen a Cas komplexet képez a tracr- és crRNS-ekkel, mely komplex mar
szekvencia specifikusan tud kotddni a viralis DNS-hez és elhasitja azt. Lathato,
hogy a rendszer egyfajta immunmemoriaként mlkddik és tovabbi elénye, hogy
Orokitheté védelmet biztosit a baktérium utddsejtjei szamara is.

2012-ben siker(lt bizonyitani, hogy a rendszer effektor fehérjéi in vitro korul-
mények kozott is képesek a DNS hasitasra, tovabba lehetséges crRNS spacer
szakaszat médositani, igy tetsz6leges DNS szekvencia felismerhetd és elhasit-
hat6 (Jinek és mtsai, 2012; Gasiunas és mtsai, 2012). A rendszer segitségével
sikeresen moédositottak emlds sejtek és allatok genomijat is (Cong és mtsai,
2013; Mali és mtsai, 2013; Jinek és mtsai, 2013). A kdnnyebb alkalmazhatésag
kedvéért a tracr- és crRNS-eket Osszekapcsoltak egy kovalens kotéssel, ezt a
komplexet guideRNS-nek (gRNS) hivjuk. Ezekkel az eredményekkel a kutatok
CRISPR/Cas9 rendszer alapjait fektették le és megnyitottédk az utat a kdvetkez8
évtized fejlesztései elétt. A kordbban bemutatott fehérje-DNS kolcsdnhatason
alapuld modszerekkel (meganukledz, ZFN, TALEN) szemben a CRISPR/Cas9
nagy elénye, hogy a szekvencia felismerés RNS-DNS interakcién alapul, tovabba
csak a gRNS-en talalhaté spacer szekvencia (20 bazis) médositasa sziikséges
az Uj célszekvencia kivalasztasdhoz (nincs szlikség fehérjemérndkségre). Tehat
a korabbi technikdkhoz hasonlitva nagyon gyorsan és relative olcsén hozhatdk
létre expresszids konstrukciok, ennek kdszénhetéen a rendszer révid id6 alatt és
széles korben terjedt el szamos kutatasi terlileten.

A célzott genommaddositas soran a CRISPR/Cas9 rendszer Cas9 fehérjéje te-
hat szekvencia-specifikus kettds szali DNS torést idéz eld. A torés javitdsa soran
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torténhet meg a kivant modositas, mely alapvetéen két Uton valésulhat meg:
nem homolég végek dsszekapcsolasa (Non-Homologous End Joining, NHEJ) és
homoldgia iranyitott rekombinacié (Homology-Directed Repair, HDR) (1. abra).

A NHEJ esetében hibajavité enzimek végzik a DNS szélak 6sszekapcsolasat,
mely soran az enzim hibazhat, ezzel inszercidkat vagy delécidkat hozva létre. Ha a
javitas soran nem torténik hiba, akkor az adott DNS szakasz Ujbdl szubsztratja lesz
a Cas9-gRNS komplexnek, igy a vagas és javitas Ujra megtodrténhet, ezzel Ujabb
lehet6séget kindlva a hibazasra. Ezt a mddszert gének kilitésére lehet felhasznalni,
hiszen a hibas javitds eredményeként a leolvasasi keret eltolddhat, illetve korai
STOP kddon alakulhat ki, igy a fehérjék funkcié veszte kdvetkezik be (Cong és
mtsai, 2013; Mali és mtsai, 2013; Jinek és mtsai, 2013) (1. abra).

