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1. Forditoi elemzés

A fejezetben hasznalt roviditések

CNY - célnyelvi széveg
FNY - forrasnyelvi szoveg

szg. — szegmens, a 6. fejezetben taldlhat6 szegmens szamokra hivatkozik

1.1. A szoveg fontosabb adatai

Eredeti cim

CRISPR—Cas-mediated transcriptional control and epi-mutagenesis
Célnyelvi cim

CRISPR—Cas-kozvetitett transzkripcids kontroll €s epimutagenezis
Szerz6k

Jason Gardiner, Basudev Ghoshal, Ming Wang and Steven E. Jacobsen
Az eredeti megjelenés helye és ideje

Plant Physiology, 188. kotet, 4. szam, 2022. aprilis, 1811-1824. oldal
Publikalva: 2022. februar 3.

Témaja
A cikk a génkifejezddés szabalyozasara hasznalt rendszerek legfrissebb vivmanyait gytijti 0ssze

¢s targyalja.



1.2. Kommunikacios szint jellemzdoi

1.2.1. Forditasi utasitas

A forditas célja

A Szakforditoi képzés lezarasahoz sziikséges képesitdforditas elkészitése.
A forditas hatarideje

2023. november 13.

A forditas megjelentetése

A forditas elére lathatdlag nem keriil megjelentetésre.

1.2.2. A szerzok

Iréi szandék, retorikai cél

A cél az ismeretkozlés, illetve a témaban megjelent publikacidk olyan jellegii feldolgozésa és
Osszefoglalasa, ami az olvasé szamara egy atlathato, teljes korii leirdst biztosit a témaban.

Iréi attitiid

Az irdk objektiven mutatjak be a génkifejezodés befolyasoldsara hasznalt mdodszereket és a
teriileten elért legfontosabb eredményeket. A szoveg olvasésa soran kideriil, hogy tdmogatjak
¢és szorgalmazzdk ezeknek a moddszereknek a hasznélatidt és fontosnak tartjdk a tovabbi
fejlesztésiiket.

1.2.3. A célkozonség

Hattérismeret, szakmai tudas

A célkozonség olyan szakemberek és kutatok, akik mélyebb ismeretekkel rendelkeznek a

biologia, €s azon beliil a molekularis bioldgia €s genetika teriiletén.
Elvarasai, célja, szandéka, a forditas funkcioja

Az olvas6 szandéka az ismerettszerzés és egy atfogo tudas szerzése a témaban. Elvarhatja, hogy

megismerje a kozelmult ban és jelenleg a teriileten folyo kiilonbozd kutatasokat és elért



eredményeket. Ez hozzajarulhat az adott olvasé sajat kutatdsainak tovabbviteléhez vagy uj

oOtletek és technologidk kidolgozasahoz.
1.3. Aszoveg

1.3.1. Tartalom

A cikk a gémoddositasra és epimutaciok létrehozasara hasznalt szekvencia-specifikus DNS-
kotésen alapuld eszkozok legfontosabb elorelépéseit foglalja Ossze. A ndvényekben
legjelentdssebb epigenetikai modositasok leirdsa utan részletesen bemutatja a kiilonb6z6 célzo-
rendszerek, mint a kis RNS-alap, a transzkripcios aktivator-szert effektorok (TALE) alapu, a
cink-ujj alapt és az egymastol egyenld tavolsagra levd rovid palindromikus ismétlodéseken
(angolul Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, roviden CRISPR), és a
veliik kapcsolt Cas enzimen (CRISPR-Cas) alapul6 rendszereket. Megemliti, hogy a legijabb
kutatasok f6 fokusza a CRISPR-Cas rendszer, annak konnyili hasznéalhatosaga és relativ
olcs6saga miatt. Ennek legujabb iranyzata a katalitikusan inaktiv Cas-fehérjét (dCas) hasznalo
valtozatai, amelyek a DNS megvaltoztatdsa nélkiil képesek génexpresszid valtozast okozni
gének feletti, Un. epigenetikai moddositasok célzott kialakitdsdval. Beszél az ilyen

rendszerekben hasznalt effektor doménekrdl és azok lehetséges kombinaciodirol.

1.3.2. A téma jelentdsége
Szakteriilet

A publikacio a természettudomanyok, azon beliil a biologia egy specifikus teriiletével, a

ndvényi molekularis biologidval és genetikaval foglalkozik.
Téma jelentosége, ujszeriisége

A cikkben Osszefoglalt génmodositasi eljarasok jelentdsége egyre nd, mivel segitségiikkel a
novények ¢€s allatok belsd, molekularis szintli miikodését tudjuk vizsgélni. A megismerés pedig
Uj technologidk kifejlesztéséhez vezethet, legyen sz6 akar ellenallobb novények vagy human
genetikai betegségek terdpajanak kifejlesztésérdl. Ez fontos a valtozo klima és az emberiség
fejlodése szempontjabol. Génmodositds mar a 80-as évek oOta létezik, altalanos megitélése

azonban még a mai napig nagyon vitatott. A génkifejez0dés modositasa a DNS és a gének



megvaltoztatasa nélkiil, csupan epigenetikai jelek hasznalatdval talan ezen a progbléman is
képes enyhiteni. A téma erdsen kutatott és az utobbi két évtizedben rengeteget fejlodott, ami a
mai napig nem allt meg. Ezt a szoveg terjedelméhez képest igen magas szamu, tobb mint 170

darab hivatkozas is alatdmasztja.
Formai és szakmai megallapitasok

A szdveg formailag kettd hasabra osztott, a cikk elején talalhato focim és Osszefoglald fejezet
kivételével. Az Osszefoglalo a cikk témajat irja le roviden. A Bevezetés a téma teljes kifejtése
¢és szamos alfejezetet tartalmaz. Ezt a Konkluzi6 koveti, ami a téma fontossagat targyalja, majd
a Koszonetnyilvanitas és a Pénziigyi forrasok megjeldlése fejezetek. Utobbi harom fejezetet a
forditas nem tartalmazza a képesitd forditas karakter korlatai miatt. Az utolsod, Referenciak
fejezet tartalmazza az Osszes hivatkozast, az elsé szerzd vezetékneve szerinti abc sorrende
szedve. A hivatkozdsok szama kiemelten magas. Két dbra, egy tablazat és egy kiilonalld

szovegdoboz talalhato a szovegben, valtozo elosztasban.
Egyéb megallapitasok

A szoveg szerkesztése sordn a legtobb problémat az okozta, hogy megtartsam az egyoldalra,
illetve egy hasdbba esd szakaszokat. Szdmos helyen mddositani kellet a betliméretet és sorkozt,
de csak olyan mértékben, hogy a kiilonbségek a szemet ne zavarjak és esztétikailag ne
csunyitsdk el a szoveg képét. A hasdbok felosztdsa miatt sok helyen sortorést is kellett
alkalmaznom. A forditas, a terminoldgia gylijtemény ¢€s a forditott szoveg elkészités€¢hez a

memoQQ fordités segitd programot hasznaltam.

1.3.3. A szoveg tipusa

A szoveg tartalomkdzpontu, de szakmaisaga ellenére a nyelvezet nem olyan erdsen kotott, igy
a forditas soran volt némi forditoi szabadsag. Tobbszor éltem szinonimak hasznalataval, koriil
irassal és mondatok felbontasaval is. A szovegben a terminusokon kiviil a gének neveinek
forditasa volt kotott. A tudoményos kommunikacidban megyszokott, hogy a gének neveit csupa
nagybetlivel irjuk ki és zardjelben megadjuk a roviditést, amivel ez utan hivatkozunk ra a
szovegben. A gének neveit altaldban nem szokas forditani, igy ezek forditasa soran
meghagytam az angol nevet és roviditést. Ezt azért is éreztem logikus dontésnek, mert ha valaki

tovabb szeretne kutatni a témdban, a gének esetében csupan az angol nevek lesznek a



segitségére a keresésben. A fentiekre a 1.3.6 Grammatikai szint és 1.3.7 Lexikai szint

fejezetekben talalhatdak példak.

1.3.4. A szoveg miifaja

Akadémiai szoveg, tudomanyos publikacio

1.3.5. A szoveg nyelvezete

Sokszor nehezen érthetd, tobbszordsen is Osszetett mondatokat tartalmaz, nagy mennyiségii

informécioval, mint példaul:

258.szg.

FNY: ,,Further, in animal cells, when VP64 and TET1 were cotargeted to the same locus they
worked synergistically to upregulate gene expression causing a greater fold change increase
in expression than targeting either factor alone, suggesting that manipulating the epigenetic

landscape to be more amenable to activation is synergistic with targeting activator domains.”

Sok kotdszo1 hatarozdszot hasznal, mint a: however, therefore, moreover, thus, otherwise,

further.

Az irok sokat hasznaljak a ’rarget’ szot kiilonb6z6 alakokban és tobb jelentésében is. Mint adott
c¢lhely meghatarozésa, melléknévi igenévként (targeting tools, targeted manipulation), illetve
két ellentétes kontextusban is. Ez utobbi két jelentése lehetett, hogy ’valamit célzunk
valalmivel’, példaul, ,,CRISPR—Cas systems can be used to target specific regions of a
genome.”; illetve hogy ’valamivel becélzunk valamit’, példdul: .. .targeting effector domains
to specific regions of a genome.”. Ez a célnyelvi szoveg értelmezésekor sokszor nehézséget
okozott, illetve a forditas soran nem mindig lehetett hasznélni a *célzas, célzasa’ szot, kiilondsen
az utdbbi esetben. Ilyen helyzetekben olyan szdval helyettesitettem, ami mondat szinten a

jelentést nem befolyasolta, példaul:
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33. szg.

FNY: ,,CRISPR-dCas systems can be used to repress genes by targeting of modular
repression domains, DNA methylation, or CRISPRi.”

CNY: ,,A CRISPR-dCas rendszerek haszndlhatoak a génmiikddés gatlasara moduléris

represszor domének, DNS-metilacié vagy CRISPRi alkalmazasaval.”

Mivel a sz6 er6sen til volt hasznalva a szvegben, jelentéstdl fiiggetlentil esetenként kihagyast

is alkalmaztam, ha az lehetséges volt. Példaul:

26. sz.

FNY: ,,While the recruitment of basal transcription machinery requires the presence of the
targeting construct, changes in DNA methylation can in some cases be mitotically and
meiotically inherited allowing for this targeted epi-mutagenesis to be maintained in the

following generations in the absence of the targeting construct.”

CNY: ,,Mig a bazilis transzkripcids gépezet odavonzasa megkdveteli egy célzd-konstrukcid
jelenlétét, addig a DNS-metilacidban bekdvetkezd valtozasok alkalmanként mitotikusan és
meiotikusan 6roklédhetnek, igy lehetové téve, hogy az epimutacio a létrehozd konstrukcid

hianyaban is fennmaradjon az elkovetkezendd generaciokban.”

A szoveg expressziv-stilisztikai jegyei, retorikai célja, kifejezésmodja

A szdveg leird jellegli, stilisztikailag nem szinezett. Kapcsold ¢€s utald elemeken kiviil nem
tartalmaz stilisztikai eszkozoket. A retorikai cél az ismeretkozlés, de erds szakmai
hattérismerettel rendelkezd olvasot feltételez. A kifejezésmod szintén erdsen szakmai, sok, a
kdéznyelvben nem hasznélatos szot (terminus) hasznal, illetve olyan kifejezéseket amelyeknek

koznyelvben eltér a jelentése, mint példaul a ’(genetic) landscape’.
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1.3.6. Grammatikai szint

1.3.6.1.  Grammatikai regiszter, stilus

A szdveg tilnyomoan Osszetett €s tobbszordsen Osszetett, kijelentdé mondatokbol all, amik
jellemzden alarendeldek. Ettél csak a képalairasok és szovegdoboz térnek el, azok stilusa
egyszeriibb, lényegretorobb és egyszerii mondatokbol allnak. Egy jellegzetes tobbszordsen

Osszetett mondat példaul:

242. szg.

FNY: ,,(1)While no proteins homologous to the TET family have been described in plants,
(2)ectopic expression of TET proteins, (3)targeted or otherwise, (2)in plants causes a loss of
DNA methylation, (4)suggesting the existence of a similar passive or active mechanism for

the removal of oxidized DNA methyl groups in plants”
2)
) (4)

(1) (3
Szerkezetileg jo, a fejezetek logikusan kdvetik egymast a bovebbtdl a szitkebb megkozelités
iranyaba. A bevezetett roviditéseket konzisztensen hasznalja, ahogy az a tudoményos

kommunikéciora altalaban jellemzd.

A jellemz6 igeid6k a jelen és a mult, jovO 1d0 hasznéalata nem gyakori. Ez valdsziniileg a
forrasszoveg tipusanak kdszonhetd, ugyanis az ilyen jellegli 6sszefoglalo cikkek a mar meglévo
tudast gylijtik 6ssze és dolgozzak fel, és nem feltétleniil tekintenek ki a téma jovojébe.

Az leggyakoribb hasznalt igeid6k a kdvetkezdk, példakkal:

12



Egyszerii jelen

218. szg.
,2However, unlike SunTag or direct fusions to dCas9, the MS2 system recruits effector

proteins via interactions with a modified gRNA.”
Befejezett jelen

30. szg.

,Recent advancements in DNA targeting systems have largely focused on the development
of CRISPR—dCas systems to include peptide tails and RNA binding proteins.”

197. szg.

,However, recent advancements in the development of CRISPR—Cas systems have created

systems that do not require this PAM motif.”

Egyszeri mult

202. szg.

»The SunTag system was originally developed in animals to recruit multiple copies of
GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) to a single locus allowing for the visualization
of the target.”

Mint ahogy a fenti példakon is latszik, gyakori a passziv szerkezetek hasznalata. Erre néhany

tovabbi példa:

212. szg.

,» T he influence of genomic context was also implied in plants.”

214. szg

,» This was most likely due to the targeted region being flanked by genomic regions lacking

CG sites limiting the span of DNA methylation targeted by both tools”

13



249. szg.

,However, a consistent trend seen in the development of these tools is that the ones that are
capable of targeting multiple activator domains to a single locus have consistently been
shown to perform better than those targeting a single domain.”

105. szg.

»In plants, DNA methylation is actively removed by the DEMETER (DME) family of
bifunctional glycosylase/lyases consisting of DME and DME -LIKE 1/REPRESSOR
OFSILENCING 1 (DML1/ROS1), DML2, and DML3.”

Forditéi megjegyzés: A fenti utolso példa a roviditések bevezetési modjat €s hasznalatat is

jol reprezentalja.

Moddbeli segédigék koziil leginkdbb a ‘can’ fordul eld, példaul:

190. szg.

,,CRISPR—Cas systems can be used to target specific regions of a genome.”

208. szg.

»Recruiting multiple copies of an effector protein using the SunTag system raises the

possibility that these systems can have a larger targeted epigenetic footprint than...”

Sok kotészoi hatarozoszot hasznal, példaul:

197. szg.

,2However, recent advancements in the development of CRISPR—Cas systems...”
215. szg.

,» Thus, further research is required to directly assess the factors.”

253. szg.

,JFurther, systems that allow the co-targeting of different activator domains can...”

14



1.3.6.2.  Jellemzo6 grammatikai atvaltasi miiveletek, példakkal
Igeido valtas

Befejezett jelenbdl multidd, példaul:

250. szg.

FNY: ,,...using multiple different activator domains to synergistically activate gene
expression has been an immensely successful strategy.”

CNY: .,...tobb kiilonbozd aktivator domén hasznalata a génkifejezddés egyiittes hatdsu

aktivalasara rendkiviil sikeres stratégianak bizonyult.”

Igésités

Fonévi és hatarozoi igenévi szerkezetek grammatikai felemelése, példaul:

18. szg.

FNY: ,,While there are several platforms to choose from...”
CNY: ,,Bar szdmos platform koziil valaszthatunk...”

36. szg.

FNY: ,,As we continue to develop targeting systems...”
CNY:,,...hozz4adasaval tovabbfejlesztjiik...”

255. szg.

FNY: ,has been shown to be inferior”

CNY: ,,rosszabbnak bizonyultak”

Szofajvaltas
20. szg.
FNY: ,,...and combining effector domains and targeting strategies to create synergies that
increase the functionality or efficiency of the system.”

CNY: ,,...¢s az effektor domének és célzd stratégidk kombinaciojaval szinergikusan

ndvelve a rendszer funkcionalitdsat vagy hatékonysagat.”

15



Osszevonas

259. szg.

FNY: ,,In plants, targeting multiple VP64 activator modules to the FWA promoter using the
SunTag targeting system also resulted in the loss of DNA methylation...”

CNY: ,Novényekben az FWA-promoter célzasa tobb VP64-aktivator modullal SunTag

célzérendszerben DNS metilacio-vesztést is eredményezett...”
Kihagyas

214. szg.
FNY: ,,This was most likely due to...”

CNY: ,,Ez valésziniileg annak volt kdszonhet6, hogy...”
Athelyezés
24. szg.

FNY: ,.Due to its ease of use...”

CNY: ,,Konnyt hasznalhat6saguk miatt...”

Sokszor kellett alkalmaznom athelyezést a két nyelv kozti fokuszpozicid eltérések miatt (SVO-

>SOV), példaul:

47. szg.

FNY: ,,Chromatin state can be altered by chromatin remodeling complexes (CRCs), histone
modifications, histone variants, and DNA methylation...”

CNY: ,,A kromatin allapota kromatin atrendez6 (remodelling) komplexekkel (CRC), hiszton

modositasokkal, hiszton valtozatokkal és DNS metiladcioval valtoztathaté meg...”
Egyes—tobbes szam cseréje:
213 szg.

FNY:,,...identical targeted DNA methylation footprints were observed at the FWA gene...”
CNY: ,,...megegyez6 DNS metilacids lenyomat keletkezett az FWA génen...”

16



Néhany tovabbi példa grammatikai atvaltasokra:

36. szg.
FNY: ,,As we continue to develop targeting systems through the addition of different

modular catalytic domains (effector domains) capable of manipulating specific epigenetic

marks, the function and heritability of these marks can be more easily explored.”

CNY: ,,Ahogy kiilonbozd, specifikus epigenetikai jelek mddositdsdara képes moduléris

katalitikus domének (effektor domének) hozzdadasaval tovabbfejlesztjiik a
célzorendszereket, ezeknek a jeleknek a funkcidja és oOrokolhetésége konnyebben

vizsgalhato.”
1.3.7. Lexikai szint

1.3.7.1.  Lexikai regiszter, stilus:

A szovegben szofordulatok, frazeoldgidk, idiomatikus kifejezéseket €s realidk hasznalata nem
jellemzd. Erre kivétele a bevezetd rész, ahol megjelenik néhany széfordulat (ease of use, wave
of developement). A szOhasznalat leginkabb az 4ltalanos és szakmai szokincsre korlatozodik.

A terminus siiriiség igen magas, a legtobb mondatban szerepel egy vagy tobb terminus.
kulcsszavak (fogalmi halé):

FNY: epi-mutagenesis, targeting systems, dCas, co-targeting. effector domain
CNY: epimutagenezis, célzérendszerek, dCas, effektor domén
Megj.: célnyelven a ’co-targeting’, mint kulcsszé kiesett, mert forditdsa nem egy

kifejezéssel tortént, hanem kiilonféle koriilirasokkal.
A szakteriiletbol és témabdl adodo lexikai nehézségek:

A szakma nemzetkdzi nyelve az angol és a legtdbb publikacio is angol nyelven jelenik meg, igy
egyes, foleg az Gjabb terminusok hasznalata magyar nyelven kiforratlan vagy nem is létezik. A
kialakult terminusok jo része az orvosi teriiletekhez hasonldan latin eredetii sz6, amit a magyar
nyelv is sok esetben atvett. Példaul a ’de novo’ teljes mértékben atvett szo, illetve az

angol’effector’ magyar megfeleldje az *effektor’.
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Forrasok és az internetes keresés nehézségei:

Angol nyelven az online Oxford English Dictionary (oed.com) nagy segitséget nyujtott mind a
fogalmak, mint a szavak szarmazasanak felkutatasaban, hasonld szotdr azonban magyar
nyelven nem ¢érheté el ezen a szakteriileten. Fogalmak, definiciok angol nyelven

publikéaciokban is jol kereshetok online feliileteken (pl: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/,

https://scholar.google.com/), de mivel magyar tudomanyos folyodiratok molekularis bioldgia

témaban nincsenek, igy célnyelven ez a modszer sem volt jol haszndlhaté. Az altaldnosabb
terminusok (pl. pre-inicidciés komplex) szak- és tankonyvekben, doktori értekezésekben

megtalalhatoak, de ezek elérhetdsége korlatozott.

1.3.7.2. Jellemzo lexikai atvaltasi miiveletek

Az alabbi példakon keresztiil mutatom be a forditas soran legtobbet hasznalt lexikai atvaltasi

muveleteket.
Jelentések sziikitése, konkretizalas

196. szg.
,...number of possible targets.”

»--.lehetséges célhelyek szamat.”
Jelentések bévitése, generalizalas

258. szg.
FNY: , Further, in animal cells, when VP64 and TET1 were cotargeted to the same locus

they worked synergistically to upregulate gene expression causing a greater fold change
increase in expression than targeting either factor alone, suggesting that manipulating the
epigenetic landscape to be more amenable to activation is synergistic with targeting activator

domains.”

CNY: ,Mikor allati sejtekben a VP64 és a TET1 ugyanarra a l0kuszra irdnyult, ezek
egyiittes hatasa a génkifejezddés felszabalyozdsaban nagyobb mértékii valtozast

eredményezett, mintha ezeket a faktorokat 6nmagukban hasznaltuk volna. Ez azt sugallja,
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hogy ha az epigenetikai kddot ugy alakitjuk, hogy az aktivalas hozzaférhetobbé valjon, az a

célzo aktivator doménekkel szinergikus hatast ér el.”
Jelentések felbontasa

258. szg.
FNY: synergistically

CNY: egymas hatésat felerdsitve
Jelentések kihagyasa

Redundancia esetén, példaul:

258. szg.

FNY: .....to upregulate gene expression causing a greater fold change increase in expression

than targeting either factor alone...”

CNY: .,...génkifejez0dés felszabalyozasdban nagyobb mértékii valtozast eredményezett,

mintha ezeket a faktorokat 6nmagukban hasznéltuk volna.”

1.4. Terminologia, realiak

Lasd 2. Terminologiagylijtemény fejezet

1.5. A gépi forditas minimalis és teljes utoszerkesztésének tanulsagai

A gépi forditds az informacid atadasdban €és a pontos szakmai tartalom szempontjabol
meglepden jo. A szdveg egy- €s tObbszorosen Osszetett mondatok alkotjak, de az utalasok és
kotdszavak jelen voltak és megfeleld helyen, igy a grammatikai kohézi6 elfogadhat6. A szoveg
szakmai regisztere is megfeleld, azonban szakkifejezéseket és terminusokat a gép nem tudta
konzekvensen forditani. A gépi forditassal a legnagyobb problémékat a tiikorforditas és a
szegmens szintli forditds okozta. A forradsnyelvi szoveg sok szoismétlést (mondat és szoveg
szinten egyarant) ¢és toltelékszot tartalmaz, ami a magyar nyelvre nem jellemzd, ezeket azonban
a gép megtartotta.

A tiikorforditas miatt a mondatfokusz a legtobb esetben a célnyelven nem teljesiilt, ezért ezt
javitani kellett a szorend valtoztatasdval. Bar a tagmondatok altaldban logikusan kovették

egymast, a tagmondatokon beliil gyakran nem teljesiilt a tematikus progresszio. A tagmondatok
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nagy részénél erds atszerkesztésre volt sziikség, hogy a forditds megfeleljen a magyar nyelv
szabalyainak. A forrasnyelvben gyakran el6fordul a ’target’ (cél, célozni) szd kiilonbozo
jelentésekkel, aminek forditasat a gép sok helyen rosszul kezelte. Ez utobbi is a tiikkdrforditas
eredménye, azonban célnyelven ez az érthetdséget nagyban rontotta, igy tobb helyen maés, a
kontextusnak megfeleld szoval helyettesitettem. Néhany esetben a hatarozott néveld (a, az)
hianyozott vagy épp feleslegesen keriilt be hatarozatlan néveld (egy).

A fentiekbdl azt a tanulsdgot vonhatjuk le, hogy ezen a nyelvparon egy ilyen jellegli szakmai
szoveg forditasat tartalmi szempontbdl a gép meglehetdsen jol végzi, azonban nincsenek meg
amegfeleld kompetenciai ahhoz, hogy a két nyelv kozti lexikai és stilus beli eltéréseket at tudna

valtani.
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2. Terminologiagyiijtemény

A legfontosabb forrasnyelvi terminusok és magyar megfeleloik.

Forrasnyelvi terminus

Célnyelvi terminus

arm

kar

base excision repair

baziskivagd DNS javitasi mechanizmus

catalytic

katalitikus

chromatin status

kromatin allapot

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats

egymastél egyenlé tavolsagra levs
rovid palindromikus ismétl6dések

coat protein

kopenyfehérje

core histone

kézponti hiszton

de novo de novo
di/tri/methylation di-, tri-, metilacio
domain domén
downstream downstream
effector effektor

epigenetic mark

epigenetikai jel

epimutagenesis

epimutagenezis

epitope

epitép

euchromatin

eukromatin

exonuclease

exonukleaz

gene silencing

géncsendesités

Heterochromatin

heterokromatin

histone tail

hisztonfarok

homolog

homoldg

inverted repeat

forditott ismétl6dés

Krappel-like factor 4

Krippel-szer 4-es faktor

maintain

karbantart

methyltransferase

metiltranszferaz

nucleosome

nukleoszéma

ove rexpression

tulexpresszié

post-transcriptional

poszttranszkripcios

post-translational modification

poszttranszlaciés modosulas

pre-initiation complex

pre-iniciaciés komplex

protospacer adjacent motif

célszekvenciaval szomszédos motivum
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Forrasnyelvi terminus

Célnyelvi terminus

repeat-variable diresidues

ismétl6désenként eltéré aminosavpar

repress gatol

repression gatlas

RNA scaffold RNS vazrendszer
RNA-directed DNA RNS-fligg6 DNS
silence csendesit

single chain variable fragment

egylancu varidbilis fragment

single-chain variable fragment

egyldncu variabilis fragment

slice hasit
stem—loop hajtd

target promoter

célpromoter

trans-acting

transz-hato

transcription

transzkripcié

upstream upstream
zinc finger cink-ujj
a -helix o -hélix
B -sheets B -redd
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3. Terminologia kezelésének és forditasanak dokumentalasa

1. terminus
FNY terminus: repeat-variable diresidues

szo6faj: fonév (szoszerkezetes szakkifejezés)

definicid: Each (1)TALE repeat consists of 33 to 35, typically 34, (2)highly conserved amino

acids (3)except for the two at positions 12 and 13, which are named RVDs for repeat variable

diresidues (RVDs).

a definicio forrasa: Deng €s mtsai., 2014.

kontextus/példamondat: ,, They furthermore reported a position and length effect, whereby the
specificity of an RVD for its target nucleotide is influenced both by the position of the given
RVD within the repeat array, and by the total length of the repeat array, with increased TALE
protein length diminishing RVD specificity.”

a példamondat forrasa: Anderson és mtsai., 2020
CNY terminus: ismétlodésenként eltéré aminosavpar

definicid: online keresés alapjan nem elérhetd

A (1)transzkripcios aktivator-szerti effektor (TALE) fehérjék a(2)minosav szekvenciaja erésen

konzervalt a (3)12. és 13. aminosav kivételével, amiket ismétlodésenként eltéro

aminosavparnak neveziink.

a definicio forrasa: sajat

kontextus/ példamondat: nincs

a terminus valasztas indoklasa:

A terminus megvalasztasdhoz eldszor felbontottam az angol kifejezést:
repeat — ismétl6do, ismétlodés

variable — variabilis, valtozo, eltéro

a repeat-variable’ az ezekbdl képzett szo,

di —kettd

residue — maradék, iiledék, de ebben az esetben az aminosavakra utal
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A TALE rendszer lIényege, hogy fehérje ismétlodésekbdl all, és minden egyes ismétlodo
fehérjén talalhatdé ez a két aminosav, ami eltérhet. Ezért minden ismétlédésen, tehat

ismétlédésenként térhet el. Két darab aminosav pedig egy part alkot. Ezekkel a

megfontolasokkal forditottam a terminust.

ekvivalenciaszint: 100%

2. terminus
FNY terminus: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)

sz6faj: fonév (szoszerkezetes szakkifejezés)

definicio: Clustered, regularly interspaced, (1) short palindromic repeats (CRISPR) loci (2) are

found in the genomes of many bacteria and most archaea, and underlie an (3) adaptive immune

system that protects the host cell against invasive nucleic acids such as viral genomes.

a definicio forrasa: Sontheimer and Barrangou, 2015.

kontextus/példamondat: So far, CRISPR—Cas systems have been repurposed for a variety of
applications, including the targeted editing of genomes, epigenomes and transcriptomes, the
bioimaging of nucleic acids, the recording of cellular events and the detection of nucleic acids.

a példamondat forrasa: Kaminski és mtsai., 2021.

CNY terminus: halmozottan eléforduld, szabalyos kozokkel elvalasztott palindromikus
ismétlédések (CRISPR)

statisztikai keresés: 1740
definicio: A CRISPR (halmozottan el6fordulo, szabalyos kézokkel elvalasztott palindromikus

ismétlédések) (2) a baktériumok DNS-ében talalhato (1) rovid, ismétlddé DNS-szakaszok neve

(repeat). A CRISPR-rendszer (3) a baktériumok védekezési modszere a virusok ellen.

a definicié forrasa: Vizkievicz Andras — Biotechnologia
https://bioszfera.com/downloads/6.3.%20Biotechnologia.pdf

kontextus/ példamondat: A mindGdssze néhany éve elterjedt CRISPR rendszer forradalmi
véltozasokat okozott annak koszonhetden, hogy egyszeriien, egy rovid RNS szekvencia

modositasaval képes nagy hatékonysaggal a kivant DNS szakaszt modositani.
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a példamondat forrasa: Weinhardt Nora CRISPR/Cas rendszerek ¢és kis RNS-eik
expressziojara alkalmazott promoterek vizsgalata, Doktori (Ph.D.) értekezés; SZTE, Bioldgia
Doktori Iskola, 2021.

a terminus valasztas indoklasa: az egyetlen magyar forditas, ami hasznalatban van. Az angol
¢s magyar nyelvben is a CRISPR rovidités hasznalata az elterjed, a teljesen nevet csak
magyarazatként kiirva szokas hasznalni.

ekvivalenciaszint: 100 %
3. terminus

FNY terminus: RNA scaffold

szo6faj: fonév (szoszerkezetes szakkifejezes)

definicio meghatarozasa:

,,RINA scaffolds are synthetic noncoding RNA molecules with engineered 3D folding harnessed
to spatially organize proteins in vivo.”

forras: Delebecque és mtsai., 2012.

e Ez a definici6 megfelének tlinhet, de jelen esetben a CRISRP-Cas9 altal hasznalt,
specifikus RNS-rdl besz¢éliink, igy tovabb kerestem.

»In the native CRISPR/Cas9 system, mature (1)gRNA is composed of two independent

molecules of small non-coding RNAs, which interact with each other by base complementarity:
(1) crRNA (CRISPR RNA), responsible for the recognition of the target DNA; and (ii) tracrRNA
(transactivating crRNA or (2)scaffold RNA). important for the anchoring of gRNA into Cas9.”

forras: Carolina Vianna Morgante Fabricio Barbosa Mosnteiro Arraes Clidia Eduarda Moreira-
Pinto Bruno Paes de Melo Maria Fatima Grossi-de-Sa, CRISPR technology in genomic plant
editing, CHAPTER 4, Modulation of gene expression in plants via CRISPR/dCas9 technology
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A Cas9

PAM
‘ NNNNNNNNNNNNNNRNRNNNNNN
2 'f”i“i’ Tcﬁ Target DNA
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B e S ey
gRNA 5] N ®

gRNA seed

forras: Xie és Yang, 2013

kontextus/példamondat: ,,A heterobifunctional molecule can recruit E3 ubiquitin ligase to a
genetically encoded tandem aptamer RNA scaffold, promoting ubiquitination and degradation
of target proteins.”

példamondat forrasa: Yan Xu és mtsai., 2022.
CNY terminus: RNS vazrendszer

definicid, a definicio forrasa:

Magyar nyelven definicio nem elérhetd, igy egy kicsit tdvolabbrol kozelitettem meg a fogalmat.

,»A Cas9 fehérje a crRNS-sel és a tractrRNS-sel ribonukleoprotein (RNP) komplexet képez és a

felismert DNS szekvencia mindkét szalat hasitja. A crRNS nem variabilis, a tracrRNS-sel

crer

részének szerkezetének felismerésével a fehérje (Cas9, szerk.) kapcsolodik az RNS

komplexhez.”
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»A Cas9 nukleaz genomszerkesztd eszkdzként vald hasznalatanak megkonnyitése céljabol, a
(3)cr- és tracrRNS-eket egy hurokkal kovalensen 0sszekotdtték, 1étrehozva igy az irdnyitd

RNS-t (guideRNS, gsRNS)”

forras: Talas Andras, Cas9 nukledzok miikodési hatékonysaganak kisérletes meghatarozasa és
predikciodja, 2021

kontextus/ példamondat: nem elérhetd

a terminus valasztas indoklasa:

A’scaffold’ sz0 jelentése allvany, allvanyzat. A terminus egy olyan RNS-t takar, ami a CRISRR-
Cas9 rendszer részét képezd vezér, vagy guide RNS (gRNS) egyik alkotoeleme. Egy olyan
meghatarozott szerkezetet képes felvenni, amivel kotni képes a Cas9 fehérjét. Az alabbi
megoldasok meriiltek fel:

1. RNS szkaffold

2. RNS-szerkezet

3. RNS vazrendszer

1. azidegenes kifejezéseket igyekeztem kertilni, ahol lehet

2. akifejezés tul altalanos, sok RNS vesz fel valamilyen szerkezetet

3. akifejezést még nem hasznaljak masra, €s megkozelitdleg jol leirja a sz6 jelentését, igy
ezt valasztottam

ekvivalenciaszint: 90%
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Abstract

Tools for sequence-specific DNA binding have opened the door to new approaches in investigating fundamental questions in
biology and crop development. While there are several platforms to choose from, many of the recent advances in sequence-
specific targeting tools are focused on developing Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic RepeatsCRISPR Associated
(CRISPR-Cas)-based systems. Using a catalytically inactive Cas protein (dCas), this system can act as a vector for different
modular catalytic domains (effector domains) to control a gene’s expression or alter epigenetic marks such as DNA methylation.
Recent trends in developing CRISPR-dCas systems include creating versions that can target multiple copies of effector domains
to a single site, targeting epigenetic changes that, in some cases, can be inherited to the next generation in the absence of the
targeting construct, and combining effector domains and targeting strategies to create synergies that increase the functionality
or efficiency of the system. This review summarizes and compares DNA targeting technologies, the effector domains used to
target transcriptional control and epi-mutagenesis, and the different CRISPR-dCas systems used in plants.

Introduction

These constructs rely on either the direct recruitment of
Over the past three decades, the development of tools that basal transcription machinery or the targeting of epigenetic
can bind to DNA in a sequence-specific manner has led to  factors to manipulate transcription of nearby genes. While the
technologies that can specifically target and regulate gene  recryitment of basal transcription machinery requires the
transcription and epi-mutagenesis. Due to its ease of use, in presence of the targeting construct, changes in DNA
the most recent wave of developments, tools based on the  athylation can in some cases be mitotically and meiotically
Clustered  Regularly Interspaced Short Palindromic  jnherited allowing for this targeted epi-mutagenesis to be
RepeatsCRISPR-associated system (CRISPR-Cas) using a  maintained in the following generations in the absence of the
catalytically inactive Cas protein have come to the forefront targeting construct (Johnson et al., 2014; GallegoBartolome et
with an array of attachments allowing for the targeted 5 2018; Papikian et al., 2019). The heritability of DNA
transcriptional control or epi-mutagenesis of a specific methylation is well documented at a few loci; however, further
locus; pushing the functionality of CRISPR-Cas beyond  work is needed to understand how frequently
gene editing.
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Transcriptional control and epi-mutagenesis

ADVANCES

* Recent advancements in DNA targeting systems
have largely focused on the development of
CRISPR—dCas systems to include peptide tails and
RNA binding proteins, allowing these systems to
recruit multiple copies of any given effector
protein.

* Effector protein domains capable of manipulating
DNA methylation have been successfully deployed
and, in some cases, changes have been shown to
be heritable to the next generation in the absence
of the targeting construct.

* Fusion and co-targeting strategies using common
modular activator domains can synergistically
activate transcription to levels higher than
targeting with a single type of activator domain.

* CRISPR-dCas systems can be used to repress genes
by targeting of modular repression domains, DNA
methylation, or CRISPRi.

methylation changes induced in one generation can be stably
inherited into the next (Lloyd and Lister, 2021). Furthermore,
most other plant epigenetic marks are likely not inherited from
generation to generation and are either reset during
reproductive development or change dynamically along with
changes in gene expression. As we continue to develop
targeting systems through the addition of different modular
catalytic domains (effector domains) capable of manipulating
specific epigenetic marks, the function and heritability of
these marks can be more easily explored. The expansion of this
toolkit will offer a selection of tools that can create changes
that are or are not mitotically or meiotically inherited that can
be selected based on the end goal.

In plants, targeted manipulation of transcriptional control
and epimutagenesis have already been used to increase
resistance to drought, manipulate plant developmental
phenotypes, increase our understanding of interactions
between essential proteins, and further our understanding on
how plants add, maintain and use DNA methylation (Johnson
et al., 2014; Harris et al., 2018; Gallego-Bartolome et al., 2019;
Papikian et al., 2019; Roca Paix~ao et al., 2019; Ichino et al.,
2021; Lee et al., 2021; Leydon et al., 2021; Liu et al., 2021; Tang
et al., 2021; Xue et al., 2021). As we continue to develop these
tools by improving their efficiency and expanding the available
effector domains, more possible applications in both research
and industry arise. Fundamental questions that once relied on
generalities and correlations resulting from mutations, stress
induction, or chemical treatments can instead be addressed
using targeted studies providing causative data revealing
locus-specific function. While many of these tools have been
demonstrated or developed in animals, plants provide an
exciting platform for the further development and application
of these tools both from a research and an agronomic
perspective.
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In this review, we will cover the recent discoveries and
advancements in targeted transcriptional control and
epimutagenesis using CRISPR—dCas-based targeting
technologies in plants.

Epigenetics and plant gene expression

Eukaryotic DNA is packaged into 146 base pair (bp) DNA
segments that wrap around a histone octamer known as a
nucleosome (Luger et al., 1997; Richmond and Davey, 2003;
Ou et al., 2017). Nucleosomes are the base units of chromatin
and can adopt two main configurations: euchromatin, which
is less compact and more accessible to transcription factors
and other proteins, or heterochromatin, which is more
compact and less accessible (Roudier et al., 2009) (Figure 1).
This means that gene regulation depends not only on the
presence or absence of transcription factors, but also on
chromatin accessibility (Li et al., 2007). Chromatin state can
be altered by chromatin remodeling complexes (CRCs),
histone modifications, histone variants, and DNA
methylation, which work together to activate or repress of
different transcriptional networks in eukaryotes (Li et al.,
2007; Bannister and Kouzarides, 2011; Pikaard and Mittelsten
Scheid, 2014; Zhong et al., 2021).

In Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), CRCs, such as the
SWITCHING DEFECTIVE 2/SUCROSE NON-FERMENTING 2
(SWI2/SNF2) proteins use ATP hydrolysis to alter the structure
or positioning of nucleosomes, which in turn mediate the
accessibility of the chromatin to transcription factors and
other regulatory proteins (Corona and Tamkun, 2004; Jiang
and Pugh, 2009). In addition to the CRCs, histone
modifications and histone variants can affect transcriptional
gene regulation by modulating histone-DNA interactions
(Feng et al., 2010; Bannister and Kouzarides, 2011). The
exposed N-terminal tails of the core histones are subjected to
various post-translational modifications, including
acetylation, methylation, phosphorylation, ubiquitylation,
SUMOylation, etc. (Pfluger and Wagner, 2007). The addition
or removal of these histone modifications corresponds with
activation or repression of transcription (Feng et al., 2010;
Bannister and Kouzarides, 2011). For example, adding
acetylation to the histone tails via histone acetyltransferases
is associated with transcriptional activation, while the
removal of acetylation through histone deacetylases leads to
transcriptional repression (Pandey et al., 2002; Lawrence et
al., 2004).

Unlike histone acetylation, which corresponds with the
activation of transcription, histone methylation can be
associated with activation or repression of transcription,
depending on which lysine residues are methylated (Xiao et
al.,, 2016). For example, three methyl groups on the fourth
lysine of the histone 3 tail (H3K4me3), H3K36me2, and
H3K36me3 are associated with active transcription (Zhao et
al., 2005; Xu et al., 2008; Zhang et al., 2009; Ding et al., 2012)
(Figure 1). On the contrary, H3K27mel, H3K27me3, and
H3K9me2 are associated with transcriptional repression
(Goodrich et al.,, 1997; Gendall et al., 2001; Jackson et al.,
2002; Malagnac et al., 2002; Johnson et al., 2007; Zhang et al.,
2007; Bernatavichute et al., 2008; Jacob et al., 2009; Du et al.,
2012).
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Figure 1 Overview of histone and DNA epigenetic modifications. Heterochromatin and euchromatin represent a more compact or less compact
chromatin status, respectively, that can be manipulated by CRCs. The fundamental unit of chromatin is the nucleosome, which is composed of
histones wrapped with DNA. Both histone tails and DNA cytosines can be epigenetically modified. Histone tail modifications: histone tails can
be modified by various epigenetic marks, including methylation, acetylation, phosphorylation, SUMOylation, etc. Histone epigenetic marks are
associated with transcriptional gene regulation. For example, histone acetylation and trimethylation of H3 Lysine 4 (H3K4me3)and H3K36me3
are associated with transcriptional activation. De novo DNA cytosine methylation: Cytosines can be de novo methylated through the RdDM
pathway. During canonical RdADM, SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1 is recruited to sites containing methyl groups on the ninth lysine
of the histone 3 tail (H3K9) and directly interacts with and recruits Polymerase IV (Pol V) to these sites initiating transcription of short 32 nt
RNA transcripts. Pol IV then feeds this transcript directly into RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2) that then converts the single
stranded RNA transcripts into double-stranded RNAs, which are then digested into 24 nt small interfering RNAs (siRNAs) by RNase IlI
endonuclease DICER-LIKE 3 (DCL3), and loaded into ARGONAUTE 4, 6, or 9 (AGO4/6/9). Concurrently, a complex consisting of SU(VAR) homologs
(SUVH) 2 or 9, DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3), DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 (DRD1), RNA-DIRECTED DNA
METHYLATION 1 (RDM1), and Pol V is brought to a locus through the interaction between DNA methylation and SUVH2/9. The RNA scaffold of
Pol V transcripts can be recognized by the siRNA-AG04/6/9 complex with help from SUPPRESSOR OF TY 5-LIKE (SPT5L). DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRMZ2) is then recruited to sites recognized by sRNA-bound AG0O4/6/9 through RDM1, allowing DRM2 to methylate
the adjacent DNA. DRM2 adds methylation to the targeted DNA, SUVH4/5/6 binds the DNA methylation and deposits H3K9 methylation, which
attracts the Pol IV arm of the pathway thus, creating a positive feedback loop that helps maintain the newly added methylation. siRNAs
generated from sources other than Pol IV are sometimes incorporated into RADM in a process called non-canonical RADM. These siRNAs can
be generated from inverted repeats, miRNA precursor’s, fragments of cleaved mRNA, or other non-coding dsRNAs that are processed by DCL
proteins or a combination of AGO4 and exonucleases, loaded into AGO4/6/9, and directly recruit the POLV arm of the pathway to a target site.
Removal of DNA methylation: DEMETER (DME) family of bifunctional glycosylase/lyases, consisting of DME and DME -LIKE 1/REPRESSOR OF
SILENCING 1 (DML1/R0OS1), DML2, and DML3, actively remove methylated cytosines which are then replaced with unmethylated cytosines by
the base excision repair (BER) pathway. Created with BioRender.com

DNA cytosine methylation, which in plants occurs in the CG, CHG,
and CHH sequence contexts (H is any nucleotide other than G),
has also been associated with gene regulation. Often, the
presence or absence of DNA methylation is associated with
repression and activation, respectively, of nearby genes or
transposable elements. In plants, DNA methylation is maintained
by four different DNA methylation mainte-
nance pathways and can be established de novo by the RNA-
directed DNA methylation (RADM) pathway (Law and Jacobsen,
2010). The canonical RADM pathway can be split into two
different arms: the Polymerase IV (Pol IV) arm,
which is responsible for the generation of small interfering

RNAs (siRNAs), and the Pol V arm, which provides an RNA scaffold
for the recruitment of the DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) at the target site
(Erdmann and Picard, 2020) (Figure 1). While the majority of
the siRNAs used in RADM are produced by the Pol IV-RDR2
complex (Herr et al., 2005; Raja et al., 2008; Stroud et al.,
2013; Huang et al., 2021), a small amount are generated from
other sources including inverted repeats, microRNA (miRNA)
precursors, fragments of cleaved mRNA, or other non-Pol IV
generated non-coding RNAs that can also trigger a noncanonical
RdDM pathway. These siRNAs are loaded into ARGONAUTE (AGO)
proteins that direct the Pol Vv arm of
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the RdDM pathway to specific sites, and are important for
pioneering sites of RADM de novo (Allen et al., 2005; Slotkin et
al., 2005; Vazquez et al., 2008; Chellappan et al., 2010;
Khraiwesh et al., 2010; Wu et al., 2010, 2012; Garcia et al.,
2012; Mari-Ordo’nez~ et al., 2013; Nuthikattu et al., 2013;
Creasey et al., 2014; Bond and Baulcombe, 2015; McCue et al.,
2015; Panda et al., 2016; Yang et al., 2016; Ye et al., 2016;
Sigman et al., 2021) (Figure 1).