A HDR soran egy masik jelenséget hasznalunk ki: a kettés szali DNS torés
javitasa a testvérkromatida homoldg informécid tartalma alapjan torténik. Ha a
rendszerhez f6l6slegben adunk homoldg donor DNS szekvenciat, akkor bizonyos
esetekben a javitas a testvérkromatidat imitalé donor DNS szekvenciarél torténik
meg, igy beépitve a homoldg karok altal kdzrefogott szekvenciat (Li és mtsai,
2013). (1. abra) Egy alternativ felhasznalas soran a Cas9 hasitd képességét kikap-
csoljuk (dCas9), igy hasitas helyett mas fehérjéket (transzkripcids aktivator vagy
represszor) iranyithatunk a célszekvenciahoz ezzel névelve vagy csdkkentve a
gén expresszibjat (Perez-Pinera és mtsai, 2013; Gilbert és mtsai, 2013). A rendszer
alkalmas tovabba epigenetikai médositasok elvégzésére (Hilton és mtsai, 2015;
Kwon és mtsai, 2017; Kearns és mtsai, 2015) és fluoreszcens markerek elhelye-
zésére is (Ma és mtsai, 2015; Knight és mtsai, 2015).

Az utébbi években CRISPR/Cas9 rendszerre alapozva jelent meg a ,base-editing”
technika, mely soran egy bazis cseréje lehetséges rendkivil nagy pontossaggal.
komplex végzi a cserét a C-rél T-re vagy A-rol G-re (Komor és mtsai, 2016; Gaudelli
és mtsai, 2017). Ennek tovabbfejlesztése a ,prime-editing” mddszer, ebben az
esetben mar minden bazis cseréje lehetséges kettds szalu DNS térés nélkil.
A rendszer egy nikdz Cas9 és egy reverz-transzkriptaz egylttesébdl all (Anzalone
és mtsai, 2019).

A MATE Allatbiotechnolégia tanszékének mtsai is hatékonyan alkalmazzak az
Uj genomeditalasi médszereket egéren (Palinkas és mtsai, 2019), illetve nyulon
(Pethed és mtsai, 2021; Hornyik és mtsai, 2020; Pintér és mtsai, 2020).

A kilénb6zd technikak f6bb jellemzdit, illetve elényeiket és hatranyaikat az
1. tablazatban foglaltuk dssze.

A PRECIizIOS GENOMSZERKESZTES HELYZETE
AZ ALLATTENYESZTESBEN

Avilag ndvekvd népességének élelmezése érdekében a mezdgazdasag termelé-
kenységének ndvekedni kell, ezzel parhuzamosan sziikségszerUl lenne minél fenn-
tarthatobb moédon megvalésitani azt. Ebben a genomeditalt haszonallatoknak nagy
szerepe lehet, azonban az igy eléallitott allatok és a beldlik készllt allati termékek
ellendrzése tovabbra is kidolgozatlan. A technolodgiai attdrések eredményeként a
multban a transzgénikus allatok ellenérzésére Iétrehozott szabalyozasok elavultak és
a jelek szerint mar nem megfeleléek az Uj technologiak esetében (Liu és mtsai, 2022).
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1. abra: A CRISPR/Cas9 rendszeren alapulé genomszerkesztés modjai
Jiang és Doudna (2017) alapjan szerkesztve
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Figure 1. Types of genome editing based on the CRISPR/Cas9 system

Az ember mar régobta torekszik az allatok szelektiv tenyésztésére. Oseink pl. a
temperamentum alapjan valogattak az egyedeket, hogy a fogsagban val6 szapo-
ritasra alkalmasabbak legyenek. Ma mar léteznek olyan technoldgiak, amelyek
lehetévé teszik a mutaciok célzott bevitelét, ami nagyobb genetikai valtozatossagot
biztosit az allattenyészték szamara. Bar a kutatdi kozdsség néhany mezégazdasagi
alkalmazast mar megvaldsitott, ezek nem kerulhettek at a termelésbe részben a
kozvélekedés, részben a szabalyozasok kdvetkeztében. Ugy tlinik, hogy az Uj
generacios precizidés nemesitési technoldgidk megjelenésével és fejlédésével
enyhllni latszik az eddigi szabalyozast jellemz6 teljes elutasitas.