DNA methylation is a mitotically and meiotically heritable
mark (Law and Jacobsen, 2010). Maintenance of methylation
by RdDM in euchromatic regions depends on siRNAs. DNA
methylation in all sequence contexts is replicated on the newly
formed daughter strands through the concerted effort of three
additional DNA methyltransferases as well. Methylation at CG
sites is  maintained during replication by DNA
METHYLTRANSFERASE 1 (MET1), through an interaction with
VARIANT IN METHYLATION 1 (VIM1), VIM2,
and VIM3 proteins that can bind to methylated cytosines in CG
context on the parent strands (Woo et al.,, 2007, 2008).
Non-CG methylation in heterochromatic regions is primarily
maintained by the plant-specific CHROMOMETHYLASE 2
(CMT2) and CMT3 methyltransferases via a positive feedback
loop with H3K9me2 histone modification and by RdDM in
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et al., 2012; Stroud et al., 2013, 2014; Erdmann and Picard,
2020). In plants, DNA methylation is actively removed by the
DEMETER (DME) family of bifunctional glycosylase/ lyases
consisting of DME and DME -LIKE 1/REPRESSOR OF SILENCING 1
(DML1/R0OS1), DML2, and DML3 (Choi et al., 2002; Gong et al.,
2002; Agius et al., 2006; Gehring et al., 2006; Morales-Ruiz et
al., 2006; Penterman et al., 2007; Ortega-Galisteo et al., 2008)
(Figure 1).

Technologies to recruit factors to manipulate
transcription

Targeted manipulation of epigenetic marks or gene expression
requires a way to specifically and ectopically recruit molecular
components capable of transcriptional control or
epimutagenesis to the site of interest on the genome. Several
targeting technologies are reviewed in the following section.

Small RNA-based targeting

Both siRNAs and miRNAs have been broadly applied for
transcriptional and post-transcriptional gene silencing, not
only because small RNA-mediated gene silencing is sequence
specific and efficient, but also because they can cause partial
loss-of-function alleles that can overcome the lethality of
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Table 1 Comparison of targeting systems
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Parameters sRNA TALE

Zinc Finger CRISPR—dCas9

1. Target sites No limit

2. Specificity Less specific

technologies

3. User friendly Easy to clone constructs

a. Cloning tedious
b. Adaptability to target Highly adaptable— only Less adaptable—must
new sites need to modify the design new protein for
precursor RNA sequence  each new target; protein
engineering can be
unpredictable
c. Cost Targeting new site Can be expensive as it

depends on
manipulating the
precursor sequence,
which is less expensive

new site

Occurs every 35 bp

More specific than other

Cloning is laborious and

requires testing of
several TALEs to target

Occurs at every 200—
500 bp

Depends on PAM sites. New
PAM-less CRISPR variants are
available that increase

available target sites
Less specific Highly specific

Cloning is laborious and
tedious

Easy to clone constructs

Less adaptable—must
design new protein for
each new target; protein
engineering can be
unpredictable

Highly adaptable—only need to
modify the guide RNA
sequence

Can be expensive as it
requires testing of
several Zinc Fingers to
target new site

Targeting new site depends on
manipulating guide RNA
sequence, which is less
expensive

certain null mutants (Ossowski et al., 2008). Endogenously,
siRNAs and miRNAs are the slicing products of DICER-LIKE (DCL)
proteins from double-stranded RNAs (dsRNAs) and primary
miRNA transcripts with a stem—loop structure, respectively
(Kurihara and Watanabe, 2004; Xie et al., 2005) (Figure 2A). Both
siRNAs and miRNAs are loaded into AGO proteins to form an RNA-
induced silencing complex (Mallory and Vaucheret, 2010), which
in turn silences the target gene with the complementary
sequence (Huang et al., 2019). One of the most popular methods
for the generation of synthetic siRNAs or miRNAs in plants is to
express hairpin RNA or inverted repeats that are linked by an
intron sequence. This hairpin RNA can be recognized and processed
by plant DCLs into siRNAs and then cause the target gene silencing
(Chuang and Meyerowitz, 2000; Wesley et al., 2001). While these
are frequently designed to target exon regions to trigger post-
transcriptional gene silencing, they can also be designed to target
promoter regions to trigger RADM-directed silencing (Mette et al.,
2000; Dadami et al., 2014; Williams et al., 2015; Gallego-Bartolome
etal., 2019). Some other small RNAmediated approaches to silence
genes include virus-induced gene silencing (Wassenegger et al.,
1994; Baulcombe, 1999; Burch-Smith et al., 2004), and artificial
miRNA directed gene silencing (Schwab et al., 2006; Ossowski et al.,
2008).

While synthetic siRNAs and miRNAs can target gene silencing,
they cannot recruit other factors or be used for targeted activation,
and are prone to off-target effects (Xu et al., 2006; Ossowski et al.,
2008) (Table 1). Technologies allowing for the targeting of effector
domains in a sequence dependent manner allow for more specific
control of transcriptional activation in addition to repression.

Sequence-dependent DNA binding modules

Zinc Fingers

Zinc Fingers (ZFs) are one of the earliest and best characterized
tools for targeting effector domains to specific regions of a
genome. These proteins typically contain a classical C2H2 ZF
structure  with two f-sheets and one a-helix

maintained by hydrophobic interactions and a zinc ion (Lee et al.,
1989). Each finger primarily recognizes and binds to a unique 3-
bp DNA sequence encoded in the amino acid residues of the a-
helix (Pavletich and Pabo, 1991; Elrod-Erickson et al., 1996)
(Figure 2B). This amino acid sequence can be manipulated and
repeated to develop artificial ZF proteins with multiple finger
domains capable of differentiating the DNA sequence of a target
site from the rest of the genome (Liu et al., 1997; Segal et al.,
1999; Dreier et al., 2001). These artificial ZFs can then be fused to
an effector domain in order to activate or repress transcription.
While ZF targeting systems have been widely used, they have
several drawbacks relative to other targeting systems, such as a
relative lack of specificity, which are outlined in Table 1 (Beerli et
al., 1998; Johnson et al., 2014; Gallego-Bartolome et al., 2019;
Gardiner et al., 2020; Liu et al., 2021).

Transcription activator-like effectors

Like ZFs, TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE EFFECTORS (TALEs)
contain specific amino acid sequences that allow for the
programmable recognition of specific DNA sequences (Figure
2C). The TALE DNA binding domain consists of around 18 units
of repeats with each unit comprising 34 amino acids containing
two variable amino acids at positions 12 and 13, known as
repeat-variable diresidues (RVDs), which direct the binding
specificity of a unit (Boch et al., 2009; Moscou and Bogdanove,
2009) (Figure 2C). Thus, by rearranging these repeat units,
designer TALEs can be created to target specific sequences
(Boch et al.,, 2009; Morbitzer et al., 2010). Assembly of
additional TALEs to target a unique site is mostly a matter of
assembling these repeat units so that the RVD nucleotide
preference matches the target site. Certain RVDs either only
bind to or are unable to bind to methylated DNA (Bultmann et
al., 2012; Denget al., 2012; Valton et al., 2012; Tsuji et al., 2016),
and can be used to build TALE constructs that can discriminate
between methylated and unmethylated recognition sites (Deng
et al, 2012; Valton et al., 2012; Tsuji et al., 2016).



Transcriptional control and epi-mutagenesis

While a powerful tool, TALEs are difficult to assemble due to the
repetitiveness of the units, which only differ by two amino acids
(Cermak et al., 2011; Morbitzer et al., 2011; Zhang et al., 2011)
(Table 1).

CRISPR—Cas direct fusion

CRISPR—Cas systems can be used to target specific regions of a
genome. These systems are naturally occurring in bacteria and
archaea, and evolved as a type of adaptive immune system
(Sorek et al., 2013). Unlike ZF or TALE systems that use the
manipulation of amino acid sequences to specify the target site,
CRISPR—Cas systems use non-coding RNAs (Figure 2D). The
natural targeting system consists of an RNA sequence
complementary to the target sequence known as the spacer or
CRISPR RNA (crRNA) and a scaffold sequence that is bound by
the Cas protein known as the trans-activating crRNA (tracrRNA)
(Deltcheva et al., 2011) (Figure 2D). To simplify the tool, the
crRNA and tracrRNA have been fused to form a single RNA
molecule called a guide RNA (gRNA) (Jinek et al., 2012). The
gRNA component is loaded into a Cas protein that is then able
to identify and create a double-stranded break at the
appropriate target site. Recognition of the target sequence also
requires a protospacer adjacent motif (PAM) specific to the Cas
protein being used limiting the number of possible targets
(Figure 2D). However, recent advancements in the development
of CRISPR—Cas systems have created systems that do not require
this PAM motif (Walton et al., 2020; Ren et al., 2021). In addition
to using Cas to trigger mutations at target sites, modified
systems using catalytically inactive Cas (dCas) fused to an
effector domain can be designed to cause a wide range of
targeted effects, depending on the effector domain used (Jinek
et al., 2012; Larson et al., 2013; Qi et al., 2013; Lowder et al.,
2015; Piatek et al., 2015; Liu et al., 2016; Li et al., 2017, 2020;
Tang et al., 2017; Khakhar et al., 2018; Selma et al., 2019;
Ghoshal et al., 2021).

The reduced expense, ease of construction, and high
specificity of targeting has made CRISPR—dCas systems
incredibly popular leading to the further development of more
advanced systems beyond the simple direct fusion. To enhance
the targeted effect of these systems, additional systems with the
ability to synergistically target multiple effector domains to a
single locus have been developed as discussed below.

SunTag

The SunTag system was originally developed in animals to recruit
multiple copies of GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) to a
single locus allowing for the visualization of the target
(Tanenbaum et al.,, 2014). This was quickly incorporated
into a dCas9-based system for other uses such as the activation
of transcription or the addition/removal of DNA
methylation in both plants and animals (Tanenbaum et al.,
2014; Morita et al., 2016; Gallego-Bartolome et al., 2018;
Pflueger et al., 2018; Papikian et al., 2019; Tang et al., 2021).
The SunTag-dCas9 system requires the coordinated expression
of three different components: a dCas9 fused to a
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peptide tail containing an array of epitope repeats; a
complementary single-chain variable fragment (scFv) fused to
an effector domain and a gRNA (Figure 2E). This enables each
dCas9 to recruit multiple copies of the effector domain via
interactions between the scFv and the epitope tail. While this
increases the complexity of the system, recruiting multiple
copies of an effector domain to a single locus has proven more
effective than targeting a single effector domain through a
direct fusion to dCas9 (Morita et al., 2016; Pflueger et al., 2018).
More recently, epitope tails containing a combination of two
different epitopes bound by separate scFvs have enabled the co-
targeting of two different unique scFv-effector fusions at the same
time (Boersma et al., 2019). Recruiting multiple copies of an
effector protein using the SunTag system raises the possibility that
these systems can have a larger targeted epigenetic footprint than
the directly fused dCas9-effector version. Although this might be
true in certain cases, the targeted epigenetic footprint seems to be
influenced by several factors. For example, in mammalian cell lines,
targeting the mammalian de novo DNA methyltransferase DNA-
methyltransferase 3 alpha (DNMT3A), fused directly to dCas9
resulted in a DNA methylation footprint of approximately 200 bp
(McDonald et al., 2016; Vojta et al., 2016). While using the SunTag
system with the DNMT3A resulted in a wider DNA methylation
footprint of 4 kb on the Homeobox A5 (HOXA5S) gene, this was not
observed when the DNMT3A-SunTag system targeted the Kriippel-
like factor 4 gene, indicating a locus-specific effect (Huang et al.,
2017). The influence of genomic context was also implied in plants
(Ghoshal et al.,, 2021). For example, in Arabidopsis, identical
targeted DNA methylation footprints were observed at the FWA
gene when targeting a CG-specific bacterial methyltransferase
using either a direct fusion with dCas9 or the SunTag system. This
was most likely due to the targeted region being flanked by
genomic regions lacking CG sites limiting the span of DNA
methylation targeted by both tools. Thus, further research is
required to directly assess the factors influencing the DNA
methylation footprints induced by these multi-effector protein
targeting tools.

MS2

Like the SunTag system, the MS2 system is a CRISPR—dCas9based
system that gives the user the ability to target multiple effector
proteins to a specific locus (Konermann et al., 2015). However,
unlike SunTag or direct fusions to dCas9, the MS2 system recruits
effector proteins via interactions with a modified gRNA. The MS2
system takes advantage of the MS2 bacteriophage coat protein
and its known RNA binding site. Like the SunTag system, this
system also requires the coordinated expression of three
components: a dCas9, a MS2 coat protein-effector domain
fusion, and a gRNA scaffold including an MS2 binding site added
to the tetraloop and/or stem loop 2 positions of the tracrRNA
(Konermann et al., 2015) (Figure 2E). The MS2 system can be
combined with dCas9 direct fusion (known as the Synergistic
Activation Mediator system or SAM) or the SunTag system or

both (known as CRISPR Act 3.0) to recruit
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even more or different effector proteins to a target site via
effector protein interactions with both the gRNA and the dCas9
(Konermann et al., 2015; Lowder et al., 2018; Pan et al., 2021)
(Figure 2E).

Targeted epi-mutagenesis and transcriptional
control

Effector domains used for transcriptional activation

There are an array of different effector domains that can be
used to activate transcription in targeted systems. This can be
achieved directly by attracting basal transcription factors, or
indirectly by adding active histone marks or removing
repressive marks. Targeting of the modular activating domain
of the herpes simplex virus VP16 to a specific locus has been
extensively described as an efficient way to activate
transcription (Dreier et al., 2001; Sanchez et al., 2002; Stege et
al., 2002; Morbitzer et al., 2010; GeiRler et al., 2011; Miller et
al., 2011; Zhang et al.,, 2011; Cheng et al., 2013; Maeder et al.,
2013; Malietal., 2013; Perez-Pinera et al., 2013; Qi et al., 2013;
Liu et al., 2014; Tanenbaum et al., 2014; Vazquez-Vilar et al.,
2016; Li et al., 2017; Park et al., 2017; Lee et al., 2019; Papikian
et al., 2019; Selma et al., 2019).The VP16 activator domain is
an acidic peptide that interacts with basal transcription factors
and the mediator complex to facilitate the assembly of the pre-
initiation complex at its target site (Hall and Struhl, 2002; Hirai
et al, 2010). Vplé also interacts with histone
acetyltransferases and the SWI/ SNF ATPase complex to
manipulate the surrounding chromatin structure into an active
state (Hall and Struhl, 2002; Hirai et al., 2010). Creating a
tetramer (VP64) or octamer (VP128) of the minimal VP16
activator domain can dramatically increase the potency of this
activator (Beerli et al., 1998; Li et al., 2017). In addition to this,
recruiting multiple copies of VP64 via systems like the SunTag
can improve the activation of downstream targets compared to
direct fusion systems (Tanenbaum et al., 2014; Lowder et al.,
2018; Selma et al., 2019).

Directly targeting transcriptional activation can also be
achieved through targeting the highly conserved plantspecific
acidic-type activator domains found in the APETALA2 family of
proteins, known as the EDLL domains. The EDLL domain of
AtEFR98 is frequently used as a modular component to activate
gene expression (Tiwari et al., 2012; Piatek et al., 2015; Selma
et al., 2019). This EDLL motif is relatively small (24 amino acids)
compared to other common activator domains like the VP16
(78 amino acids) making this activating domain an attractive
option for development of compact synthetic targeted
activation systems. However, at some target sites, multiple
copies of EDLL were needed to achieve similar transcriptional
activation as VP16 (Tiwari et al., 2012). Like VP16 and EDLL
domains, TAL acidic-type activator domains, found in natural
TALE systems, have also been used in a modular way to activate
gene expression (Piatek et al., 2015; Li et al., 2017; Selma et al.,
2019). This effector domain, when targeted using the TALE
system, can activate genes upstream and downstream
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of its binding site regardless of which strand the effector is
targeted to (Wang et al., 2017).

In addition to the direct activation of transcription by
recruiting activator domains, another option is recruiting
domains capable of adding active or removing repressive
epigenetic marks, thereby activating gene expression indirectly.
In plants, targeting transcriptional activation through H3K27
acetylation using the p300 domain from humans or the catalytic
domain of the plant-specific ARABIDOPSIS HISTONE
ACETYLTRANSFERASE OF THE CBP FAMILY 1(HAC1) can activate
transcription of targeted genes; however, at least in the case of
p300, a higher level of activation is achieved when VP64 is used
(Lee et al., 2019; Roca Paix~ao et al., 2019; Selma et al., 2019).
Removing repressive DNA methylation from a promoter using
the human TENELEVEN TRANSLOCATION1 (TET1) can also cause
transcriptional activation (Maeder et al., 2013; Amabile et al.,
2016; Choudhury et al., 2016; Liu et al., 2016; Morita et al., 2016;
Xu et al., 2016; Lo et al.,, 2017; Okada et al., 2017; Gallego-
Bartolome et al., 2018; Li et al., 2020; Tang et al., 2021). In
animals, the TET family of oxidases can oxidize methylated
DNA, leading to either the passive removal of the methyl group
through a lack of maintenance during DNA replication or the
active removal by glycosylases such as thymine DNA
glycosylase (Lio et al., 2020). Such oxidized variants have been
detected in plants; however, at such low levels that its
importance is called into question (Mahmood and Dunwell,
2019). While no proteins homologous to the TET family have
been described in plants, ectopic expression of TET proteins,
targeted or otherwise, in plants causes a loss of DNA
methylation, suggesting the existence of a similar passive or
active mechanism for the removal of oxidized DNA methyl
groups in plants (Hollwey et al., 2016; GallegoBartolome et al.,
2018; Ji et al., 2018).

Unlike recruiting the basal transcriptional machinery, which
can cause unwanted overexpression, using epigenetic marks to
control transcription only facilitates the accessibility of the target
promoter to the transcriptional machinery. This highlights an
advantage to the manipulation of epigenetic marks over the
targeting of an activator domain. In addition to this, altering
epigenetic marks can also facilitate the accessibility of targeted
activator domains and thus, achieve a synergistic effect when
they are combined (Roca Paix~ao et al., 2019).

Co-targeting Activation

While many studies have attempted to compare single activator
domains to determine the best one to use for targeted
activation, such studies will be heavily influenced by a number
of unrelated factors, including the choice of targeting system and
target site. While an activator domain might appear superior in
a specific system or at a specific target site,
this cannot be extrapolated to every possible scenario that
exists in every plant genome, and thus a variety of tools are
needed. However, a consistent trend seen in the development of
these tools is that the ones that are capable of targeting multiple
activator domains to a single locus have
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consistently been shown to perform better than those
targeting a single domain (Beerli et al., 1998; Tiwari et al.,
2012; Lietal,, 2017; Selma et al., 2019; Morita et al., 2020; Pan
et al., 2021). While there are limits to the number of domain
repeats that can be included in a single coding sequence due
to protein instability, using multiple different activator domains
to synergistically activate gene expression has been an
immensely successful strategy (Li et al., 2017; Selma et al.,
2019). Targeting direct fusions of VP128 to EDLL or VP128 to
TAL activator domains leads to an increase in the activation of
gene expression (Li et al., 2017). In addition the fusion of VP64
to P65 and Rta, two additional modular activator domains
originally shown to work in animals (VPR), is also capable of
activating gene expression in plants to a higher level than VP64
alone (Chavez et al., 2015; Li et al., 2017). Further, systems that
allow the co-targeting of different activator domains can now push
this further by combining even more activator domains such as the
EDLL domain with the VPR fusion (Selma et al., 2019). However,
guantitatively comparing these different co-targeting strategies is
challenging and again depends on the target site and targeting
system. For example, co-targeting the EDLL domain with
multimers of the VP16 activator domain either through the SAM
targeting system or direct fusion, has been shown to be inferior to
fusions to other activator domains or simply by co-targeting
multiple VP64 peptides to the target locus (Li et al., 2017; Lowder
et al., 2018; Pan et al., 2021). However, when the EDLL domain is
co-targeted along with the VPR fusion using the SAM targeting
system, it has been shown to produce a higher gene activation
than targeting multiple VP64 domains. Thus, if an activator
domain is effective at one locus or with a particular targeting
system, it does not mean it will be effective when used in a
different system or at a different locus.

Further, in animal cells, when VP64 and TET1 were
cotargeted to the same locus they worked synergistically to
upregulate gene expression causing a greater fold change
increase in expression than targeting either factor alone
(Morita et al., 2020), suggesting that manipulating the
epigenetic landscape to be more amenable to activation is
synergistic with targeting activator domains. In plants,
targeting multiple VP64 activator modules to the FWA
promoter using the SunTag targeting system also resulted in
the loss of DNA methylation, suggesting that simultaneously
targeting mechanisms that remove DNA methylation and
directly activate of gene expression could work synergistically
in plants as it does in animals (Papikian et al., 2019; Morita et
al., 2020).
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Osszefoglald

A szekvencia-specifikus DNS-kotésen alapuld eszkozok lehet6vé tették a bioldgia és a ndvénynemesités alapvets kérdéseinek Uj
megkozelitésekkel valo vizsgdlatat. Bar szamos platform kozil valaszthatunk, a kozelmdlt legtobb, szekvencia-specifikus
célzéeszkozokre iranyuld fejlesztése a csoportosan el6forduld, egymastdl egyenld tavolsagra levé rovid palindromikus
ismétlédéseken (angolul Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, réviden CRISPR), és a velik kapcsolt Cas
enzimen alapulé rendszerekre Osszpontositott. Egy katalitikusan inaktiv Cas-fehérjét (dCas) hasznalé rendszer kilonbozé
modularis katalitikus domének (effektor domének) bevitelével alkalmas lehet a génkifejez6dés vagy epigenetikai jelek — mint
példaul a DNS-metilacido — megvaltoztatasara. A CRISPR-dCas-alapu rendszerek fejlesztésének egyik legujabb iranyvonala, hogy
tobb effektor domént juttassanak egy kijel6lt helyre, olyan epigenetikai modositasokat létrehozva, amelyek akdr a Iétrehozd
génkonstrukcid hianydban is nemzedékeken keresztul 6roklédhetnek, és az effektor domének és célzé stratégiak kombindcidjaval
szinergikusan novelve a rendszer funkcionalitasat vagy hatékonysagat. Ez az attekints cikk 6sszefoglalja és 6sszehasonlitja a DNS-
célzé technoldgidkat, a transzkripcids szabalyozast célba vevd és epimutagenezist kivaltd effektor doméneket, valamint a
noévényekben hasznalt kiillonb6z6 CRISPR-dCas rendszereket.