Vilagszinten az allattenyésztés szamos agazata, tdbbek kdzott a sertésekkel,
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1. tablazat
A precizids genomszerkesztési modszerek 6sszehasonlitasa
Wang és mtsai (2022) alapjan szerkesztve
Modszer Célszekvencia | Célszekvencia Elényok Hatranyok
felismerése hossza
cink-ujj cink-ujj fehérje monomer: Elsé modszer Draga és bonyolult
nukledzok (fehérje-DNS | 9-18 bp, par: a célzott tervezés és létrehozas,
interakcio) 18-36 bp modositasra fehérjemérndkséget
igényel, nem elég
hatékony, limitalt
célszekvencia
TALEN TALE fehérje monomer: Célszekvencia Az egységek Osszedllitasa
(fehérje-DNS | 14-20 bp, par: rugalmasan komplex molekularis
interakcid) 28-40 bp modosithato, biolégiai médszereket
kevés off-target igényel, citotoxicitas,
vagéas nagy méret miatt nehéz

sejtbe juttatas
CRISPR/Cas9 guide RNS 20 bp guide | Olcso, egyszerlen Gyakoribb off-target

(RNS-DNS + PAM tervezhetd, vagas, homoldg

interakcio) szekvencia multiplex rekombinacio
modositas hatékonysaga alacsony
lehet6sége

Table 1. Comparison of precision genome editing methods

szarvasmarhakkal és baromfival foglalkozék is nyitnak a technolégia felé, igaz
egyelbre leginkabb az akadémiai kdzosséggel vald egylttmikddés révén. Re-
mélhetdleg a genomszerkesztett haszonallatok (Fahrenkrug és mtsai, 2010),
amelyek nem tartalmaznak transzgéneket, idével utat taldlnak majd a szabalyozasi
rendszeren keresztil. . ;

Erre kezdeti példakat mar talalhatunk a vilagban. Az Egyesilt Allamok Elel-
miszer- és Gyodgyszerligyi Hivatala (FDA) 2020-ban engedélyezte a GalSafe™
sertések orvosi és élelmiszeripari felhasznalasat, igy a vilagon ez az elsé olyan
genommaodositott haszonallat, amelyet orvosi alkalmazasokra és emberi fogyasz-
tasra is alkalmasnak itéltek (U.S. Food and Drug Administration: FDA Approves
First-of-Its-Kind Intentional Genomic Alteration in Line of Domestic Pigs for Both
Human Food, Potential Therapeutic Uses 2020). Kés6bb 2022-ben az FDA beje-
lentette, hogy alacsony kockézatl mindsitést adott két ,PRLR-SLICK” genomszer-
kesztett hismarhanak és utddainak, beleértve a beldlik eléallitott termékeket is,
miutan megallapitotta, hogy a célzott genetikai modositas nem vet fel biztonsagi
aggalyokat. Az mddositas hagyomanyos tenyésztésli szarvasmarhaknal is meg-
figyelhetd rovid szérzetet eredményez, amelyet ,slick” sz8rzetnek neveznek. Mas
orszagokban, mint Argentina, Ausztralia és Brazilia, nem szlkséges szabalyozas,
ha a génszerkesztett allatok nem tartalmaznak idegen DNS-t (transzgént) (Lema,
2019; Thygesen, 2019).

A genomszerkesztett allatokban rejlé hatalmas potencidl az elsd 1épés lehet a
sulyos kérnyezeti és élelmiszerbiztonsagi kihivasok hosszu tavi megoldasara.
A genomszerkesztési modszerek bevezetésének akadalyai, beleértve a kdzvéle-
ményt és a szabalyozasi kornyezetet egyelére fennallnak, ezek a tényezék azon-
ban valtozhatnak és talan mar jelenleg is valtozéban vannak. Rendkivil fontos,
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hogy a kormanyok, a kutatdk, a tenyészték és a fogyasztok képesek legyenek
egyuttmUkodni és hatékonyan kommunikalni. A DNS-mentes szerkesztési tech-
nikak - példaul a CRISPR/Cas9 rendszer és a base-editing - alkalmazasa segithet
a kdzbizalom elnyerésében.

BETEGSEGEKKEL SZEMBENI ELLENALLO KEPESSEG JAVITASA

A genomszerkesztés egyik legfontosabb alkalmazasa a haszonallatoknal a
kérokozékkal szembeni ellendlld képesség vagy tolerancia javitasa. A haszonal-
latok fert6z6 betegségei nemcsak hatalmas gazdasagi veszteségeket okoznak
az allattenyésztési agazatnak, hanem az emberi egészségre is karosak lehetnek.
A betegségekkel szembeni ellenallé képesség Osszetett és leggyakrabban poligénes
tulajdonsag, igy a hagyomanyos genetikai szelekcid alkalmazasa koéltséges, id6-
igényes és nem elég hatékony. Rdadasul a vakcinak és antibiotikumok széles kor(
alkalmazasa bizonyos mértékig visszavetette a betegség-rezisztencia szelekcid
fejlesztésének slirgésségét. A kdzelmultban a genomszerkesztési technolégia,
kuléndsen a CRISPR/Cas9 altal létrehozott preciz médositas nagymértékben
javitotta a betegségekkel szemben ellenall6 allatok tenyésztésének lehetéségeit
és hatékonysagat.

A sertés reprodukcids zavarokkal és Iégz&szervi tliinetekkel jaré szindromajat
(PRRS, Porcine Reproductive and Respiratory syndrome) virus okozza és min-
den évben jelentés karokat okoz az agazatnak. A PRRS virus tlinetei sokrétliek
lehetnek: a sertések minden korcsoportjaban légz6szervi betegséget okoznak,
illetve a kocakban szaporodasi zavarokat is eléidéznek. Kartétele azért is lehet
ilyen jelent8s, mert jél terjed levegd altal is, tovabba fokozza mas virusok és bak-
tériumok karokozasat (Whitworth és Prather, 2017). 2007 6ta tudjuk, hogy a virus
a CD163 receptorokon keresztll képes a fertézésre, majd 2016-ban publikaltak
az elsé olyan eredményeket, amelyben a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével ki-
Utotték a CD163-at sertésekben (Whitworth és mtsai, 2016). Az allatok ezt kvetéen
nem fertézédtek a virussal, s6t sem a virus, sem az ellene termelt antitestek sem
voltak kimutathatoak. Ezt kévetéen a vilagon mas csoportok is reprodukaltak az
eredményeket, szintén pozitiv eredményeket kapva (Wells és mtsai, 2017; Yang
és mtsai, 2018; Guo és mtsai, 2019).

A tuberkuldzis egy vilagszerte vezeté egészsegugyi probléma, amely egyben
zoondzis is. Evente mintegy 1,5 millié ember halalat okozza. A szarvasmarha-
tuberkuldzis nagy veszélyt jelent az allattenyésztésre, mivel jelenleg nem all
rendelkezésre hatékony stratégia a betegség felszamolasara vagy ellenbrzésére.
Az egér Sp110 fehérje (Sp110) expresszidja fokozza a makrofagok apoptédzisat a
Mycobacterium tuberculosis fertézésre adott valaszként, és segiti a gazdaszervezet
tuberkolézissal szembeni immunitasat, ami igéretes médot kinal a betegség elleni
védekezésre. Wu és mtsai sikeresen alkalmaztak a TALEN technolégiat az egér
SP110 génjének a holstein-friz szarvasmarha genomjaba térténd beillesztésére.
Az gén bejuttatésa révén a transzgénikus szarvasmarhak fokozott immunvélaszt
mutattak a tuberkolézis fertézéssel szemben (Wu és mtsai, 2015).