Bevezetés Ezek a konstrukcidk azon alapulnak, hogy a bazalis

) ] o . B transzkripciohoz sziikséges fehérjéket, vagy epigenetikai
Az elmilt harom évtizedben a szekvencia-specifikus DNS  faktorokat vonzanak a célzott gén  transzkripciéjanak

kotést hasznald eszkozok fejlesztésének koszonhet6en olyan megvaltoztatasara. Mig a bazalis transzkripciés gépezet
technologiak jottek Ilétre, amelyek célzottan képesek  odavonzasa megkoveteli egy célzd-konstrukcio jelenlétét, addig
szabalyozni a géntranszkripciot és az epimutagenezist. Konnyl 3 DNS-metildcioban bekovetkezd valtozasok alkalmanként
hasznalhatésaga miatt Ujabban a CRISPR-Cas-alapl, de  mitotikusan és meiotikusan droklédhetnek, igy lehetdvé téve,
katalitikusan  inaktiv Cas-fehérjét hasznalo eszkdzok  hogy az epimutdcid a létrehozd konstrukcié hidnydban is
fejlesztése kerilt el6térbe. Az inaktiv Cas enzimhez egy sor fennmaradjon az elkdvetkezendé generacidkban (Johnson et al.,
kilonféle effektor fehérjét forrasztva lehet6vé valik a 2014; GallegoBartolome et al., 2018; Papikian et al., 2019). A
transzkripcid célzott szabalyozdsa vagy egy meghatarozott DNS-metildcio 4atorokl6dése néhany I6kusz esetében jol
I6kusz epimutagenezise . Ennek kdszonhetéen a CRISPR—Cas  dokumentalt, azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz,

haszndlhatdsaga ma mar tulmutat a génszerkesztésen. hogy megértsik milyen gyakori
’ s s s
Beérkezett 2021. oktdber 01-én. Elfogadva 2022. januar 13-an. Elézetes hozzéférési kiadvany 2022. februar 3 N yl |t h OZ Za fe re S u
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terjesztést,és barmilyen médiumon térténd sokszorositas, feltéve, hogy az eredeti miire megfelelGen hivatkoznak.
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ELORELEPESEK

* Napjainkban a DNS-célzo6 rendszerek fejlédésének
kozéppontjaban féként a peptidfarkat és RNS-kotd
fehérjéket tartalmazé CRISPR—dCas rendszerek
kifejlesztése all, ami a rendszer szdmara lehetévé
tenné, hogy barmely adott effektor fehérjébdl
egyszerre tobbet is toborozzon.

* A DNS-metilacié mddositasara képes effektor
fehérje doméneket mar sikeresen alkalmaztak, és
egyes esetekben kimutattak, hogy a mddositasok a
célzo-konstrukcio hianyaban is 6rokolhetdk a
kovetkez6 generaciora.

* Az altalanos modularis aktivator doméneket
hasznalg, fuzion és egyidejli-célzason alapuld
stratégiak szinergikusan a transzkripciot magasabb
szinten aktivalhatjak, mint a csak egy tipusu
aktivator domént alkalmazo tipusok.

* A CRISPR-dCas rendszerek hasznalhatdak a
génmlikodés gatlasara modularis represszor
domének, DNS-metilacié vagy CRISPRi
alkalmazasaval.

a kivaltott metildcids valtozasok stabil atoroklédése a kdvetkezd
generaciéba (Lloyd és Lister, 2021). A legtobb novényi
epigenetikai jel valdszinlileg nem 06rokl6dik nemzedékrdl
nemzedékre, mivel vagy torl6dik a reproduktiv fejlédési szakasz
soran, vagy dinamikusan valtozik a génexpresszids valtozdsokkal
parhuzamosan. Ahogy kiilonb6z6, specifikus epigenetikai jeleket
moddositani  képes moduldris katalitikus domének (effektor
domének) hozzaaddsaval tovabbfejlesztjik a célzérendszereket,
ezeknek a jeleknek a funkcidja és 6rokolhetdsége konnyebben
vizsgalhaté. Ennek az eszkdztarnak a kib&vitése olyan
lehet6ségekhez vezet, ahol csak a sajat céljainktdl fligg, hogy a
|étrehozott valtozasok mitotikusan vagy meiotikusan 6roklédnek
vagy sem.

A transzkripciés szabdlyozas és az epimutagenezis célzott
befolydsolasat novényekben mar kordbban is alkalmaztak a
szarazsaggal szembeni ellenallé képességlik névelésére, fejlédési
fenotipusuk megvaltoztatdsara és esszencialis fehérjék kozotti
kolcsénhatasok jobb megértésére, valamint annak a mélyebb
megismerésére, hogy a novények hogyan hozzdk létre, tartjak
fenn és hasznaljdk a DNS-metilaciét (Johnson et al., 2014; Harris
et al., 2018; Gallego-Bartolome et al., 2019; Papikian et al., 2019;
Roca Paix~ao et al., 2019; Ichino et al., 2021; Lee et al., 2021;
Leydon et al., 2021; Liu et al., 2021; Tang et al., 2021; Xue et al.,
2021). Ahogy a hatékonysag javitasaval és a rendelkezésre allé
effektor domének bdvitésével folyamatosan fejlesztjik ezeket az
eszkozoket, egyre tobb alkalmazasi lehet6ség meril fel a
kutatasban és az iparban. Azok az alapkérdések, amelyek egykor
a mutdcidk és a kiilonbdzb stressz- és kémiai kezelések hatdsanak
tanulmanyozasabdl szarmazd altaldnossagokon és
Osszefliggéseken alapultak, most olyan célzott vizsgdlatokkal
kutathatdak, amelyek ok-okozati adatokat szolgaltatnak és ezzel
I6kusz specifikus funkcidkat tarnak fel. Bar ezen eszk6zok koziil
sokat allatokon fejlesztettek és mutattak be, a névények izgalmas
lehetGséget biztositanak tovabbfejlesztésikhoz és
alkalmazasukhoz  mind  kutatdsi, mind mez6gazdasagi
szempontbdl.
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Ebben az attekintd cikkben a CRISPR—dCas alapu technoldgidkat
hasznalo, célzott transzkripcids szabalyozassal és
epimutagenezissel foglalkozd, novényekben végzett kutatasok
legujabb felfedezéseit és fejlesztéseit foglaljuk 6ssze.

Epigenetika és novényi génexpresszio

Az eukariota DNS 146 bazispar (bp) hosszi DNS-szegmensekbe
van csomagolva, amelyek a nukleoszdmaként ismert hiszton
oktamer koré fonddnak.(Luger et al., 1997; Richmond és Davey,
2003; Ou et al, 2017). A nukleoszomak a kromatin
alapegységei, és két f6 konfiguraciét vehetnek fel. Az
eukromatin kevésbé kompakt és jobban hozzaférhet6 a
transzkripcios faktorok és mas fehérjék szamara, a
heterokromatin pedig kompaktabb és kevésbé hozzaférheté
(Roudier et al.,, 2009) (1.dbra). Ez azt jelenti, hogy a
génszabdlyozds nemcsak a transzkripcids faktorok meglététdl,
illetve hidnyatél figg, hanem a kromatin hozzaférhet6ségétdl is
(Li et al., 2007). A kromatin allapota kromatin atrendezé
(remodelling) komplexekkel (CRC), hiszton moddositasokkal,
hiszton véltozatokkal és DNS-metilcidval valtoztathaté meg,
amelyek egylittesen aktivaljak vagy gatoljak az eukariotak
kiilonb6z6 transzkripcids haldzatait (Li et al., 2007; Bannister és
Kouzarides, 2011; Pikaard és Mittelsten Scheid, 2014; Zhong et
al., 2021).

Ludfliben (Arabidopsis thaliana) a CRC-k, példaul a
SWITCHING DEFECTIVE 2/SUCROSE NON-FERMENTING 2
(SWI2/SNF2) fehérjék ATP hidrolizist haszndlnak a
nukleoszomak  szerkezetének vagy elhelyezkedésének
megvaltoztatdsara, igy szabdlyozva a kromatin
hozzaférhetGségét a transzkripcios faktorok és egyéb
szabalyozo fehérjék szamara (Corona és Tamkun, 2004; Jiang és
Pugh, 2009). A CRC-k mellett hiszton mddositasok és hiszton
valtozatok is hatdssal vannak a transzkripcids génszabalyozasra
a hiszton-DNS kolcsénhatasok szabalyozasan keresztll (Feng et
al., 2010; Bannister és Kouzarides, 2011). A kézponti hisztonok
szabadon allé N-termindlis farkan kiilonféle poszttranszlacios
moédositasok lehetnek, mint az acetilacio, metilacid,
foszforilacié, ubiquitinacié, szumoilacié, stb. (Pfluger és
Wagner, 2007). A hisztonmddositdsok hozzdadasa vagy
eltavolitdsa a transzkripcié aktivalasat vagy gatlasat
eredményezi (Feng et al., 2010; Bannister és Kouzarides, 2011).
Ha példaul hiszton-acetiltranszferdazok altal acetildlédik a
hisztonfarok, akkor transzkripcios aktivacio 1ép fel, mig az
acetilacio hiszton-dezacetildzokon keresztil torténd
eltavolitasaval transzkripciés gatlas (Pandey et al., 2002;
Lawrence et al., 2004).

A hiszton acetildcidval ellentétben - amely megfelel a
transzkripcio aktivalasanak - a hiszton metilacio 6sszefiiggésbe
hozhaté a transzkripcié aktivalasaval és gatlasaval is, attdl
fligg6en, hogy melyik lizin oldalldancok metilalédnak (Xiao et al.,
2016). Példaul harom metilcsoport a harmas hiszton farkanak
negyedik lizinjén (H3K4me3), illetve a H3K36me2 és H3K36me3
a transzkripcié aktivalasat okozza (Zhao et al., 2005; Xu et al.,
2008; Zhang et al., 2009; Ding et al., 2012) (1.dbra). Ezzel
ellentétben a H3K27mel, a H3K27me3 és a H3K9me2
transzkripcids gatlassal jar (Goodrich et al., 1997; Gendall et al.,
2001; Jackson et al., 2002; Malagnac et al., 2002; Johnson et al.,
2007; Zhang et al., 2007; Bernatavichute et al., 2008; Jacob et
al., 2009; Du et al., 2012).
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1. dbra A hiszton mdédosulasok és a DNS epigenetikai mdédositasainak attekintése. A heterokromatin egy kompaktabb, az eukromatin egy kevésbé
kompakt kromatin allapotot képvisel, amit a CRC-k képesek befolyasolni. A kromatin alapegysége a nukleoszoma, ami a DNS-sel becsomagolt
hisztonokbdl all. A hisztonfarok és a DNS-ben taldlhaté citozin egyarant epigenetikailag moédosithaté. Hisztonfarok-mddositasok: a hisztonfarok
kulonféle epigenetikai jelekkel mddosithatd, beleértve a metilaciot, acetildciot, foszforilaciot, szumoilacidt stb. A hiszton epigenetikai jelei
Osszefliggésben vannak a transzkripcids génszabalyozédssal. Példaul a H3 lizin 4 trimetilacidja (H3K4me3) vagy acetilacidja, és a H3K36me3 a
transzkripcids aktivacidhoz kapcsolddik. De novo DNS-citozin metilacid: A citozinok de novo metilezheték az RdDM Utvonalon keresztiil. A kanonikus
RdDM sordn a SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1 felismeri azokat a helyeket, ahol a hiszton 3 farok kilencedik lizinje (H3K9
metilcsoportokat tartalmaz, majd kodzvetlen kolcsonhatas révén ezekhez a helyekhez sorakoztatja fel a polimeraz IV-et (Pol IV), ami a 32 nt révid
szalu RNS transzkriptek képz6dését inditja el. A Pol IV ezt a transzkriptumot kozvetleniil az RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2-be (RDR2) taplalja,
amely az egyszali RNS-transzkripteket kett6s szali RNS-ekké alakitja, amiket a DICER-LIKE 3 (DCL3) RNaz Ill endonukleaz 24 nt kis interferald RNS-
ekké (siRNS-ek) emészt, majd betdlti az ARGONAUTE 4, 6 vagy 9-be (AGO4/6/9). Ezzel egyidejileg egy komplex, amelyet a 2-es vagy 9-es SU(VAR)
homoldgok (SUVH), a DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3), a DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 (DRD1), a RNA-DIRECTED
DNA METHYLATION 1 (RDM1) és a Pol V alkot, a DNS-metilacio és a SUVH2/9 kozotti kdlcsonhatas révén a |okuszra keril. Az siRNS—AGO4/6/9
komplex felismeri a Pol V RNS transzkriptumok szerkezetét a SUPPRESSOR OF TY 5-LIKE (SPT5L) segitségével. Ezt kovetGen a DOMAINS
REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) az sRNS-hez kotott AGO4/6/9 éltal, az RDM1-en keresztil felismert helyekre gyilekezik, lehetévé
téve a DRM2 szamdra, hogy metildlja a szomszédos DNS-t. A DRM2 metildlja a kijel6lt DNS-t, a SUVH4/5/6 megkoti a metildlt DNS-t, és a H3K9
metilacidjat okozza. Ez vonzza az Utvonal Pol IV dgat, ezaltal pozitiv visszacsatoldsi hurkot hoz Iétre, amely segit fenntartani az Ujonnan hozzdadott
metilaciét. Néha a Pol IV-tél eltéré forrasbdl szarmazo siRNS-ek éplilnek be az RADM folyamataba, amit nem-kanonikus RADM-nek nevezlink. Ezek
az siRNS-ek forditott ismétl6désekbdl, miRNS-prekurzorokbdl, hasitott mRNS-fragmensekbdl vagy mas nem kddold dsRNS-ekbdl képz&dnek,
amelyeket DCL fehérjék vagy az AGO4 és exonukledzok kombinacidja dolgoz fel, betdltve ezeket AGO4/6/9be, és kdzvetlenil toborozzék az Gtvonal
Pol V 4gat a célhelyhez. A DNS-metilacié eltavolitasa: A DEMETER (DME) kett8s funkcidju glikozilaz/liaz fehérje csalag tagjai a DME, a DME -LIKE
1/REPRESSOR OF SILENCING 1 (DML1/R0OS1), DML2 és DML3. Ezek képesek aktivan eltdvolitani a metilalt citozinokat, melyek helyére nem-metilalt
citozin keril a baziskivagd DNS javitasi (angolul base excision repair, BER) mechanizmus soran. BioRender.com segitségével készilt

A DNS citozin metilacidja névényekben a CG, CHG és CHH
szekvencia kontextusban fordul el6 (H barmilyen nukleotid
lehet G kivételével) és szintén Osszefliggésbe hoztdk a
génszabdlyozdssal. A DNS-metildcio jelenléte gatolhatja, hidnya
pedig aktivalhatja az érintett helyhez kozeli gének vagy mozgd
genetikai elemek (transzpozonok) kifejez6dését. Novényekben
a DNS-metilaciét négy kiilonb6z6 DNS-metilacié karbantarté
utvonal tartja fenn, valamint létrejohet de novo az RNS-fliggé
DNS metilaciés (RADM) utvonalon keresztll (Law és Jacobsen,
2010). A kanonikus RdADM dtvonal két dagra oszthatdé: a
Polimerdz IV (Pol 1V) agra, amely a kis interferadld

RNS-ek (siRNS-ek) képz6déséért felelGs, és a Pol V agra, amely egy
RNS vazat biztositja a DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) szdmara, hogy az a célhelyhez
talaljon (Erdmann és Picard, 2020) (1.abra). Bar a legttbb,
az RADM altal hasznalt siRNS-t a Pol IV-RDR2 komplex termeli
(Herr et al, 2005; Raja et al., 2008; Stroud et al.,
2013; Huang et al., 2021), kis mennyiségban mas forrasokbdl is
szarmaznak. llyen forrasok a forditott ismétlédések, a mikroRNS
(miRNS) prekurzorok, az mRNS fragmentek és mas nem-Pol
IV eredetli, nem kddolé RNS-ek, amelyek egy nem-kanonikus
RdDM dUtvonalat inditanak be. Ezek a siRNS-ek az ARGONAUTE
(AGO) fehérjékbe toltédve a Pol V komplexet irdnyitjak
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olyan kitlintetett helyekre, amelyek az RADM szamara kezd&
poziciét jelenthetnek de novo (Allen et al., 2005; Slotkin et al.,
2005; Vazquez et al., 2008; Chellappan et al., 2010; Khraiwesh et
al.,, 2010; Wu et al.,, 2010, 2012; Garcia et al., 2012; Mari-
Ordo’nez~ et al.,, 2013; Nuthikattu et al., 2013; Creasey et al.,
2014; Bond and Baulcombe, 2015; McCue et al., 2015; Panda et
al., 2016; Yang et al., 2016; Ye et al., 2016; Sigman et al., 2021)
(1.abra).

A DNS-metilacido mitotikusan és meiotikusan o6rokélhets jel
(Law és Jacobsen, 2010). Az eukromatikus régiékban az RdDM
altali metilacié fenntartds siRNS fliggd. A DNS-metilacié minden
szekvencia kontextusban a replikdcié soran Gjonnan képz6dott
DNS szdlakra masolddik tovabbi harom DNS-metiltranszferaz
Osszehangolt mikodése altal. A CG helyek metilacidéjat a DNA
METHYLTRANSFERASE 1 (MET1) tartja fenn a VARIANT IN
METHYLATION 1 (VIm1), VIM2,
és VIM3 fehérjékkel egylittm(kodve, amelyek a templat szédlakon
a CG kontextusban metildlt citozinokat képesek kotni (Woo et al.,
2007, 2008).
A heterokromatikus régidkban a nem-CG metilaciot elsésorban
novény-specifikus metiltranszferazok, a CHROMOMETHYLASE 2
(CMT2) és CMT3 tartjak fenn egy H3K9me2 hiszton mddositason
keresztili pozitiv visszacsatoldsi hurok révén. Az eukromatikus
régiokban ezt az RADM végzi el (Lindroth et al., 2001; Du
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et al,, 2012; Stroud et al., 2013, 2014; Erdmann és Picard, 2020).
A novényekben a DNS-metilacié aktiv eltavolitdsat a DEMETER
(DME) kétfunkcios glikozilaz/lidz fehérje csalad tagjai, a DME, a
DME-LIKE 1/REPRESSOR OF SILENCING 1 (DML1/R0OS1), a DML2
és a DML3 végzik (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002; Agius et al.,
2006; Gehring et al., 2006; Morales-Ruiz et al., 2006; Penterman
et al., 2007; Ortega-Galisteo et al., 2008) (1.abra).

Transzkripciot befolyasolé elemek toborzasara
szolgdlé technoldgiak

Az epigenetikai jelek és a génexpresszio célzott modositasa
megkoveteli a transzkripcios szabalyozdsra vagy
epimutagenezisre képes molekularis komponensek specifikus
és ektopikus toborzasat a kivant helyre a genomban. A
kovetkez6 részben szdmos célzasi technoldgiat tekintlink at.

Kis RNS-alapu célzas

A siRNS-eket és a miRNS-eket széles korben alkalmazzak
transzkripciés és  poszttranszkripciés  géncsendesitésre,
nemcsak azért, mert a kis RNS-kozvetitett géncsendesités
szekvencia-specifikus és hatékony, hanem azért is, mert
részleges funkcidvesztést okozo alléleket okozhatnak, amelyek
semlegesithetik egyes
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2. abra Célzérendszerek. A. A kis interferald RNS (siRNS) alapu célzérendszer, amely mesterségesen tervezett forditott ismétlGdéseket vagy
mikroRNS-eket (miRNS) hasznal ki a specifikus szekvenciak megcélzasara az RNS-fliggé DNS-metilacié (RADM) vagy az RNS-interferencia
mechanizmusan keresztll. DICERLIKE (DCL); ARGONAUTE (AGO). B, A cink-ujj célzérendszer, ahol minden mesterségesen tervezett cink-ujj domén
egy egyedi nukleotidharmast képes felismerni. C, A TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE EFFECTOR (TALE) célzérendszer, amely esetében az RVD-k
(kiemelve) biztositjak a szekvencia-specifikus DNS kotést minden ismétlédé egységnek. D, A CRISPR—Cas9 célzérendszer alkotdrészeivel: a CRISPR
RNS (crRNS), a transz-hatd crRNS (tracrRNS) és a célszekvencidval szomszédos motivum (protospacer adjacent motif, PAM). E, Kdzvetlen fuzids,
SunTag és MS2 alapu CRISPR—dCas9 rendszerek és kombinalasuk a CRISPR ACT 3.0 rendszerben. MS2 kdpenyfehérje (MCP), egylancu variabilis

fragment (ScFV). BioRender.com segitségével készllt
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1. Tablazat Célzérendszerek 6sszehasonlitasa
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Paraméterek SRNS TALE

Cink-ujj CRISPR—dCas9

1. Célhelyek Nincs limit Minden 35. bp

2. Specificitas Kevéshé specifikus

technoldgiak

3. Felhasznaldbarat Kénnyen klénozhatd

a. Klénozas konstrukcidk

b. Atalakithatdsag Uj
helyek célzdsara

idGigényes

Nagyon kénnyen
atalakithat6 — csak a
prekurzor RNS-
szekvenciat kell
madositani

Kevésbé konnyen

kell tervezni; a
fehérjetervezés

kiszamithatatlan lehet

Uj helyek megcélzasa a
prekurzor szekvencia
madositasan alapszik,
ami kevésbé koltséges

c. Koltség
TALE tesztelése

esetén

Specifikusabb, mint mas

Klénozas munka- és

atalakithaté — minden 4j
célhelyhez Gj fehérjét

Draga lehet, mivel toébb

sziikséges Uj célhelyek

Minden 200-
500. bp

PAM helyek fiiggvénye Uj,
PAM nélkuli CRISPR-valtozatok
allnak rendelkezésre, amelyek
novelik az elérhetd célhelyek
szamat

Kevésbé specifikus Rendkivil specifikus

Klénozas munka- és Kénnyen klénozhato konstrukcidok

idGigényes

Nagyon kénnyen atalakithatd —
csak a guide RNS-szekvencidt
kell médositani

Kevésbé konnyen
atalakithaté — minden Uj
célhelyhez Uj fehérjét
kell tervezni; a
fehérjetervezés
kiszdmithatatlan lehet

Uj helyek megcélzasa a guide RNS
szekvencia médositdsan
alapszik, ami kevésbé koltséges

Draga lehet, mivel tébb
cink-ujj tesztelése
sziikséges Uj célhelyek
esetén

null mutacidk letalitasat (Ossowski et al., 2008). Az endogén
keletkezd siRNS-ek és miRNS-ek a DICER-LIKE (DCL) fehérjék hasitasi
termékei. A siRNS-ek a kett8s szalu RNS-ekbdl (dsRNS-ek), a miRNS-
ek hajtl szerkezetl primer miRNS transzkriptumokbol képzédnek
(Kurihara és Watanabe, 2004; Xie et al., 2005) (2.A dbra). A siRNS-
ek és miRNS-ek az AGO fehérjékhez kapcsolddva alakitjak ki az RNS-
iranyitott csendesité komplexet (Mallory és Vaucheret, 2010), ami
csendesiti a komplementer szekvencidval rendelkez6 célgént
(Huang et al., 2019). A szintetikus siRNS-ek és miRNS-ek
névényekben torténd elGallitasanak egyik legnépszeriibb mddszere
a hajtd RNS-ek vagy intron szekvencidkkal 6sszekapcsolt forditott
ismétl6dések kifejeztetése. A hajtli RNS-t a névényi DCL fehérjék
ismerik fel és hasitjak siRNS-ekké, majd ezt kovetSen idézik el6 a
célgén csendesitését (Chuang és Meyerowitz, 2000; Wesley et al.,
2001). Ezeket gyakran ugy tervezik, hogy exon régidkat célozva
poszttranszkripcids géncsendesitést valtsanak ki, de ugy is
megtervezhet6k, hogy a promdter régiokat megcélozva RdDM-
iranyitott csendesités jojjon Iétre (Mette et al., 2000; Dadami et al.,
2014; Williams et al., 2015; Gallego-Bartolome et al., 2019). Egyéb,
kis RNS-kOzvetitett géncsendesitési megkozelités példaul a virus-
indukalt (Wassenegger et al., 1994; Baulcombe, 1999; Burch-Smith
et al.,, 2004), illetve a mesterséges miRNS altali géncsendesités
(Schwab et al., 2006; Ossowski et al., 2008).

Bar a szintetikus siRNS-ek és miRNS-ek hasznalhatoak célzott
géncsendesitésre, de nem képesek mas faktorok toborzasara vagy
a célzott aktivalasra, tovabba hajlamosak célt téveszteni, amiaz un.
off-target hatas (Xu et al., 2006; Ossowski et al., 2008) (1. Tablazat).
Az effektor domének szekvenciafiiggs célzasara képes technoldgidk
a gdatlas mellett lehet6vé teszik a transzkripcios aktivalas
specifikusabb szabalyozasat is.

Szekvenciafliggé DNS-k6t6 modulok
Cink-ujjak

A cink-ujj (ZF) technolégia az egyik legkordbbi és legjobban
jellemzett eszkoz az effektor domének meghatarozott genom

régidikhoz torténé iranyitdsdhoz. Ezek a fehérjék jellemzGen
klasszikus C2H2 ZF szerkezetlek, két B-redé és egy o-hélix
struktdraval, amit hidroféb kolcsénhatasok és egy cink ion
tartanak fenn (Lee et al., 1989). Minden ujj elsédlegesen egy
egyedi, 3 bp hossziusagu DNS-szekvenciat ismer fel és kot,
amelyet az o-hélix aminosav oldallancai hatdroznak meg
(Pavletich és Pabo, 1991; Elrod-Erickson et al., 1996) (2.B abra).
Ez az aminosav szekvencia moddosithatd és tobbszorosithetd,
hogy olyan mesterséges, tobb ujj doménnel rendelkez6 ZF
fehérjéket hozzunk létre, amelyek képesek megkilénboztetni a
célhely DNS-szekvencidjat a genom tobbi részétél (Liu et al.,
1997; Segal et al.,, 1999; Dreier et al., 2001). Ha ezeket a
mesterséges ZF-eket egy effektor doménnel fuziondltatjuk a
transzkripcié aktivaldsa vagy gatldsa érhet6 el. Bar a ZF
célzérendszereket széles kérben hasznaljak, szdmos hatranyuk
van a tobbi rendszerhez képest, példaul a specifikussag
viszonylagos hidnya, amelyeket az 1. Tablazatban vazoltunk fel
(Beerli et al., 1998; Johnson et al., 2014; Gallego-Bartolome et
al., 2019; Gardiner et al., 2020; Liu et al., 2021).

Transzkripcids aktivator-szer( effektorok

A ZF-ekhez hasonldéan, a Transzkripciés aktivator-szerd
effektorok (angol megfelel6je a TRANSCRIPTION ACTIVATOR-
LIKE EFFECTORS, roviden TALE) olyan sajatos aminosav
szekvencidkat tartalmaznak, amelyek lehetévé teszik specifikus
DNS-szekvencidk programozhaté felismerését (2.C dbra). A TALE
DNS koté doménje kb. 18 egységnyi ismétlédésbél all, amelyek
mindegyike 34 aminosavat tartalmaz. A 12. és 13. pozicidban
elhelyezked6 aminosav variadbilis és az egységek kotédési
specifitdsat iranyitja. Ezt a két varidbilis aminosavat
ismétlédésenként eltér6 aminosavparnak nevezzilk (angol
megfelel6je repeat-variable diresidue, réviden RVD) (Boch et al.,
2009; Moscou és Bogdanove, 2009) (2.C abra). Az ismétlédé
egységek atrendezésével meghatdrozott szekvencidkat célzo,
formatervezett TALE hozhatd létre (Boch et al., 2009; Morbitzer



Transzkripcids kontroll és epimutagenezis

et al.,, 2010). Tovabbi, egyedi helyeket célz6 TALE-k
Osszeallitdsdhoz az ismétl6d6 egységek olyan elrendezésben kell
legyenek, hogy az RVD nukleotid preferencidja megegyezzen a
célhellyel. Egyes RVD-k kizarélag a metilalt vagy nem metilalt
DNS-hez kétédnek (Bultmann et al., 2012; Deng et al., 2012;
Valton et al., 2012; Tsuji et al., 2016) és ezt a tulajdonsagukat
kihasznalva olyan TALE konstrukciok készitheték, amelyek
kiilonbséget tudnak tenni metilalt és nem metildlt felismerési
helyek kozott (Deng et al., 2012; Valton et al., 2012; Tsuji et al.,
2016).Noha a TALE hatékony eszkdz, Osszeallitasa nehézkes az
ismétl6do egységek miatt, amelyek csupan két aminosavban
kiilénbdznek egymastdl (Cermak et al., 2011; Morbitzer et al.,
2011; Zhang et al., 2011) (1. Tablazat).

CRISPR—Cas kozvetlen fuzid

A CRISPR-Cas rendszerek a genom meghatarozott régidinak
megcélzasara hasznalhatok. Ezek a rendszerek a baktériumokban
és archaedkban kifejl6dott adaptiv immunrendszerként a
természetben is eléfordulnak (Sorek et al., 2013). A ZF vagy TALE
rendszerekkel ellentétben, ahol aminosav  szekvenciak
modositdsdval hatdrozzdk meg a célhelyet, a CRISPR-Cas
rendszerek nem-kédolé RNS-eket hasznalnak (2.D &bra). A
természetes  célzérendszer 4all egy, a célszekvenciaval
komplementer RNS szekvencidbdl, amit spacerként vagy CRISPR
RNS-ként (crRNS) ismeriink, és egy transzaktivdlé crRNS
(tracrRNS) elnevezés( szerkezetmeghatarozo (scaffold)
szekvencidbdl, amit a Cas fehérje kot (Deltcheva et al., 2011) (2.D
abra). Az eszkozt ugy egyszer(sitették le, hogy a crRNS-t és a
tracrRNS-t  egyesitették, egyetlen RNS-molekuldt képezve,
amelyet irdnyité vagy guide RNS-nek (gRNS) nevezlink (Jinek et
al., 2012). A gRNS-komponenssel felszerelt Cas fehérje képes
azonositani a célhelyet és ott kettds-szalu torést létrehozni. A
célszekvencia felismeréséhez még sziikség van egy, adott Cas
fehérjére specifikus, célszekvencidaval szomszédos motivumra
(protospacer adjacent motif, PAM) is, amely lekorlatozza a
lehetséges célhelyek szamat (2.0 4dbra). A legfrissebb
fejlesztéseknek koszonhet6en azonban mar olyan CRISPR—Cas
rendszerek is elérhetéek, amelyek nem igénylik ezt a PAM-
motivumot (Walton et al., 2020; Ren et al., 2021). Az aktiv Cas
nukledz segitségével létrehozott mutacidk mellett a katalitikusan
inaktiv Cas-t (dCas) alkalmazd rendszerekkel a dCas-hoz fuzionalt
effektor doméntsl fliggéen célzott hatdsok széles skalajat
valthatjuk ki (Jinek et al., 2012; Larson et al., 2013; Qi et al., 2013;
Lowder et al., 2015; Piatek et al., 2015; Liu et al., 2016; Li et al.,
2017, 2020; Tang et al., 2017; Khakhar et al., 2018; Selma et al.,
2019; Ghoshal et al., 2021).

A kisebb koltség, a kdnnyl 6sszeallitds és a magas specificitas a
CRISPR—dCas modszert hihetetlenll népszerlvé tette, ami az
egyszer( kifinomultabb
kifejlesztéséhez vezetett. Az aldbbiakban azokat a célzasi
hatékonysag kifejlesztett  tovabbi
rendszereket targyaljuk, amelyek képesek tobb effektor domén
szinergikus célba juttatasara egyetlen Iékuszon.

kozvetlen  fuzidnal rendszerek

fokozdsa  érdekében

SunTag

A SunTag rendszert eredetileg allatokban fejlesztették ki arra,
hogy a GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) tébb példanyat
egyetlen lokuszra toborozzak, ezzel lehetévé téve a célhely
vizudlis megjelenitését (Tanenbaum et al., 2014). Ezt az Gtletet
hamar beépitették dCas9-alapu rendszerekbe is olyan
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felhasznalasi célokra, mint a transzkripcio aktivalas vagy a DNS
metilacié hozzaadasa/eltavolitdsa novényekben és allatokban
egyarant (Tanenbaum et al., 2014; Morita et al., 2016; Gallego-
Bartolome et al., 2018; Pflueger et al., 2018; Papikian et al., 2019;
Tang et al.,, 2021). A SunTag-dCas9 rendszer harom kiilonb6z6
komponens 6sszehangolt kifejez6dését koveteli meg: egy dCas9
egy hozza kapcsolt peptid farokkal, amely epitdp ismétlédések
sorozatat tartalmazza; egy effektor doménnel fuzionalt
komplementer egylancu variabilis fragment (scFv); és egy gRNS
(2.E abra). Ez lehet6vé teszi minden dCas9 fehérje szamara, hogy
az scFv és az epitop farok kozétti kdlcsonhatasok altal az effektor
domén tdbb mdsolatdt toborozza. Bar ez néveli a rendszer
Osszetettségét, egy effektor domén tobb masolatanak
alkalmazasa egyetlen |6kuszon hatékonyabbnak bizonyult, mint
egyetlen effektor domén haszndlata a dCas9-hez valé kdzvetlen
fuzidén keresztil (Morita et al., 2016; Pflueger et al., 2018). A
kozelmdultban két eltérd, kiilon scFv-vel megkotott két epitdp
kombinacidjat hordozé epitdpfarok lehet6vé tette a két
kilonbo6z6, egyedi scFv-effektor fuzidval vald egyidejl célzast
(Boersma et al., 2019). Egy effektor fehérje tobb masolatanak
toborzdsa SunTag rendszer hasznalatdval felveti annak
lehet6ségét, hogy ezek a rendszerek kiterjedtebb epigenetikai
mintazatot hozhatnak Iétre célzottan, mint a kbzvetlenil fuzionalt
dCas9-effektor verzid. Bar ez bizonyos esetekben igaz lehet, a
célzottan létrehozott epigenetikai mintazatokat latszdlag tobb
tényez6 befolyasolja. Példaul eml8s sejtvonalak esetében, ha az
emlds de novo DNS-metiltranszferazt, a DNS-metiltranszferaz 3-
alfat (DNMT3A) dCas9-hez fuzionalva alkalmazzuk, korilbeldl 200
bp DNS-metilaciés labnyom keletkezik (McDonald et al., 2016;
Vojta et al., 2016). Ha SunTag rendszert hasznaljuk a DNMT3A-val,
egy szélesebb, 4 kilobazis (kb) kiterjedésii DNS-metilacids
lenyomatot kaphatunk a Homeobox A5 (HOXAS) génen, de ezt a
hatdst mar nem figyelték meg, mikor ugyanezen rendszerrel a
Krippel-szeri 4-es faktor génjét jelolték ki, ami egy lokusz
specifikus hatdst feltételez (Huang et al.,, 2017). A genomi
kontextus befolydsat novényekben is feltételezték (Ghoshal et al.,
2021). Példaul ludfliben végzett kisérletek soran megfigyelték,
hogy dCas9 direkt fuzio és SunTag haszndlataval egyarant teljesen
megegyez6 DNS metilacids mintdzat keletkezett az FWA génen,
mikor azokat CG-specifikus bakteridlis metiltranszferazzal
kapcsoltan alkalmaztdk. Ez valdszinlleg annak volt kdszénhetd,
hogy a célrégiot szegélyez§ genomi régidkban nincsenek CG-
helyek, ami korlatozza a DNS-metilacio terjedését mindkét eszkoz
esetében. Ahhoz még tovdbbi kutatasokra van szlikség, hogy
kozvetlentl felmérjik az ilyen multi-effektoros fehérje-
célzéeszkozok altal indukdlt DNS-metilaciés mintazat valtozast
befolydsold tényezbket.

MS2

Az MS2 rendszer a SunTag rendszerhez hasonléan CRISPR-
dCas9 alapon m(ikodik és lehet6vé teszi a felhasznald szamara,
hogy tobb effektor fehérjével célozzon meg egy adott lIokuszt
(Konermann et al., 2015). Azonban a SunTag és a dCas9 fuzids
eljarassal ellentétben az MS2 rendszer mddositott gRNS-ek
segitségével toborozza az effektor fehérjéket. Az MS2 rendszer
az MS2 bakteriofag kopenyfehérjét és annak ismert RNS-kotd
helyét haszndlja ki. A SunTag rendszerhez hasonléan az MS2 is
harom komponens koordinalt expresszidjat igényli: egy dCas9,
egy MS2 kopenyfehérje-effektor domén fuzid, és egy olyan
gRNS vézrendszer, ahol a tracrRNS-ben a négyes-hurok és/vagy
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a szarhurok masodik pozicidjaban egy MS2 koétGhely talalhatd
(Konermann et al., 2015) (2.E d4bra). Az MS2 rendszert
kombinalhatjuk dCas9-el kdzvetlen fuzion keresztil (Szinergista
aktivacids mediator rendszer, angol megfelel6je Synergistic
Activation Mediator, roviden SAM) vagy SunTag rendszerrel
vagy mindkettével egyszerre (CRISPR Act 3.0). A kombinacidval
a gRNS és a dCas9 effektor fehérje kdlcsdonhatasai egytlittesen
hasznosulnak, igy nagyobb szamuvagy tobb kiilénbdzé effektor
fehérjét iranyithatunk a célhelyre (Konermann et al., 2015;
Lowder et al., 2018; Pan et al., 2021) (2.E abra).

Célzott epimutagenezis és a transzkripcid
iranyitasa

Effektor domének transzkripcié aktivalashoz

A célzérendszerekben a transzkripcié aktivaldsara szamos
kiilonboz8 effektor domént hasznédlhatunk. Az aktivalast bazélis
transzkripcids faktorok haszndlataval kozvetlendl, illetve aktiv
hisztonjelek hozzaadasdval vagy gatld jelek eltavolitasaval
kozvetetten érhetjiik el. Meghatdrozott I6kuszok célzasat a VP16
herpes simplex virus moduldris aktivalé doménjével mar tobben
részletesen leirtdk, mint a transzkripcié aktivalasanak hatékony
maodjat (Dreier et al., 2001; Sanchez et al., 2002; Stege et al., 2002;
Morbitzer et al., 2010; Geilller et al., 2011; Miller et al., 2011;
Zhang et al., 2011; Cheng et al., 2013; Maeder et al., 2013; Mali
et al.,, 2013; Perez-Pinera et al., 2013; Qi et al., 2013; Liu et al.,
2014; Tanenbaum et al., 2014; Vazquez-Vilar et al., 2016; Li et al.,
2017; Park et al., 2017; Lee et al., 2019; Papikian et al., 2019;
Selma et al.,, 2019).A VP16 aktivator domén egy savas peptid,
amely kdlcsonhatasba |ép a bazalis transzkripcids faktorokkal és a
medidtor komplexszel, hogy megkonnyitse a pre-iniciaciés
komplex Osszeallitasat a célhelyén (Hall és Struhl, 2002; Hirai et
al., 2010). A Vp16 hiszton acetiltranszferazokkal és az SWI/SNF
ATPaz komplexszel is koélcsonhatdsba |ép, hogy a kornyezd
kromatin szerkezetet aktiv allapotba hozza (Hall és Struhl, 2002;
Hirai et al., 2010). Ennek az aktivatornak a hatdsat dramaian
novelhetjik, ha tetramert (VP64) vagy oktamert (VP128)
készitiink a minimal VP16 aktivator doménbdél (Beerli et al., 1998;
Lietal., 2017). A kézvetlen flziés rendszerekhez képest a célgének
aktivalasat tovabb javithatja a VP64 tobb példanyanak toborzasa
a SunTag rendszerrel (Tanenbaum et al., 2014; Lowder et al.,
2018; Selma et al., 2019).

A kozvetlen transzkripcid-aktivalas az APETALA2
fehérjecsaladban  megtaldlhatd, ndvényspecifikus, erésen
konzervalt savas tipusu aktivdtor domének, mds néven EDLL
domének hasznalataval is lehetséges. Az AtEFR98 EDLL doménjét
gyakran hasznaljak modularis komponensként a génkifejez6dés
aktivalasara (Tiwari et al., 2012; Piatek et al., 2015; Selma et al.,
2019). Ez az EDLL motivum mds gyakori aktivator doménekkel
Osszehasonlitva — mint példdul a VP16 (78 aminosav) — viszonylag
kicsi (24 aminosav), igy remekil hasznalhaté lehet kompakt
szintetikus aktivaciés célzérendszerek fejlesztéséhez. Egyes
célhelyeken azonban tobb EDLL-re volt sziikség ahhoz, hogy a
VP16-hoz hasonld transzkripcids aktivalast érjlink el (Tiwari et al.,
2012). A természetes TALE rendszerekben taldlhaté savas tipusu
TAL aktivator doméneket is hasznaltdk mar génkifejez6dés
aktivalasara a VP16 és az EDLL doménekhez hasonlé modularis
modon (Piatek et al., 2015; Li et al., 2017; Selma et al., 2019). Ez
az effektor domén a TALE célzérendszert hasznalva a kétShelyétdl
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mindkét irdnyban (upstream és downstream) géneket aktivalhat
flggetlenil attol, hogy melyik DNS szalat célozzuk az effektorral
(Wang et al., 2017).

A transzkripcié aktivaldsdra az aktivator domének kdzvetlen
hatdsa mellett tovabbi lehetdség az olyan domének haszndlata,
amelyek kozvetett mddon inditjdk be a génexpresszidt aktiv
epigenetikai jelek hozzaaddasaval vagy gatlo jelek eltavolitdsaval.
Novényekben az emberi eredeti p300 domén vagy a
noévényspecifikus acetiltranszferaz, az ARABIDOPSIS HISTONE
ACETYLTRANSFERASE OF THE CBP FAMILY 1 (HAC1) katalitikus
doménje célzottan aktivalhatja célgének transzkripciéjat a H3K27
acetilaciéjan keresztil; azonban p300-al 6sszehasonlitva a VP64
haszndlataval magasabb szint(i aktivacié érhetd el (Lee et al.,
2019; Roca Paix~ao et al., 2019; Selma et al., 2019). A gatlé DNS
metiladcié eltdvolitdsa egy prométerrél a human TENELEVEN
TRANSLOCATION1 (TET1) segitségével szintén transzkripcios
aktivacidhoz vezethet (Maeder et al., 2013; Amabile et al., 2016;
Choudhury et al., 2016; Liu et al., 2016; Morita et al., 2016; Xu et
al., 2016; Lo et al., 2017; Okada et al., 2017; Gallego-Bartolome et
al., 2018; Li et al., 2020; Tang et al., 2021). Allatokban a TET
oxidazok csalddja képes oxidalni a metilalt DNS-t, ami vagy a
metilcsoport passziv eltavolitdsahoz vezet a DNS replikdcio soran
a karbantartds hianya miatt, vagy pedig aktivan tavolitjdk el a
glikozilazok, mint példdul a timin DNS-glikozilaz (Lio et al., 2020).
Novényekben is kimutattak ilyen oxidalt valtozatokat, de szintjik
annyira alacsony, hogy jelent6ségiik megkérdGjelezhetd
(Mahmood és Dunwell, 2019). Noévényekben a TET csaladdal
homolég fehérjéket nem irtak le, de a TET fehérjék akar célzott,
akdar nem célzott ektopikus expresszidja a DNS-metilacié
elvesztését okozta, ami arra enged kovetkeztetni, hogy egy
hasonld, passziv vagy aktiv mechanizmus az oxidalt DNS-metil
csoportok eltdvolitasdra a névényekben is jelen van (Hollwey et
al., 2016; GallegoBartolome et al., 2018; Ji et al., 2018).

Ellentétben az alap transzkripcids gépezet toborzasaval, ami
nemkivanatos tulexpressziét okozhat, az epigenetikai jelek
hasznalata a transzkripcid szabdlyozasdra csupan megkonnyiti a
transzkripcids gépezet szamdara a célpromodterhez vald
hozzaférést. Ez az epigenetikai mdédositasok egyik elényét emeli ki
az aktivator domének haszndlataval szemben. Ezen felll az
epigenetikai jelek megvaltoztatasa elésegitheti a célzott aktivator
domének hozzaférését, és igy egymassal kombindlva hatdsuk
osszeadddik (Roca Paix~ao et al., 2019).