Hazityukok esetében tobb virus is jelents karokat okoz vilagszerte. Az madar-
leukézis virus (AVL, Avian leukosis virus) egy retrovirus és altaldban hosszu lap-
pangasi idd utan lymphoid daganatokat okoz. Ilgazoltak, hogy a chNHE1 receptor
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(Na*/H* exchanger isoform 1) felel az AVL virus bejutaséért és a CRISPR/Cas9
rendszer segitségével sikerilt homozigtéta chNHE1 génkilitott allatokat létrehozni,
amelyek rezisztensnek bizonyultak a betegséggel szemben (Koslova és mtsai,
2020). Egy masik jelentds virus a madarinfluenza virusa (AlV, Avian influenza
virus), mely az ortomixovirusok kdzé tartozik és szintén hatalmas karokat okoz a
baromfi agazatnak. A CRISPR/Cas9 segitségével sikerllt azonositani és médo-
sitani a chANP32A gént (hazityuk Acidic (Leucine-rich) Nuclear Phosphoprotein
32 Family, Member A), melynek kovetkeztében jelentésen cstkkent a sejtekben
a virus replikacié (Park és mtsai, 2021).

Az emlitett példak alapjan lathatd, hogy a precizidés génszerkesztés mddszerei
egy Uj stratégiat kinalnak az allatédllomany betegségekkel szembeni ellenallé-ké-
pességének, valamint egészségének javitasara.

TERMELESI PARAMETEREK JAVITASA

A kUldnbdz6 termelési paraméterek javitasa és ezaltal a hatékonysag ndvelése
szintén hozzajarulhat a globalis élelmiszerbiztonsag és fenntarthatésag tamoga-
tasahoz.

A miosztatin (MSTN), a vazizomzat tdmegének negativ szabalyozdja (McPherron,
Lawler és Lee, 1997) a génszerkesztés gyakori célpontja, mivel az MSTN gén
kiltése (knock-out, KO) az allattenyésztésben az allatok izomtémeg ndvelésének
eléseqitésére kinal stratégiat. Felnétt szovetekben a miosztatin szinte kizarélag
a vazizomzatban fejez6dik ki, de a zsirszévetben is kimutathaté mennyiségu
miosztatin RNS van jelen (Roberts és Goetz, 2003; Lee, 2004). A miosztatin funkci-
oOjat génkiltéses vizsgalatokkal tisztaztak, amelyekben a miosztatin KO egereknél
a vazizomzat sulya testszerte korulbelll megduplazédik (McPherron és mtsai,
1997). A miosztatin gént szamos kiilénb6z6 fajban elemezték, és szekvencidja
rendkivll jol konzervalt. Az MSTN természetes génmutécioirdl is beszamoltak
néhany szarvasmarhafajtaban (Grobet és mtsai, 1997; 1998), juhban (Boman és
mtsai, 2009), kutyaban (Mosher és mtsai, 2007) és emberben (Schuelke és mtsai,
2004). Ezek az allatok kettés izomtdmegU fenotipust mutatnak, dramaian megnéve-
kedett izomtdmeggel, ennek ellenére életképesek és termékenyek. Az MSTN gén
génszerkesztéssel torténd sikeres gatlasarél szamoltak be juh, kecske és sertés
esetében, ami az allatok ndvekedési teljesitményének fokozasahoz vezetett (Han
és mtsai, 2014; Ni és mtsai, 2014; Wang és mtsai, 2015).

Egyes vizsgalatokban egyszerre két vagy harom gént céloztak meg, ami kettés
vagy harmas gén KO-hoz vezetett. Wang és mtsai példaul a CRISPR/Cas9 rend-
szer segitségével MSTN és FGF5 KO kecskéket allitottak el a hustermelés és a
kasmirhozam javitasa érdekében (Wang és mtsai, 2015). A fibroblaszt névekedési
faktor 5 (FGF5) egy olyan fehérje, amely a sz6rndvekedést gatolja a dermalis papilla
sejtek aktivaldédasanak blokkolasaval. Ez a gén all az angéra fenotipus (hosszu
szOrzet) hatterében. Az MSTN és az FGF5 kilitésének hatékonysaga 15%, illetve
21% volt, és az allatok 10%-anal kettés génkilités volt tapasztalhato.