Aktivalas egyidejl célzassal

Szamos  tanulmany  megkisérelte  Osszehasonlitani  és
meghatarozni a célzott aktivalashoz legjobban hasznalhato,
egyedilallé aktivator doméneket, de az ilyen vizsgalatokat tobb,
egymastdl fliggetlen tényezd erdsen befolyasolja, tobbek kozt a
valasztott célzérendszer és célhely. Bar egy bizonyos aktivator
domén jobbnak tlinhet a tobbinél egy adott rendszerben vagy egy
adott célhelyen,
ez nem feltétlenil igaz az Osszes ndvény genomjaban lehetsége
szdmtalan

forgatdokonyvre, igy valtozatos eszkozokre van sziikséglink.
Ugyanakkor ezen eszkdzok fejlesztése soran megfigyelhets az a
tendencia, hogy a tobb aktivaitor domént egyetlen Idkuszra
célozni képes eszkdzok rendszerint jobban teljesitenek, mint az
egyetlen domént hasznaldk (Beerli et al., 1998; Tiwari et al., 2012;
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Li et al., 2017; Selma et al., 2019; Morita et al., 2020; Pan et al.,
2021). Bar az egyetlen kédold szekvencidba beépithet6 ismétIédé
domének szama a fehérje instabilitds miatt korlatozott, ennek
ellenére a tobb kilonboz6 aktivditor domén haszndlata a
génkifejez6dés egylittes hatasu aktivalasara rendkivil sikeres
stratégianak bizonyult (Li et al.,, 2017; Selma et al., 2019). A
VP128-EDLL vagy a VP128-TAL aktivdtor domének fuzidja a
génkifejez6dés fokozott aktivalodasdhoz vezet (Li et al., 2017). A
VP64 fuzidja két tovabbi - allatokban korabban kimutatottan
m(kodd (VPR) - modularis aktivdtor doménnel, a P65-tel és Rta-
val szintén magasabb szinten képes aktivdlni a génexpresszidt
névényekben, mint a VP64 6nmagaban (Chavez et al., 2015; Li et
al., 2017). A kilonbo6z6 aktivator doméneket egyszerre hasznald
rendszerek ezt képesek még magasabb szintre emelni tovéabbi
aktivator domén hozzdadasaval, amilyen példaul az EDLL domén
kombindcidja VPR fuzidval (Selma et al., 2019). A kilonb6z6
egyidej(i-célzasi stratégiak mennyiségi 6sszehasonlitdsa azonban
kihivast jelent, ami szintén a célhelytél és a célzérendszertdl fligg.
Példaként hozhaté az EDLL domén és VP16 aktivator domén
multimerek hasznalata SAM-rendszerben vagy kozvetlen
fuzidban, ezek ugyanis rosszabbnak bizonyultak, mint a mas
aktivator doménekkel vald fuzid, vagy egyszerlien a tobb VP64
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peptid hasznalata az adott I6kuszon (Li et al., 2017; Lowder et al.,
2018; Pan et al., 2021). Ha azonban az EDLL-domént és a VPR-
fuziét egyltt haszndljuk SAM célzérendszerben, kimutathato,
hogy magasabb a génaktivacié, mint tébb VP64 domén esetében.
Lathatjuk, hogy ha egy aktivator domén egy bizonyos l6kuszon
vagy egy adott célzérendszerben hatékonyan m(ikodik, ez még
nem jelenti azt, hogy akkor is hatékony lesz, ha egy masik
rendszerben vagy egy masik l6kuszon haszndljuk.

Mikor allati sejtekben a VP64-et és a TET1l-et ugyanarra a
I6kuszra iranyitottdk, ezek egymas hatdsat feler@sitve
génkifejez6dés felszabalyozasdban nagyobb mértékl valtozast
eredményezett, mintha ezeket a faktorokat o6nmagukban
hasznaltuk volna (Morita et al., 2020). Ez azt sugallja, hogy ha az
epigenetikai  kddot ugy alakitjuk, hogy az aktivalas
hozzaférhet6bbé viéljon, az a célzo aktivator doménekkel
szinergikus hatast ér el. Novényekben az FWA-promoéter célzasa
tobb VP64-aktivator modullal SunTag célzérendszerben DNS
metilacio-vesztést is eredményezett, ami arra utal, hogy az
allatokhoz hasonléan a DNS-metilaciét eltavolité és a
génexpressziot kozvetlenlil aktivald célzd6 mechanizmusok
egyidejlileg szinergikusan mikodhetnek a novényekben is
(Papikian et al., 2019; Morita et al., 2020).
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Tools for sequence-specific DNA binding have opened the door to new
approaches in investigating fundamental questions in biology and crop
development.

A szekvencia-specifikus DNS-kotésen alapuld eszkdzok lehetévé tették a
bioldgia és a ndvénynemesités alapvetd kérdéseinek Uj megkozelitésekkel
valé vizsgdlatat.

U

While there are several platforms to choose from, many of the recent
advances in sequence-specific targeting tools are focused on developing
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic RepeatsCRISPR
Associated (CRISPR-Cas)-based systems.

Bar szamos platform kozil valaszthatunk, a kozelmult legtobb, szekvencia-
specifikus célzéeszkdzokre irdnyuld fejlesztése a csoportosan el6forduld,
egymastdl egyenl tavolsagra levé rovid palindromikus ismétlédéseken
(angolul Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, réviden
CRISPR), és a vellk kapcsolt Cas enzimen alapuld (CRISPR-Cas) rendszerekre
Osszpontositott.

19

Using a catalytically inactive Cas protein (dCas), this system can act as a
vector for different modular catalytic domains (effector domains) to control
a gene’s expression or alter epigenetic marks such as DNA methylation.

Egy katalitikusan inaktiv Cas-fehérjét (dCas) hasznald rendszer kiillonb6z6
modularis katalitikus domének (effektor domének) bevitelével alkalmas
lehet a génkifejez6dés vagy epigenetikai jelek — mint példaul a DNS-
metilaciéo — megvaltoztatasara.

20

Recent trends in developing CRISPR-dCas systems include creating versions
that can target multiple copies of effector domains to a single site, targeting
epigenetic changes that, in some cases, can be inherited to the next
generation in the absence of the targeting construct, and combining effector
domains and targeting strategies to create synergies that increase the
functionality or efficiency of the system.

A CRISPR-dCas-alapu rendszerek fejlesztésének egyik legljabb iranyvonala,
hogy tobb effektor domént juttassanak egy kijelolt helyre, olyan
epigenetikai moddositasokat |étrehozva, amelyek akar a létrehozd
génkonstrukcié hidnyaban is nemzedékeken keresztiil 6roklédhetnek, és az
effektor domének és célzé stratégiak kombinacidjaval szinergikusan névelve
a rendszer funkcionalitasat vagy hatékonysagat.

21

This review summarizes and compares DNA targeting technologies, the
effector domains used to target transcriptional control and epi-mutagenesis,
and the different CRISPR-dCas systems used in plants.

Ez az 3attekinté cikk Osszefoglalja és Osszehasonlitjia a DNS-célzé
technoldgidkat, a transzkripcids szabdlyozast célba vevé és epimutagenezist
kivalté effektor doméneket, valamint a névényekben hasznalt kilonbozé
CRISPR-dCas rendszereket.

22

Introduction

Bevezetés

B

[1}Over the past three decades, the development of tools that can bind to
DNA in a sequence-specific manner has led to technologies that can
specifically target and regulate gene transcription and epi-mutagenesis.

[1}Az elmult harom évtizedben a szekvencia-specifikus DNS kotést hasznald
eszkozok fejlesztésének koszonhetden olyan technoldgidk jottek létre,
amelyek célzottan képesek szabalyozni a géntranszkripciét és az
epimutagenezist.

e

Due to its ease of use, in the most recent wave of developments, tools based
on the Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic RepeatsCRISPR-
associated system (CRISPR—Cas) using a catalytically inactive Cas protein
have come to the forefront with an array of attachments allowing for the
targeted transcriptional control or epi-mutagenesis {1]of a specific locus;
pushing the functionality of CRISPR—Cas beyond gene editing.

Konnyl hasznalhatdsaga miatt Ujabban a CRISPR-Cas-alapu, de katalitikusan
inaktiv Cas-fehérjét hasznald eszkozok fejlesztése keriilt el6térbe. Az inaktiv
Cas enzimhez egy sor kilonféle effektor fehérjét forrasztva lehetévé valik a
transzkripciéd célzott szabalyozdsa vagy egy meghatdrozott |6kusz
epimutagenezise {1]. Ennek kdszonhetéen a CRISPR—Cas hasznalhatdsaga
ma mdr tulmutat a génszerkesztésen.

25

[1}These constructs rely on either the direct recruitment of basal
transcription machinery or the targeting of epigenetic factors to manipulate
transcription of nearby genes.

[1}Ezek a konstrukciok azon alapulnak, hogy a bazalis transzkripcidhoz
sziikséges fehérjéket, vagy epigenetikai faktorokat vonzanak a célzott gén
transzkripcidjanak megvaltoztatasara.
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While the recruitment of basal transcription machinery requires the
presence of the targeting construct, changes in DNA methylation can in some
cases be mitotically and meiotically inherited allowing for this targeted epi-
mutagenesis to be maintained in the following generations in the absence of
the  targeting  construct  ({1][2YJohnson et al,, 2014{31[4};
{1][2}GallegoBartolome et al., 2018{3][4}; {1][2}Papikian et al., 2019{3][4}).

Mig a bazalis transzkripcids gépezet odavonzdsa megkoveteli egy célzé-
konstrukcid jelenlétét, addig a DNS-metilacidoban bekodvetkezd valtozasok
alkalmanként mitotikusan és meiotikusan oroklédhetnek, igy lehetévé téve,
hogy az epimutécié a létrehozo konstrukcid hidanyaban is fennmaradjon az
elkdovetkezendé generdcidkban ({1][2Hohnson et al.,, 2014{3][4};
{1][2}GallegoBartolome et al., 2018{3][4}; {1][2}Papikian et al., 2019{3][4}).

27 The heritability of DNA methylation is well documented at a few loci; | A DNS-metilacié atorokl6dése néhany lokusz esetében jél dokumentalt,
however, further work is needed to understand how frequently methylation | azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy megértsiik milyen
changes induced in one generation can be stably inherited into the next | gyakori a kivaltott metilacids valtozdsok stabil atorokl6dése a kovetkez6
([1}Lloyd and Lister, 2021{2]). generacidba ([1}Lloyd és Lister, 2021{2]).

28 {1 {1]

29 ADVANCES ELORELEPESEK *29-33.
szovegdoboz

30 Recent advancements in DNA targeting systems have largely focused on the | Napjainkban a DNS-célzé rendszerek fejl6désének kdzéppontjaban féként a

development of CRISPR—dCas systems to include peptide tails and RNA | peptidfarkat és RNS-koté fehérjéket tartalmazé CRISPR—dCas rendszerek
binding proteins, allowing these systems to recruit multiple copies of any | kifejlesztése dll, ami a rendszer szdmara lehet6vé tenné, hogy barmely adott
given effector protein. effektor fehérjébdl egyszerre tébbet is toborozzon.

31 Effector protein domains capable of manipulating DNA methylation have | A DNS-metildcié moddositasara képes effektor fehérje doméneket mar
been successfully deployed and, in some cases, changes have been shown to | sikeresen alkalmaztdk, és egyes esetekben kimutattak, hogy a modositasok
be heritable to the next generation in the absence of the targeting construct. | a célzé-konstrukcié hianyaban is 6rokolhetSk a kovetkez6 generdcidra.

32 Fusion and co-targeting strategies using common modular activator domains | Az altaldanos modularis aktivator doméneket hasznald, fuzion és egyidejl-
can synergistically activate transcription to levels higher than targeting with | célzdson alapulé stratégidk szinergikusan a transzkripciét magasabb szinten
a single type of activator domain. aktivalhatjak, mint a csak egy tipusu aktivator domént alkalmazé tipusok.

33 CRISPR-dCas systems can be used to repress genes by targeting of modular | A CRISPR-dCas rendszerek hasznalhatdak a génm(ikodés gatldsara modularis
repression domains, DNA methylation, or CRISPRi. represszor domének, DNS-metildcio vagy CRISPRi alkalmazasaval.

34 *szegmens
athelyezve
szegmens
torés miatt

35 Furthermore, most other plant epigenetic marks are likely not inherited from | A legtobb novényi epigenetikai jel valdsziniileg nem 6roklédik nemzedékrdl

generation to generation and are either reset during reproductive | nemzedékre, mivel vagy torlédik a reproduktiv fejlédési szakasz soran, vagy
development or change dynamically along with changes in gene expression. | dinamikusan valtozik a génexpresszids valtozasokkal parhuzamosan.

36 As we continue to develop targeting systems through the addition of | Ahogy kiilonb6z6, specifikus epigenetikai jeleket mddositani képes

different modular catalytic domains (effector domains) capable of | moduldris katalitikus domének (effektor domének) hozzaadasaval

manipulating specific epigenetic marks, the function and heritability of these
marks can be more easily explored.

tovabbfejlesztjik a célzérendszereket, ezeknek a jeleknek a funkcidja és
orokolhetdsége konnyebben vizsgalhato.
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37

The expansion of this toolkit will offer a selection of tools that can create
changes that are or are not mitotically or meiotically inherited that can be
selected based on the end goal.

Ennek az eszkdztarnak a kibSvitése olyan lehetGségekhez vezet, ahol csak a
sajat céljainktol fugg, hogy a létrehozott valtozasok mitotikusan vagy
meiotikusan 6roklédnek vagy sem.

38 |In plants, targeted manipulation of transcriptional control and | A transzkripcids szabdlyozas és az epimutagenezis célzott befolydsolasat
epimutagenesis have already been used to increase resistance to drought, | névényekben mar kordbban is alkalmaztak a szarazsaggal szembeni ellenallé
manipulate plant developmental phenotypes, increase our understanding of | képességiik novelésére, fejl6dési fenotipusuk megvaltoztatasara és
interactions between essential proteins, and further our understanding on | esszencidlis fehérjék kozotti kdlcsonhatdsok jobb megértésére, valamint
how plants add, maintain and use DNA methylation ([1}Johnson et al., | annak a mélyebb megismerésére, hogy a novények hogyan hozzak létre,

2014{2]; [1}Harris et al., 2018{2]; [1}Gallego-Bartolome et al., 2019{2]; | tartjdk fenn és hasznaljdk a DNS-metilaciét ([1}Johnson et al., 2014{2];

[1}Papikian et al., 2019{2]; [1}Roca Paix{2][11}~{12][1}ao et al., 2019{2]; | [1}Harris et al., 2018{2]; [1}Gallego-Bartolome et al., 2019{2]; [1}Papikian et

[1}ichino et al., 2021{2]; [1}Lee et al., 2021{2]; [1}Leydon et al., 2021{2]; | al., 2019{2]; [1}Roca Paix{2][11}~{12][1}a0 et al., 2019{2]; [1}Ichino et al.,

[1}Liu et al., 2021{2]; [1}Tang et al., 2021{2]; [1}Xue et al., 2021{2]). 2021{2]; [1}Lee et al., 2021{2]; [1}Leydon et al., 2021{2]; [1}Liu et al.,
2021{2]; [1}Tang et al., 2021{2]; [1}Xue et al., 2021{2]).

39 | As we continue to develop these tools by improving their efficiency and | Ahogy a hatékonysag javitasaval és a rendelkezésre 4ll6 effektor domének
expanding the available effector domains, more possible applications in both | bévitésével folyamatosan fejlesztjiik ezeket az eszkozoket, egyre toébb
research and industry arise. alkalmazasi lehet&ség meriil fel a kutatdsban és az iparban.

40 Fundamental questions that once relied on generalities and correlations | Azok az alapkérdések, amelyek egykor a mutdacidk és a kiilonboz6 stressz- és | A stressz
resulting from mutations, stress induction, or chemical treatments can | kémiai kezelések hatdsanak tanulmanyozasabdl szarmazo altalanossagokon | kezelés az
instead be addressed using targeted studies providing causative data | és 0Osszefliggéseken alapultak, most olyan célzott vizsgalatokkal | mindig
revealing locus-specific function. kutathatdak, amelyek ok-okozati adatokat szolgaltatnak és ezzel Idkusz | valamilyen

specifikus funkcidkat tarnak fel. stressz
kivaltasa,
tehat stressz
indukcidval
egyenld.

41 While many of these tools have been demonstrated or developed in animals, | Bar ezen eszk6zok kozil sokat allatokon fejlesztettek és mutattak be, a
plants provide an exciting platform for the further development and | névények izgalmas lehetGséget biztositanak tovabbfejlesztésiikhoz és
application of these tools both from a research and an agronomic | alkalmazasukhoz mind kutatasi, mind mezégazdasagi szempontbdl.
perspective.

42 | In this review, we will cover the recent discoveries and advancements in | Ebben az attekint6 cikkben a CRISPR—dCas alapu technoldgiakat hasznalo,
targeted transcriptional control and epimutagenesis using CRISPR—dCas- | célzott transzkripcids szabdlyozassal és epimutagenezissel foglalkozo,
based targeting technologies in plants. novényekben végzett kutatdsok legujabb felfedezéseit és fejlesztéseit

foglaljuk 6ssze.
43 Epigenetics and plant gene expression Epigenetika és n6vényi génexpresszio
44

Eukaryotic DNA is packaged into 146 base pair (bp) DNA segments that wrap
around a histone octamer known as a nucleosome ([1}Luger et al., 1997{2];
[1}Richmond and Davey, 2003{2]; [1}Ou et al., 2017{2]).

Az eukaridta DNS 146 bazispar (bp) hosszi DNS-szegmensekbe van
csomagolva, amelyek a nukleoszomaként ismert hiszton oktamer koéré
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fonddnak.([1}Luger et al., 1997{2]; [1}Richmond és Davey, 2003{2]; [1}0Ou et
al., 2017{2]).

45 Nucleosomes are the base units of chromatin and can adopt two main | A nukleoszémadk a kromatin alapegységei, és két f6 konfigurdciét vehetnek | a mondat
configurations: euchromatin, which is less compact and more accessible to | fel. Az eukromatin kevésbé kompakt és jobban hozzaférhetd a transzkripcios | szétvalasztasa
transcription factors and other proteins, or heterochromatin, which is more | faktorok és mas fehérjék szdmara, a heterokromatin pedig kompaktabb és | sziikséges volt
compact and less accessible ([1}Roudier et al., 2009{2]) ([1}Figure 1{2]). kevésbé hozzaférhetd ([1}Roudier et al., 2009{2]) ([1}1.abra{2]). a konnyebb

olvashatésagé
rt

46 This means that gene regulation depends not only on the presence or | Ez azt jelenti, hogy a génszabalyozas nemcsak a transzkripciés faktorok
absence of transcription factors, but also on chromatin accessibility ([1}Li et | meglététdl, illetve hianyatdl fiigg, hanem a kromatin hozzaférhetGségétél is
al., 2007{2]). ([1}Li et al., 2007{2]).

47 Chromatin state can be altered by chromatin remodeling complexes (CRCs), | A kromatin allapota kromatin atrendezé (remodelling) komplexekkel (CRC), | az angol
histone modifications, histone variants, and DNA methylation, which work | hiszton mddositasokkal, hiszton vdltozatokkal és DNS-metilacidval | kifejezést s
together to activate or repress of different transcriptional networks in | valtoztathatd6 meg, amelyek egylttesen aktivaljdk vagy gatoljak az | hasznaljuk,
eukaryotes ([1}Li et al., 2007{2]; [1}Bannister and Kouzarides, 2011{2]; | eukariétdk kilonboz6 transzkripcidos haldézatait ([1}Li et al., 2007{2]; | f6leg
[1}Pikaard and Mittelsten Scheid, 2014{2]; [1}Zhong et al., 2021{2]). [1}Bannister és Kouzarides, 2011{2]; [1}Pikaard és Mittelsten Scheid, | labornyelven,

2014{2]; [1}Zhong et al., 2021{2]). ezért
zaréjelben
megjeloltem

48 In Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), CRCs, such as the SWITCHING | Ludfliben (Arabidopsis thaliana) a CRC-k, példaul a SWITCHING DEFECTIVE | latin neveket
DEFECTIVE 2/SUCROSE NON-FERMENTING 2 (SWI2/SNF2) proteins use ATP | 2/SUCROSE NON-FERMENTING 2 (SWI2/SNF2) fehérjék ATP hidrolizist | mindig  délt
hydrolysis to alter the structure or positioning of nucleosomes, which in turn | hasznalnak a nukleoszémdak szerkezetének vagy elhelyezkedésének | bet(ivel irjuk
mediate the accessibility of the chromatin to transcription factors and other | megvaltoztatdsara, igy szabdlyozva a kromatin hozzaférhetGségét a
regulatory proteins ([1}Corona and Tamkun, 2004{2]; [1}Jiang and Pugh, | transzkripcios faktorok és egyéb szabalyozé fehérjék szamara ([1}Corona és
2009{2]). Tamkun, 2004{2]; [1}Jiang és Pugh, 2009{2]).

49 In addition to the CRCs, histone modifications and histone variants can affect | A CRC-k mellett hiszton modositasok és hiszton valtozatok is hatassal vannak
transcriptional gene regulation by modulating histone—DNA interactions | a transzkripcids génszabalyozasra a hiszton-DNS koélcsdnhatasok
([1}Feng et al., 2010{2]; [1}Bannister and Kouzarides, 2011{2]). szabalyozasan keresztil ([1}Feng et al., 2010{2]; [1}Bannister és Kouzarides,

2011{2]).

S0 The exposed N-terminal tails of the core histones are subjected to various | A kdzponti hisztonok szabadon 4llé N-termindlis farkdn kilonféle
post-translational modifications, including acetylation, methylation, | poszttranszlacios modositasok lehetnek, mint az acetilacié, metilacio,
phosphorylation, ubiquitylation, SUMOylation, etc. ([1}Pfluger and Wagner, | foszforilacio, ubiquitinacid, szumoilacié, stb. ([1}Pfluger és Wagner,

2007{2]). 2007{2]).

i The addition or removal of these histone modifications corresponds with | A hisztonmddositdsok hozzdaadasa vagy eltdvolitdsa a transzkripcid
activation or repression of transcription ([1}Feng et al., 2010{2]; [1}Bannister | aktivalasat vagy gatlasat eredményezi ([1}Feng et al., 2010{2]; [1}Bannister
and Kouzarides, 2011{2]). és Kouzarides, 2011{2]).
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For example, adding acetylation to the histone tails via histone
acetyltransferases is associated with transcriptional activation, while the

Ha példaul hiszton-acetiltranszferazok altal acetilalédik a hisztonfarok, akkor
transzkripcids aktivacié 1ép fel, mig az acetilacid hiszton-dezacetildzokon
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removal of acetylation through histone deacetylases leads to transcriptional
repression ([1}Pandey et al., 2002{2]; [1}Lawrence et al., 2004{2]).

keresztil torténd eltavolitasdval transzkripcids gatlas ([1}Pandey et al.,
2002{2]; [1}Lawrence et al., 2004{2]).