A tehéntej tapanyagokban gazdag, és az anyatej mellett idealis alternativ tej-
forrasként szolgéal a csecsemoék szamara. Mivel azonban a csecsemdk emészté-
rendszere még nem eléggé fejlett, a tehéntejben [évé emésztetlen B-laktoglobulin
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(BLG) felszivodhat és a csecsem8k immunrendszere kérokozéként azonositja, ami
tejallergiat eredményezhet. Yu és mtsai (2011) a BLG génkiltott tehenet allitottak
eld, ZFN technikaval a BLG antigenitasanak és immunogenitasanak csdkkentése
érdekében (Yu és mtsai, 2011). Ugyanezen célbdl Zhou és mtsai (2017) a CRISPR/
Cas9 rendszer segitségével sikeresen hoztak |étre BLG génkilitott kecskéket,
amelyeknél a BLG expresszidja jelentésen alacsonyabb volt az emlémirigyekben,
mint a vad tipusu kecskéknél. Ezek a vizsgalatok alternativ modszert kinalnak a
tejallergia csOkkentésére (Zhou és mtsai, 2017).

AZ ALLATOK JOLETENEK JAVITASA

A modern éllattartasban a szarvasmarhak napi kezelése nagy sérlilésveszélyt
jelent egymas és a gazdak szamara is. A szarvtalanitas stresszel és fajdalommal
jar a borjak szamara, igy allatjéléti szempontbdl megkérddjelezhetd. A legtdbb
hdsmarha esetében ismertek a szarvaltsagot okozo, természetben eléforduld
valtozatok. Egy angus tehén genomjabdl izolaltak ezt a gén varianst, és CRISPR/
Cas12a rendszerrel integraltdk egy Holstein-friz bikabol alapitott fibroblaszt tenyé-
szet sejtjeibe. A mddositott fibroblaszt sejtek szolgaltak donorsejtként a szomatikus
sejtmagtranszferhez, és az igy |étrehozott embridkat recipiensekbe Ultették at.
A szarvtalansagot embrionalis korban és egy utédon is sikerilt igazolni (Schuster
és mtsai, 2020).

Barmilyen allatokat érint6 terlleten fontos, hogy minél hatékonyabban allithassuk
eld a kivant egyedeket, vagy allomanyt. A genomszerkesztési vizsgalatok soran
is cél, hogy a mddositast hordozd egyedek Iétrehozasa minél kevesebb kisérleti
allat felnasznalasaval valésuljon meg, igy igazodva a 3R szabaly alapelveihez.

Hazitylkok esetében az embridbdl izolalhatd és in vitro tenyészetben hosszu
tavon sejtvonalként fenntarthatd (Whyte és mtsai, 2015) 8sivarsejtek (primordial
germ cells, PGC) a génmegdrzés legfontosabb sejtjei (Lazar és mtsai, 2021). Ezen
felll a madar genom szerkesztésének is legkorszer(ibb médszere az dsivarsejtek
maédositasa, majd visszalltetése recipiens embridkba, igy hozva létre ivarszervi
kimérakat, majd beld8lik genomeditalt egyedeket (2. abra/A, B) (Ballantyne és
mtsai, 2021). A visszalltetéshez steril egyedek lennének a legalkalmasabbak,
hiszen igy nem lenne kompeticié a donor és recipiens 8sivarsejtek kdzott az érett
ivarsejtek kialakitasaban. Ez a kompetici6 adja az ésivarsejteken alapulé méddszer
egyik f6 kihivasat is: jelenleg a kompeticio kdvetkeztében a technika hatékonysaga
alacsony, igy a genomszerkesztett egyedek létrenozasa soran szliikséges a nem
genomszerkesztett utédok szazainak szaporitasa is. A modszer hatékonysaganak
novelése érdekében az endogén Gsivarsejtek szamat busulfannal és y-sugarzassal
is lehet csdkkenteni, azonban ezek a modszerek gyakran az embrié pusztuldsahoz
vagy abnormalis fenotipushoz vezetnek (Nakamura és mtsai, 2010, 2012).

A preciziés genomszerkesztés azonban hasznalhat6 olyan médositasok létreho-
zasara, amelyekkel az endogén Gsivarsejtek eltavolithatok, igy a recipiens egyed
spermium- vagy petesejt-mentessé tehetd (steril recipiens). A kdzelmultban két
megkodzelités is szlletett a steril hazityUk recipiensek eldallitasara: a DDX4 (DEAD-
Box helikaz 4) ivarsejt-specifikus gén TALEN-medialt kiltésével a nSivar sterilitasat
érték el, mig egy masik vizsgéalat soran a CRISPR/Cas9 rendszert alkalmaztak egy
indukalhaté konstrukcio bevitelére, amely steril kakasokat és tyukokat eredménye-
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zett. Az altaluk Iétrehozott allomanyban az 8sivarsejtek apoptdzisa kémiai Gton indu-
kalhato, igy allitva el6 steril embridkat, ezzel jelentésen névelve a donor ésivarsejtek
konstrukcié a mitokondrialis intrinszik iniciator kaszpaz (kaszpaz-9) dimerizacidja,
és ezen keresztll ,kivegz8” kaszpazok (kaszpaz-3, -7) aktivacidja révén inditja el a
sejtek apoptozisat. A konstrukciot a DAZL gén (Deleted In Azoospermia Like) utolsé
exonjanak 3’ végébe épitették be. A DAZL gén a csiravonal sejtjeire specifikus, igy
az indukalhat6 sejthaldl is csak az 8sivarsejteket érinti. Mindkét modellben csak
a donor eredet( Gsivarsejtekbdl képzddtek érett ivarsejtek (Taylor és mtsai, 2017;
Woodcock és mtsai, 2019; Ballantyne és mtsai, 2021), igy donor sejteket hordoz6
GO steril recipiens kakasok és tyukok kdzvetlen keresztezése egy generacio alatt
tiszta genomszerkesztett utdédok létrehozasahoz vezetett.

A fenti indukalhaté mddszer kémiai agenst hasznal szignalként, azonban a fény
altal szabdlyozhat6 folyamatnak szamos elénye lenne: gyorsabb és egyszer(bb
szigndl atadas, precizen kontrollalhaté inger intenzités és idétartam, tovabba
szllkség esetén térben is behatarolhaté indukcié. Human és egér sejtvonalak,
valamint zebrahal esetében mar kidolgoztak a fényindukciot hasznositd apoptozis
modszerét (Shkarina és mtsai, 2022). A konstrukcid az Arabidopsis thaliana egy
domének és a Cry2olig fuzidja révén olyan konstrukcidkat (optoCaspase-8, -9)
hoztak létre, melyek kék fény (450-488 nm) hatasara a kaszpaz-8 vagy -9 iniciator
kaszpazok termeltetése révén képesek aktivalni a 'kivégz6’ kaszpazokat és ezen
keresztul elinditani a sejtek apoptozisat.