53 Unlike histone acetylation, which corresponds with the activation of | A hiszton acetildcidval ellentétben - amely megfelel a transzkripcié | tagmondatot
transcription, histone methylation can be associated with activation or | aktivalasanak - a hiszton metilacié 6sszefliggésbe hozhatd a transzkripcid | gondolatjel
repression of transcription, depending on which lysine residues are | aktivaldsaval és gatldsdval is, attdl figgden, hogy melyik lizin oldalldncok | kozé
methylated ([1}Xiao et al., 2016{2]). metilalddnak ([1}Xiao et al., 2016{2]). helyeztem, igy

kénnyebben
olvashaté

54 For example, three methyl groups on the fourth lysine of the histone 3 tail | Példdul harom metilcsoport a harmas hiszton farkdnak negyedik lizinjén | H3K36me2
(H3K4me3), H3K36me2, and H3K36me3 are associated with active | (H3K4me3), illetve a H3K36me2 és H3K36me3 a transzkripcid aktivalasat | dgy kell
transcription ([1}Zhao et al., 2005{2]; [1}Xu et al., 2008{2]; [1}Zhang et al., | okozza ([1}Zhao et al., 2005{2]; [1}Xu et al., 2008{2]; [1}Zhang et al., 2009{2]; | kiolvasni,
2009{2]; [1}Ding et al., 2012{2]) ([1}Figure 1{2]). [1}Ding et al., 2012{2]) ([1}1.abra{2]). hogy: a harma

hiszton 36.
lizinjének
dimetilacidja

55 On the contrary, H3K27me1l, H3K27me3, and H3K9me2 are associated with | Ezzel ellentétben a H3K27mel, a H3K27me3 és a H3K9me2 transzkripcids

transcriptional repression ([1}Goodrich et al., 1997{2]; [1}Gendall et al., | gatlassal jar ([1}Goodrich et al., 1997{2]; [1}Gendall et al., 2001{2];
2001{2]; [1}Jackson et al., 2002{2]; [1}Malagnac et al., 2002{2]; [1}Johnson et | [1}ackson et al., 2002{2]; [1}Malagnac et al., 2002{2]; [1}Johnson et al.,
al., 2007{2]; [1}Zhang et al., 2007{2]; [1}Bernatavichute et al., 2008{2]; | 2007{2]; [1}Zhang et al., 2007{2]; [1}Bernatavichute et al., 2008{2]; [1}Jacob
[1Hacob et al., 2009{2]; [1}Du et al., 2012{2]). et al., 2009{2]; [1}Du et al., 2012{2]).

56 | Figure 1 Overview of histone and DNA epigenetic modifications. 1. abra A hiszton mddosuldsok és a DNS epigenetikai mddositdsainak

attekintése.

57 Heterochromatin and euchromatin represent a more compact or less | A heterokromatin egy kompaktabb, az eukromatin egy kevésbé kompakt
compact chromatin status, respectively, that can be manipulated by CRCs. kromatin allapotot képvisel, amit a CRC-k képesek befolyasolni.

58 The fundamental unit of chromatin is the nucleosome, which is composed of | A kromatin alapegysége a nukleoszdma, ami a DNS-sel becsomagolt
histones wrapped with DNA. hisztonokbdl all.

39 Both histone tails and DNA cytosines can be epigenetically modified. A hisztonfarok és a DNS-ben taldlhatd citozin egyarant epigenetikailag

modosithatd.

60 Histone tail modifications: histone tails can be modified by various epigenetic | Hisztonfarok-mddositdsok: a hisztonfarok kilonféle epigenetikai jelekkel
marks, including methylation, acetylation, phosphorylation, SUMOylation, | mddosithato, beleértve a metilaciét, acetilaciot, foszforilaciét, szumoilacidt
etc. stb.

61 Histone epigenetic marks are associated with transcriptional gene | A hiszton epigenetikai jelei 0Osszefliggésben vannak a transzkripcids
regulation. génszabalyozassal.

62 For example, histone acetylation and trimethylation of H3 Lysine 4 | Példaul a H3 lizin 4 trimetilaciéja (H3K4me3) vagy acetilacidja, és a
(H3K4me3) and H3K36me3 are associated with transcriptional activation. H3K36me3 a transzkripciods aktivacidhoz kapcsolddik.

63 De novo DNA cytosine methylation: De novo DNS-citozin metilacio:

64 A citozinok de novo metilezhet6k az RADM utvonalon keresztiil.

Cytosines can be de novo methylated through the RADM pathway.
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During canonical RdDM, SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1 is
recruited to sites containing methyl groups on the ninth lysine of the histone
3 tail (H3K9) and directly interacts with and recruits Polymerase IV (Pol IV) to
these sites initiating transcription of short 32 nt RNA transcripts.

A kanonikus RADM soran a SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1
felismeri azokat a helyeket, ahol a hiszton 3 farok kilencedik lizinje (H3K9)
metilcsoportokat tartalmaz, majd kézvetlen kélcsénhatds révén ezekhez a
helyekhez sorakoztatja fel a polimeraz IV-et (Pol IV), ami a 32 nt révid szalu
RNS transzkriptek képz&dését inditja el.

66

Pol IV then feeds this transcript directly into RNA-DEPENDENT RNA
POLYMERASE 2 (RDR2) that then converts the single stranded RNA
transcripts into double-stranded RNAs, which are then digested into 24 nt
small interfering RNAs (siRNAs) by RNase Il endonuclease DICER-LIKE 3
(DCL3), and loaded into ARGONAUTE 4, 6, or 9 (AGO4/6/9).

A Pol IV ezt a transzkriptumot kozvetlenil az RNA-DEPENDENT RNA
POLYMERASE 2-be (RDR2) taplalja, amely az egyszali RNS-transzkripteket
kettds szalu RNS-ekké alakitja, amiket a DICER-LIKE 3 (DCL3) RNaz Il
endonukledz 24 nt kis interferald RNS-ekké (siRNS-ek) emészt, majd betdlti
az ARGONAUTE 4, 6 vagy 9-be (AG0O4/6/9).

67

Concurrently, a complex consisting of SU(VAR) homologs (SUVH) 2 or 9,
DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3), DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED
DNA METHYLATION 1 (DRD1), RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 (RDM1),
and Pol V is brought to a locus through the interaction between DNA
methylation and SUVH2/9.

Ezzel egyidejlileg egy komplex, amelyet a 2-es vagy 9-es SU(VAR) homoldgok
(SUVH), a DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3), a DEFECTIVE IN
RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 (DRD1), a RNA-DIRECTED DNA
METHYLATION 1 (RDM1) és a Pol V alkot, a DNS-metildcio és a SUVH2/9
kozotti kdlcsdnhatas révén a ldkuszra kerdil.
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The RNA scaffold of Pol V transcripts can be recognized by the siRNA—
AGO04/6/9 complex with help from SUPPRESSOR OF TY 5-LIKE (SPT5L).

Az siRNS-AGO04/6/9 komplex felismeri a Pol V RNS transzkriptumok
vazrendszerét a SUPPRESSOR OF TY 5-LIKE (SPT5L) segitségével.
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DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) is then recruited
to sites recognized by sRNA-bound AGO4/6/9 through RDM1, allowing
DRM2 to methylate the adjacent DNA.

Ezt kovet6en a DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) az
sRNS-hez kotott AGO4/6/9 altal, az RDM1-en keresztiil felismert helyekre
gyllekezik, lehetévé téve a DRM2 szamara, hogy metildlja a szomszédos
DNS-t.
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DRM2 adds methylation to the targeted DNA, SUVH4/5/6 binds the DNA
methylation and deposits H3K9 methylation, which attracts the Pol IV arm of
the pathway thus, creating a positive feedback loop that helps maintain the
newly added methylation. siRNAs generated from sources other than Pol IV
are sometimes incorporated into RADM in a process called non-canonical
RdDM.

A DRM2 metildlja a kijel6lt DNS-t, a SUVH4/5/6 megkéti a metilalt DNS-t, és
a H3K9 metilacidjat okozza. Ez vonzza az utvonal Pol IV agat, ezadltal pozitiv
visszacsatoldsi hurkot hoz létre, amely segit fenntartani az Ujonnan
hozzdadott metilaciét. Néha a Pol IV-t6l eltéré forrasbél szarmazé siRNS-ek
épllnek be az RdDM folyamatdba, amit nem-kanonikus RdDM-nek
neveziink.
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These siRNAs can be generated from inverted repeats, miRNA precursor’s,
fragments of cleaved mRNA, or other non-coding dsRNAs that are processed
by DCL proteins or a combination of AGO4 and exonucleases, loaded into
AGO4/6/9, and directly recruit the POLV arm of the pathway to a target site.

Ezek az siRNS-ek forditott ismétl6désekbdl, miRNS-prekurzorokbdl, hasitott
mMRNS-fragmensekbdl vagy mas nem kdédolé dsRNS-ekbdl képzédnek,
amelyeket DCL fehérjék vagy az AGO4 és exonukledzok kombinacidja dolgoz
fel, betoltve ezeket AGO4/6/9-be, és kdzvetlentil toborozzak az utvonal Pol
V agat a célhelyhez.

POLV
javitottam Pol
V-re, mivel a
szbveg eddig
is ebben a
formaban
hasznalta
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Removal of DNA methylation:

A DNS-metilacio eltavolitasa:

T

DEMETER (DME) family of bifunctional glycosylase/lyases, consisting of DME
and DME -LIKE 1/REPRESSOR OF SILENCING 1 (DML1/ROS1), DML2, and

A DEMETER (DME) kettds funkcidju glikozilaz/lidaz fehérje csalag tagjai a
DME, a DME -LIKE 1/REPRESSOR OF SILENCING 1 (DML1/R0OS1), DML2 és
DML3. Ezek képesek aktivan eltavolitani a metildlt citozinokat, melyek
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DML3, actively remove methylated cytosines which are then replaced with
unmethylated cytosines by the base excision repair (BER) pathway.

helyére nem-metildlt citozin keril a baziskivagd DNS javitasi (angolul base
excision repair, BER) mechanizmus soran.
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DNA cytosine methylation, which in plants occurs in the CG, CHG, and CHH
sequence contexts (H is any nucleotide other than G), has also been
associated with gene regulation.

A DNS citozin metilaciéja névényekben a CG, CHG és CHH szekvencia
kontextusban fordul el6 (H barmilyen nukleotid lehet G kivételével) és
szintén Osszefliggésbe hoztak a génszabalyozassal.

=N

Often, the presence or absence of DNA methylation is associated with
repression and activation, respectively, of nearby genes or transposable
elements.

A DNS-metilacié jelenléte gatolhatja, hidnya pedig aktivalhatja az érintett
helyhez kozeli gének vagy mozgd genetikai elemek (transzpozonok)
kifejez6dését.
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In plants, DNA methylation is maintained by four different DNA methylation
mainte-{MQ}nance pathways and can be established de novo by the RNA-
directed DNA methylation (RADM) pathway ([1}Law and Jacobsen, 2010{2]).

Novényekben a DNS-metilacidt négy kilonb6zé DNS-metilacié karbantarté
{MQ}utvonal tartja fenn, valamint létrejéhet de novo az RNS-fiiggé DNS
metilacids (RADM) utvonalon keresztil ([1}Law és Jacobsen, 2010{2]).
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The canonical RADM pathway can be split into two different arms: the
Polymerase IV (Pol IV) arm,{MQ} which is responsible for the generation of
small interfering {MQ}RNAs (siRNAs), and the Pol V arm, which provides an
RNA scaffold for the recruitment of the DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) at the target site{MQ}([1}Erdmann and
Picard, 2020{2]) ([1}Figure 1{2]).

A kanonikus RdDM utvonal két agra oszthatd: a Polimeraz IV (Pol 1V)
agra,{MQ} amely a kis interferald6 {MQJ}RNS-ek (siRNS-ek) képzSdéséért
felels, és a Pol V agra, amely egy RNS vazrendszert biztosit a DOMAINS
REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) szamara, hogy az a
célhelyhez talaljon{MQ}([1}Erdmann és Picard, 2020{2]) ([1}1.dbra{2]).
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While the majority of {MQ}the siRNAs used in RdDM are produced by the
Pol IV-RDR2 complex ([1}Herr et al., 2005{2]; [1}Raja et al., 2008{2];
[1}Stroud et al., {MQ}2013{2]; [1}Huang et al., 2021{2]), a small amount are
generated from other sources including inverted repeats, microRNA (miRNA)
precursors, fragments of cleaved mRNA, or other non-Pol IV {MQ}generated
non-coding RNAs that can also trigger a noncanonical RADM pathway.

Bar a legtobb, {MQJ}az RADM 4ltal hasznalt siRNS-t a Pol IV-RDR2 komplex
termeli ([1}Herr et al., 2005{2]; [1}Raja et al., 2008{2]; [1}Stroud et al.,
{MQ}2013{2]; [1}Huang et al., 2021{2]), kis mennyiségban mas forrasokbdl
is szarmaznak. llyen forrasok a forditott ismétlédések, a mikroRNS (miRNS)
prekurzorok, az mRNS fragmentek és mas nem-Pol {MQ}IV eredet(i, nem
kodold RNS-ek, amelyek egy nem-kanonikus RADM Utvonalat inditanak be.
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These siRNAs are loaded into ARGONAUTE (AGO) proteins that direct the Pol
V arm of {MQ}the RdDM pathway to specific sites, and are important for
pioneering sites of RADM de novo ([1}Allen et al., 2005{2]; [1}Slotkin et al.,
2005{2]; [1}Vazquez et al., 2008{2]; [1}Chellappan et al., 2010{2];
[1}Khraiwesh et al., 2010{2]; [1}Wu et al., 2010{2], [1}2012{2]; [1}Garcia et
al., 2012{2]; [1}Mari1-Ordonez{2][19}~ {20][1}et al., 2013{2]; [1}Nuthikattu et
al.,, 2013{2]; [1}Creasey et al., 2014{2]; [1}Bond and Baulcombe, 2015{2];
[1}McCue et al., 2015{2]; [1}Panda et al., 2016{2]; [1}Yang et al., 2016{2];
[1}Ye et al., 2016{2]; [1}Sigman et al., 2021{2]) ([1}Figure 1{2]).

Ezek a siRNS-ek az ARGONAUTE (AGO) fehérjékbe toltédve a Pol V
komplexet iranyitjak {MQJ}olyan kitiintetett helyekre, amelyek az RdDM
szamara kezdd6 pozicidt jelenthetnek de novo ([1}Allen et al., 2005{2];
[1}Slotkin et al., 2005{2]; [1}Vazquez et al., 2008{2]; [1}Chellappan et al.,
2010{2]; [1}Khraiwesh et al., 2010{2]; [1}Wu et al., 2010{2], [1}2012{2];
[1}Garcia et al., 2012{2]; [1}Mari-Ordo’nez{2][19}~ {20][1}et al., 2013{2];
[1}Nuthikattu et al., 2013{2]; [1}Creasey et al., 2014{2]; [1}Bond and
Baulcombe, 2015{2]; [1}McCue et al., 2015{2]; [1}Panda et al., 2016{2];
[1}Yang et al., 2016{2]; [1}Ye et al., 2016{2]; [1}Sigman et al., 2021{2])
([1}1.4bra{2]).
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[1}2]{3]1[4}DNA methylation is a mitotically and meiotically heritable mark
({5][6}Law and Jacobsen, 2010{7][4}).

[1}2]{3][4}A DNS-metilaci6 mitotikusan és meiotikusan o6rokolheté jel
({5][6}Law és Jacobsen, 2010{7][4}).
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Maintenance of methylation by RdADM in euchromatic regions depends on
SiRNAs.

Az eukromatikus régidkban az RdADM altali metilacié fenntartas siRNS fliggd.

102

DNA methylation in all sequence contexts is replicated on the newly formed
daughter strands through the concerted effort of three additional DNA
methyltransferases as well.

A DNS-metildci6 minden szekvencia kontextusban a replikdcié sordn
Ujonnan képzédott DNS szalakra masolddik tovabbi harom DNS-
metiltranszferaz 6sszehangolt mikddése altal.
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Methylation at CG sites is maintained during replication by DNA
METHYLTRANSFERASE 1 (MET1), through an interaction with VARIANT IN
METHYLATION 1 (VIM1), VIM2, {MQ}and VIM3 proteins that can bind to
methylated cytosines in CG context on the parent strands (Woo et al.,
{11[2}2007{3][4}, {11(2}2008{3][4}).

A CG helyek metilaciéjat a DNA METHYLTRANSFERASE 1 (MET1) tartja fenn
a VARIANT IN METHYLATION 1 (VIM1), VIM2, {MQ}és VIM3 fehérjékkel

egyuttmikodve, amelyek a templat szalakon a CG kontextusban metilalt
citozinokat képesek kotni (Woo et al., {1]1[2}2007{3][4}, {1]1[2}2008{31[4}).

A DNS szul6i
szdla és a
templat rokon
értelm(i szé
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Non-CG methylation in heterochromatic regions is primarily
{MQ}maintained by the plant-specific CHROMOMETHYLASE 2 (CMT2) and
CMT3 methyltransferases via a positive feedback loop with H3K9me2
histone modification and by RdDM in euchromatic regions ({1][2}Lindroth et
al., 2001{3][4}; {1][2}Du{MQ} et al., 2012{3][4}; Stroud et al.,
{1][232013{3][4}, {1]1[2}2014{3][4}; {1][2}Erdmann and Picard, 2020{3][4}).

A heterokromatikus régidkban a nem-CG metilaciét elsGsorban
{MQ}névény-specifikus metiltranszferdzok, a CHROMOMETHYLASE 2
(CMT2) és CMT3 tartjak fenn egy H3K9me2 hiszton mddositason keresztili
pozitiv visszacsatoldsi hurok révén. Az eukromatikus régidkban ezt az RdDM
végzi el ({1][2}Lindroth et al., 2001{3][4}; {1][2}Du{MQ} et al., 2012{3][4};
Stroud et al., {1][2}2013{3][4}, {1]1[2}2014{3][4}; {1][2}Erdmann és Picard,
2020{3][4}).
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In plants, DNA methylation is actively removed by the DEMETER (DME) family
of bifunctional glycosylase/ lyases consisting of DME and DME -LIKE
1/REPRESSOR OF SILENCING 1 (DML1/R0S1), DML2, and DML3 ({1][2}Choi et
al., 2002{3][4}; {1][2}Gong et al., 2002{3][4}; {1][2}Agius et al., 2006{3][4};
{11[2}Gehring et al., 2006{3][4}; {1][2}Morales-Ruiz et al., 2006{3][4};
{1][2}Penterman et al., 2007{3][4}; {1][2}Ortega-Galisteo et al., 2008{3][4})
({11[2}Figure 1{3][4}) {1]

A novényekben a DNS-metildcié aktiv eltdvolitasat a DEMETER (DME)
kétfunkcios glikozilaz/liaz fehérje csaldd tagjai, a DME, a DME-LIKE
1/REPRESSOR OF SILENCING 1 (DML1/R0OS1), a DML2 és a DML3 végzik
({11[2}Choi et al., 2002{3][4}; {1][2}Gong et al., 2002{31[4}; {1][2}Agius et al.,
2006{31[4}; {1]1[2}Gehring et al., 2006{3][4}; {1][2}Morales-Ruiz et al.,
2006{3][4}; {1][2}Penterman et al., 2007{3][4}; {1][2}Ortega-Galisteo et al.,
2008{3][4}) ({1][2}1.abra{3](4}).{1]
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Figure 2 Targeting systems A. The small interfering RNA (siRNA) targeting
system which takes advantage of artificially designed inverted repeats or
microRNAs (miRNA) to target specific sequences through RNA-directed DNA
methylation (RADM) or RNA interference mechanisms.

2. dbra Célzérendszerek. A. A kis interferald RNS (siRNS) alapu célzérendszer,
amely mesterségesen tervezett forditott ismétl6déseket vagy mikroRNS-
eket (miRNS) hasznal ki a specifikus szekvencidk megcélzasara az RNS-fliggd
DNS-metilacié (RADM) vagy az RNS-interferencia mechanizmusan keresztiil.
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DICERLIKE (DCL); ARGONAUTE (AGO) B, The Zinc Finger targeting system
where each artificially designed Zinc Finger domain is capable of recognizing
a unique nucleotide triplet.

DICERLIKE (DCL); ARGONAUTE (AGO). B, A cink-ujj célzérendszer, ahol
minden mesterségesen tervezett cink-ujj domén egy egyedi
nukleotidharmast képes felismerni.
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C, The TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE EFFECTOR (TALE) targeting system
highlighting the RVDs, which give nucleotide binding specificity to each
repeat unit.

C, A TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE EFFECTOR (TALE) célzérendszer,
amely esetében az RVD-k (kiemelve) biztositjak a szekvencia-specifikus DNS
kotést minden ismétléds egységnek.
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D, The CRISPR—Cas9 targeting system highlighting the CRISPR RNA (crRNA),
trans-acting crRNA (tracrRNA) and protospacer adjacent motif (PAM).

D, A CRISPR—Cas9 célzérendszer alkotdrészeivel: a CRISPR RNS (crRNS), a
transz-hatd crRNS (tracrRNS) és a célszekvencidval szomszédos motivum
(protospacer adjacent motif, PAM).
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E, Direct fusion, SunTag, and MS2 based CRISPR-dCas9 systems and how
these have been combined in the CRISPR ACT 3.0 system.

E, Kozvetlen fuzids, SunTag és MS2 alapui CRISPR—dCas9 rendszerek és
kombinalasuk a CRISPR ACT 3.0 rendszerben.

111 | MS2 coat protein (MCP), Single chain variable fragment (ScFV). MS2 koépenyfehérje (MCP), egylancu variabilis fragment (ScFV).

112 Created with BioRender.com BioRender.com segitségével késziilt

120 | Technologies to recruit factors to manipulate transcription Transzkripciot befolyasold elemek toborzasara szolgalé technoldgiak

121 Targeted manipulation of epigenetic marks or gene expression requires a | Az epigenetikai jelek és a génexpressziod célzott mddositdsa megkdveteli a
way to specifically and ectopically recruit molecular components capable of | transzkripcids szabalyozdsra vagy epimutagenezisre képes molekularis
transcriptional control or epimutagenesis to the site of interest on the | komponensek specifikus és ektopikus toborzasat a kivant helyre a
genome. genomban.