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnolégia Intéze-
tében jelenleg egy olyan konstrukcio kifejlesztésén dolgozunk hazityuk dsivarseijt
vonalakban, mellyel fényindukcié segitségével sejtspecifikusan szabalyozhatjuk
a cél gének muikddését (Lazar és mtsai, 2023)(2. abra/C). A hazityuk sejtekben
mar mikoédé kémiai indukcié és a human, egér, valamint zebrahal esetében leirt
fényindukcid soran alkalmazott konstrukciok 6tvdzésével egy hazitydkban is ha-
tékony optogenetikai eszkdz fejleszthet6 ki. A végcél egy a mddositast hordozd
indukalhat6an steril allomany, mely hagyomanyos tenyésztéssel is fenntarthato,
hiszen, ha az embriék nem kapjak meg a specialis fény ingert, az Gsivarsejtek
fejl6dése és vandorlasa is zavartalan. Egy ilyen allomany minden tovabbi gén-
szerkesztett hazityukmodell létrehozaskor nagymértékben névelné az eldallitas
hatékonysagat. Ennek kdszdnhet8en a genomeditalt madarak eléallitasa kevesebb
allat felnasznalasaval torténhet, ezzel timogatva a 3R elveket, tovabba nagyon
jol alkalmazhato a baromfi fajtdk vagy veszélyeztetett fajok génbanki megd&rzését
célzd projektekben is.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Végul szeretnénk felhivni a figyelmet arra, hogy a géntechnoldgiaval médosi-
tott allatok és ndvények tarsadalmi vitajaban kiemelkedd szerepének kell lennie
a tudomanyos tényeknek. A géntechnolégia elfogadottsaganak elésegitésében
kulcsfontossagu a tudomanyos ismeretterjesztés is. Az Uj tudomanyos eredmények
fényében javasolt rendszeresen fellilvizsgalni a magyar térvényhozas géntechno-
|6giaval kapcsolatos dontéseit.
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A = A donor embri6 eredetl ésivarsejt vonalak alapitasa, in vitro tenyésztése, karakterizalasa, mély-
hiitése és genomszerkesztése. B = A donor eredetli vagy genomszerkesztett Gsivarsejtek bejuttatasa
a recipiens embriéba, igy ivarszervi kimérékat hozva létre. Az ivarszervi kimérak keresztezésével
visszanyerhetd a donor genotipus, vagy a kivant modositast hordozé egyedek éllithatdk eld. Ha az
Osivarsejtek apoptézisa indukalhaté a recipiens embridban (steril egyedek), akkor nem lesz kompeticié
az injektalt és endogén dsivarsejtek kdzott igy a rendszer sokkal hatékonyabb lesz. C = A fény altal
indukalhat6 &sivarseijt apoptozist lehetévé tevd konstrukcid, annak bejuttatdsa az sivarsejtekbe és
az igy létrehozott steril recipiens allomany.

Figure 1. Primordial germ cell-based germline chimaera technique and genome editing in domestic
chickens

A = Establishment, in vitro culture, characterization, cryopreservation, and genome editing of primordial
germ cell lines of donor embryo origin. B = Injection of donor-derived or genome-engineered primordial
germ cells into the recipient embryo to create germline chimaeras. By crossing the gametes, the
donor genotype can be recovered or individuals carrying the desired modification can be produced.
If apoptosis of the primordial germ cells can be induced in the recipient embryo (sterile individuals),
there will be no competition between injected and endogenous primordial germ cells. Thus, making the
system much more efficient. C = A construct that allows light-inducible primordial germ cell apoptosis,
its introduction into the primordial germ cells, and the resulting sterile recipient stock.
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KOSZONETNYILVANITAS

A kutatasokat a GENNET21 (VEKOP-2.3.2-16 - 2016-00012), 2019-2.1.11-TET
2019-00036 és NKFIH OTKA FK124708 azonositoju palyazataink, tovabba az Agrar-
biotechnoldgia és precizids nemesités az élelmiszerbiztonsagért cim( és RRF-2.3.1-
21-2022-00007 azonositd szamu palyazat timogattak. Az Innovaciés és Technolégiai
Minisztérium UNKP-22-4-Il kédszamu U] Nemzeti Kivalésag Programjanak a Nemzeti
Kutatési, Fejlesztési és Innovacids Alapbdl finanszirozott szakmai tamogatésaval készdilt.
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