122 Several targeting technologies are reviewed in the following section. A kovetkez6 részben szamos célzasi technoldgiat tekintlink at.

123 Small RNA-based targeting Kis RNS-alapu célzas

124 | [1}Both siRNAs and miRNAs have been broadly applied for transcriptional | [1}A siRNS-eket és a miRNS-eket széles korben alkalmazzak transzkripcios és
and post-transcriptional gene silencing, not only because small RNA- | poszttranszkripcids géncsendesitésre, nemcsak azért, mert a kis RNS-
mediated gene silencing is sequence specific and efficient, but also because | kdzvetitett géncsendesités szekvencia-specifikus és hatékony, hanem azért
they can cause partial loss-of-function alleles that can overcome the lethality | is, mert részleges funkcidvesztést okozd alléleket okozhatnak, amelyek
of certain null mutants ([1}Ossowski et al., 2008{2]). semlegesithetik egyes null mutacidk letalitdsat ([1}Ossowski et al., 2008{2]).

125 1 {1] {1]

126 [1}Table 1 {2][3}Comparison of targeting systems{4] [1}1. Tablazat {2][3}Célzérendszerek sszehasonlitasa{4]

127 Parameters Paraméterek

128 | sRNA sRNS

129 TALE TALE

130 Zinc Finger Cink-ujj

131 CRISPR—dCas9 CRISPR—dCas9

132 1. 1.

133 Target sites Célhelyek

134 No limit Nincs limit

135 | Occurs every 35 bp Minden 35. bp

136 | Occurs at every 200-{MQ}500 bp Minden 200-{MQ}500. bp

E Depends on PAM sites. PAM helyek fiiggvénye

C New{MQ}PAM-less CRISPR variants are available that increase available | Uj,{MQ}PAM nélkiili CRISPR-valtozatok allnak rendelkezésre, amelyek
target sites novelik az elérhetd célhelyek szamat

139 2. 2.

140 Specificity Specificitas

141 | Less specific Kevéshé specifikus

e More specific than other technologies Specifikusabb, mint mds technolégidk

143

Less specific

Kevésbé specifikus
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144

Highly specific

Rendkivil specifikus

145 3. 3.
146 | User friendly Felhasznaldbarat
147 a. a.
148 Cloning Klénozas
149 Easy to clone constructs Kénnyen klénozhato konstrukcidk
150 Cloning is laborious and tedious Klénozas munka- és idSigényes
151 Cloning is laborious and tedious Klénozas munka- és idGigényes
152 Easy to clone constructs Kénnyen klénozhaté konstrukcidk
153 b. b.
154 Adaptability to target new sites Atalakithatésag Uj helyek célzasara
155 Highly adaptable— only need to modify the precursor RNA sequence Nagyon konnyen atalakithatd — csak a prekurzor RNS-szekvenciat kell
maodositani
156 Less adaptable—must design new protein for each new target; protein | Kevésbé kdnnyen atalakithaté — minden Uj célhelyhez uj fehérjét kell
engineering can be unpredictable tervezni; a fehérjetervezés kiszamithatatlan lehet
157 Less adaptable—must design new protein for each new target; protein | Kevésbé kdnnyen atalakithaté — minden Uj célhelyhez uj fehérjét kell
engineering can be unpredictable tervezni; a fehérjetervezés kiszamithatatlan lehet
158 Highly adaptable—only need to modify the guide RNA sequence Nagyon kénnyen atalakithaté — csak a guide RNS-szekvenciat kell médositani
159 C. C.
160 Cost Koltség
161 Targeting new site depends on manipulating the precursor sequence, which | Uj helyek megcélzasa a prekurzor szekvencia mddositasan alapszik, ami
is less expensive kevésbé koltséges
162 Can be expensive as it requires testing of several TALEs to target new site Draga lehet, mivel tébb TALE tesztelése szlikséges Uj célhelyek esetén
163 Can be expensive as it requires testing of several Zinc Fingers to target new | Draga lehet, mivel tébb cink-ujj tesztelése sziikséges Uj célhelyek esetén
site
164 Targeting new site depends on manipulating guide RNA sequence, which is | Uj helyek megcélzdsa a guide RNS szekvencia médositasan alapszik, ami
less expensive kevésbé koltséges
165 *szegmens
athelyezve
szegmens
torés miatt
166 stem-

Endogenously, siRNAs and miRNAs are the slicing products of DICER-LIKE
(DCL) proteins from double-stranded RNAs (dsRNAs) and primary miRNA
transcripts with a stem-loop structure, respectively ([1}Kurihara and
Watanabe, 2004{2]; [1}Xie et al., 2005{2]) ([1}Figure 2A{2]).

Az endogén keletkezd siRNS-ek és miRNS-ek a DICER-LIKE (DCL) fehérjék
hasitasi termékei. A siRNS-ek a kettds szali RNS-ekbdl (dsRNS-ek), a miRNS-
ek hajtl szerkezetli primer mIRNS transzkriptumokbdl képzédnek
([1}Kurihara és Watanabe, 2004{2]; [1}Xie et al., 2005{2]) ([1}2.A abra{2]).

loop=hairpin
loop, ami
hajtd
szerkezetet
jelent
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Both siRNAs and miRNAs are loaded into AGO proteins to form an RNA-
induced silencing complex ([1}Mallory and Vaucheret, 2010{2]), which in
turn silences the target gene with the complementary sequence ([1}Huang
et al., 2019{2]).

A siRNS-ek és miRNS-ek az AGO fehérjékhez kapcsolddva alakitjak ki az RNS-
iranyitott csendesité komplexet ([1}Mallory és Vaucheret, 2010{2]), ami
csendesiti a komplementer szekvenciaval rendelkez6 célgént ([1}Huang et
al., 2019{2]).

168 One of the most popular methods for the generation of synthetic siRNAs or | A szintetikus siRNS-ek és miRNS-ek novényekben torténd eldallitdsanak
miRNAs in plants is to express hairpin RNA or inverted repeats that are linked | egyik legnépszer(ibb mddszere a hajtli RNS-ek vagy intron szekvenciakkal
by an intron sequence. Osszekapcsolt forditott ismétlédések kifejeztetése.

169 This hairpin RNA can be recognized and processed by plant DCLs into siRNAs | A hajtl RNS-t a névényi DCL fehérjék ismerik fel és hasitjak siRNS-ekké, majd
and then cause the target gene silencing ([1}Chuang and Meyerowitz, | ezt kbvet6en idézik el6 a célgén csendesitését ([1}Chuang és Meyerowitz,
2000{2]; [1}Wesley et al., 2001{2]). 2000{2]; [1}Wesley et al., 2001{2]).

170 While these are frequently designed to target exon regions to trigger post- | Ezeket gyakran ugy tervezik, hogy exon régidkat célozva poszttranszkripcios
transcriptional gene silencing, they can also be designed to target promoter | géncsendesitést valtsanak ki, de Ugy is megtervezheték, hogy a promdter
regions to trigger RdDM-directed silencing ([1}Mette et al., 2000{2]; | régidkat megcélozva RADM-irdnyitott csendesités j6jjon létre ([1}Mette et
[1}Dadami et al., 2014{2]; [1}Williams et al., 2015{2]; [1}Gallego-Bartolome | al., 2000{2]; [1}Dadami et al., 2014{2]; [1}Williams et al., 2015{2]; [1}Gallego-
et al., 2019{2]). Bartolome et al., 2019{2]).

171 Some other small RNAmediated approaches to silence genes include virus- | Egyéb, kis RNS-kdzvetitett géncsendesitési megkozelités példaul a virus-
induced gene silencing ([1}Wassenegger et al., 1994{2]; [1}Baulcombe, | indukalt ([1}Wassenegger et al., 1994{2]; [1}Baulcombe, 1999{2]; [1}Burch-
1999{2]; [1}Burch-Smith et al., 2004{2]), and artificial miRNA directed gene | Smith et al., 2004{2]), illetve a mesterséges miRNS altali géncsendesités
silencing ([1}Schwab et al., 2006{2]; [1}Ossowski et al., 2008{2]). ([1}Schwab et al., 2006{2]; [1}Ossowski et al., 2008{2]).

172 While synthetic siRNAs and miRNAs can target gene silencing, they cannot | Bar a szintetikus siRNS-ek és miRNS-ek haszndlhatéak célzott
recruit other factors or be used for targeted activation, and are prone to off- | géncsendesitésre, de nem képesek mds faktorok toborzasara vagy a célzott
target effects ([1}Xu et al., 2006{2]; [1}Ossowski et al., 2008{2]) ([1}Table | aktivalasra, tovabba hajlamosak célt téveszteni, ami az un. off-target hatas
1{2]). ([1}Xu et al., 2006{2]; [1}Ossowski et al., 2008{2]) ([1}1. Tablazat{2]).

173 Technologies allowing for the targeting of effector domains in a sequence | Az effektor domének szekvenciafliggd célzasara képes technoldgidk a gatlas
dependent manner allow for more specific control of transcriptional | mellett lehetévé teszik a transzkripcios aktivalas specifikusabb szabalyozdsat
activation in addition to repression. is.

174 Sequence-dependent DNA binding modules Szekvenciafiiggd DNS-k6t8 modulok

175 Zinc Fingers Cink-ujjak

Lis Zinc Fingers (ZFs) are one of the earliest and best characterized tools for | A cink-ujj (ZF) technoldgia az egyik legkorabbi és legjobban jellemzett eszkoz
targeting effector domains to specific regions of a {MQJ}genome. az effektor domének meghatdrozott genom régidikhoz torténd

{MQJ}irényitasahoz.

177 These proteins typically contain a classical C2H2 ZF structure with two | Ezek a fehérjék jellemz&en klasszikus C2H2 ZF szerkezet(ek, két [1}B{2]-redd
[1}B{2]-sheets and one [1}a{2]-helix{MQ}maintained by hydrophobic | és egy [1}a{2]-hélix{MQ}strukttraval, amit hidroféb kélcsénhatdsok és egy
interactions and a zinc ion ([5}Lee et al., 1989{6]). cink ion tartanak fenn ([5}Lee et al., 1989{6]).

178

Each finger primarily recognizes and binds to a unique 3-bp DNA sequence
encoded in the amino acid residues of the [1}a{2]-helix ([3}Pavletich and
Pabo, 1991{4]; [3}Elrod-Erickson et al., 1996{4]) ([3}Figure 2B{4]).

Minden ujj elsédlegesen egy egyedi, 3 bp hosszusdgu DNS-szekvenciat ismer
fel és kot, amelyet az [1}a{2]-hélix aminosav oldallancai hataroznak meg
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([3}Pavletich és Pabo, 1991{4]; [3}Elrod-Erickson et al., 1996{4]) ([3}2.B
abraf{4]).
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This amino acid sequence can be manipulated and repeated to develop
artificial ZF proteins with multiple finger domains capable of differentiating
the DNA sequence of a target site from the rest of the genome ([1}Liu et al.,
1997{2]; [1}Segal et al., 1999{2]; [1}Dreier et al., 2001{2]).

Ez az aminosav szekvencia médosithatd és tdobbszordsithets, hogy olyan
mesterséges, tobb ujj doménnel rendelkezd ZF fehérjéket hozzunk létre,
amelyek képesek megkiilonboztetni a célhely DNS-szekvencidjat a genom
tobbi részétdl ([1}Liu et al., 1997{2]; [1}Segal et al., 1999{2]; [1}Dreier et al.,
2001{2]).

10

These artificial ZFs can then be fused to an effector domain in order to
activate or repress transcription.

Ha ezeket a mesterséges ZF-eket egy effektor doménnel fuzionaltatjuk a
transzkripcio aktivalasa vagy gatlasa érhetd el.
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While ZF targeting systems have been widely used, they have several
drawbacks relative to other targeting systems, such as a relative lack of
specificity, which are outlined in [1}Table 1 {2]([1}Beerli et al., 1998{2];
[1Hohnson et al., 2014{2]; [1}Gallego-Bartolome et al., 2019{2]; [1}Gardiner
et al., 2020{2]; [1}Liu et al., 2021{2]).

Bar a ZF célzérendszereket széles kdrben haszndljak, szdmos hatranyuk van
a tobbi rendszerhez képest, példaul a specifikussdg viszonylagos hianya,
amelyeket az [1}1. Tablazatban {2]vazoltunk fel ([1}Beerli et al., 1998{2];
[1Hohnson et al., 2014{2]; [1}Gallego-Bartolome et al., 2019{2]; [1}Gardiner
et al., 2020{2]; [1}Liu et al., 2021{2]).
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Transcription activator-like effectors

Transzkripcids aktivator-szer( effektorok
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Like ZFs, TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE EFFECTORS (TALEs) contain
specific amino acid sequences that allow for the programmable recognition
of specific DNA sequences ([1}Figure 2C{2]).

A ZF-ekhez hasonldéan, a Transzkripcids aktivator-szer(l effektorok (angol
megfelel6je a TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE EFFECTORS, roviden TALE)
olyan sajatos aminosav szekvencidkat tartalmaznak, amelyek lehet6vé teszik
specifikus DNS-szekvencidk programozhaté felismerését ([1}2.C dbra{2]).
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The TALE DNA binding domain consists of around 18 units of repeats with
each unit comprising 34 amino acids containing two variable amino acids at
positions 12 and 13, known as repeat-variable diresidues (RVDs), which
direct the binding specificity of a unit ([1}Boch et al., 2009{2]; [1}Moscou and
Bogdanove, 2009{2]) ([1}Figure 2C{2]).

A TALE DNS koté doménje kb. 18 egységnyi ismétlédésbdl all, amelyek
mindegyike 34 aminosavat tartalmaz. A 12. és 13. poziciéban elhelyezked6
aminosav varidbilis és az egységek kotédési specifitdsat irdnyitja. Ezt a két
varidbilis aminosavat ismétlédésenként eltéré aminosavparnak nevezziik
(angol megfelelGje repeat-variable diresidue, roviden RVD) ([1}Boch et al.,
2009{2]; [1}Moscou és Bogdanove, 2009{2]) ([1}2.C abra{2]).
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Thus, by rearranging these repeat units, designer TALEs can be created to
target specific sequences ([1}Boch et al., 2009{2]; [1}Morbitzer et al.,
2010{2]).

Az ismétl6d6 egységek atrendezésével meghatarozott szekvencidkat célzo,
formatervezett TALE hozhato létre ([1}Boch et al., 2009{2]; [1}Morbitzer et
al., 2010{2)).

186

Assembly of additional TALEs to target a unique site is mostly a matter of
assembling these repeat units so that the RVD nucleotide preference
matches the target site.

Tovabbi, egyedi helyeket célzé6 TALE-k 0Osszeallitdsdhoz az ismétl6dé
egységek olyan elrendezésben kell legyenek, hogy az RVD nukleotid
preferencidja megegyezzen a célhellyel.

187

Certain RVDs either only bind to or are unable to bind to methylated DNA
([1}Bultmann et al., 2012{2]; [1}Deng et al., 2012{2]; [1}Valton et al., 2012{2];
[1}Tsuji et al., 2016{2]), and can be used to build TALE constructs that can
discriminate between methylated and unmethylated recognition sites
([1}Deng et al., 2012{2]; [1}Valton et al., 2012{2]; [1}Tsuji et al., 2016{2]).

Egyes RVD-k kizardlag a metiladlt vagy nem metildlt DNS-hez két6dnek
([1}Bultmann et al.,, 2012{2]; [1}Deng et al., 2012{2]; [1}Valton et al.,
2012{2]; [1}Tsuji et al., 2016{2]) és ezt a tulajdonsagukat kihasznalva olyan
TALE konstrukciok készithet6k, amelyek kiilonbséget tudnak tenni metilalt
és nem metilalt felismerési helyek kdzott ([1}Deng et al., 2012{2]; [1}Valton
et al., 2012{2]; [1}Tsuji et al., 2016{2]).
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188

While a powerful tool, TALEs are difficult to assemble due to the
repetitiveness of the units, which only differ by two amino acids ([1}Cermak
etal., 2011{2]; [1}Morbitzer et al., 2011{2]; [1}Zhang et al., 2011{2]) ([1}Table
1{2]).

Noha a TALE hatékony eszkoz, 6sszeallitdsa nehézkes az ismétl6do egységek
miatt, amelyek csupan két aminosavban kiilonboznek egymastdl ([1}Cermak
et al., 2011{2]; [1}Morbitzer et al., 2011{2]; [1}Zhang et al., 2011{2]) ([1}1.
Tablazat{2]).

189

CRISPR—Cas direct fusion

CRISPR—Cas kozvetlen fuzio

190

CRISPR—Cas systems can be used to target specific regions of a genome.

A CRISPR—Cas rendszerek a genom meghatarozott régidinak megcélzasara
haszndlhatok.

191

These systems are naturally occurring in bacteria and archaea, and evolved
as a type of adaptive immune system ([1}Sorek et al., 2013{2]).

Ezek a rendszerek a baktériumokban és archaedkban kifejlédott adaptiv
immunrendszerként a természetben is el6fordulnak ([1}Sorek et al.,
2013{2]).

192

Unlike ZF or TALE systems that use the manipulation of amino acid sequences
to specify the target site, CRISPR—Cas systems use non-coding RNAs
([1}Figure 2D{2]).

A ZF vagy TALE rendszerekkel ellentétben, ahol aminosav szekvencidk
maodositasaval hatdrozzak meg a célhelyet, a CRISPR—Cas rendszerek nem-
kdédold RNS-eket hasznalnak ([1}2.D abra{2]).

193

The natural targeting system consists of an RNA sequence complementary to
the target sequence known as the spacer or CRISPR RNA (crRNA) and a
scaffold sequence that is bound by the Cas protein known as the trans-
activating crRNA (tracrRNA) ([1}Deltcheva et al., 2011{2]) ([1}Figure 2D{2]).

A természetes célzérendszer all egy, a célszekvencidval komplementer RNS
szekvencidbdl, amit spacerként vagy CRISPR RNS-ként (crRNS) ismeriink, és
egy transzaktivald crRNS (tracrRNS) elnevezésl szerkezetmeghatarozd
(scaffold) szekvenciabdl, amit a Cas fehérje kot ([1}Deltcheva et al., 2011{2])
([1}2.D abra{2]).
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To simplify the tool, the crRNA and tracrRNA have been fused to form a single
RNA molecule called a guide RNA (gRNA) ([1}inek et al., 2012{2]).

Az eszkOzt ugy egyszer(sitették le, hogy a crRNS-t és a tracrRNS-t
egyesitették, egyetlen RNS-molekuldt képezve, amelyet irdnyitd vagy guide
RNS-nek (gRNS) neveziink ([1}Jinek et al., 2012{2]).
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The gRNA component is loaded into a Cas protein that is then able to identify
and create a double-stranded break at the appropriate target site.

A gRNS-komponenssel felszerelt Cas fehérje képes azonositani a célhelyet és
ott kettds-szald torést |étrehozni.

o8

Recognition of the target sequence also requires a protospacer adjacent
motif (PAM) specific to the Cas protein being used limiting the number of
possible targets ([1}Figure 2D{2]).

A célszekvencia felismeréséhez még sziikség van egy, adott Cas fehérjére
specifikus, célszekvenciaval szomszédos motivumra (protospacer adjacent
motif, PAM) is, amely lekorlatozza a lehetséges célhelyek szamat ([1}2.D
abra{2]).

197

However, recent advancements in the development of CRISPR—Cas systems
have created systems that do not require this PAM motif ([1}Walton et al.,
2020{2]; [1}Ren et al., 2021{2]).

A legfrissebb fejlesztéseknek készonhetéen azonban mar olyan CRISPR—Cas
rendszerek is elérhetéek, amelyek nem igénylik ezt a PAM-motivumot
([1}walton et al., 2020{2]; [1}Ren et al., 2021{2]).

198

In addition to using Cas to trigger mutations at target sites, modified systems
using catalytically inactive Cas (dCas) fused to an effector domain can be
designed to cause a wide range of targeted effects, depending on the
effector domain used ([1}Jinek et al., 2012{2]; [1}Larson et al., 2013{2]; [1}Qi
et al., 2013{2]; [1}Lowder et al., 2015{2]; [1}Piatek et al., 2015{2]; [1}Liu et
al., 2016{2]; [1}Li et al., 2017{2], [1}2020{2]; [1}Tang et al., 2017{2];

Az aktiv Cas nukledz segitségével I|étrehozott mutaciok mellett a
katalitikusan inaktiv Cas-t (dCas) alkalmazdé rendszerekkel a dCas-hoz
fuzionalt effektor doméntél fliggben célzott hatdsok széles skalajat
valthatjuk ki ([1}inek et al., 2012{2]; [1}Larson et al., 2013{2]; [1}Qi et al.,
2013{2]; [1}Lowder et al., 2015{2]; [1}Piatek et al., 2015{2]; [1}Liu et al.,
2016{2]; [1}Li et al., 2017{2], [1}2020{2]; [1}Tang et al., 2017{2]; [1}Khakhar
et al., 2018{2]; [1}Selma et al., 2019{2]; [1}Ghoshal et al., 2021{2]).
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[1}Khakhar et al., 2018{2]; [1}Selma et al., 2019{2]; [1}Ghoshal et al.,
2021{2]).

199

The reduced expense, ease of construction, and high specificity of targeting
has made CRISPR—dCas systems incredibly popular leading to the further
development of more advanced systems beyond the simple direct fusion.

A kisebb koltség, a konny( 6sszedllitds és a magas specificitds a CRISPR—dCas
modszert hihetetlenlil népszer(vé tette, ami az egyszer(i kdzvetlen fuzional
kifinomultabb rendszerek kifejlesztéséhez vezetett.

200

To enhance the targeted effect of these systems, additional systems with the
ability to synergistically target multiple effector domains to a single locus
have been developed as discussed below.

Az aldbbiakban azokat a célzasi hatékonysag fokozasa érdekében
kifejlesztett tovadbbi rendszereket targyaljuk, amelyek képesek tébb effektor
domén szinergikus célba juttatasara egyetlen lékuszon.

201

SunTag

SunTag

202

The SunTag system was originally developed in animals to recruit multiple
copies of GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) to a single locus allowing for
the visualization of the target ([1}Tanenbaum et al., 2014{2]).

A SunTag rendszert eredetileg allatokban fejlesztették ki arra, hogy a GREEN
FLUORESCENT PROTEIN (GFP) tobb példanyat egyetlen |6kuszra toborozzak,
ezzel lehetévé téve a célhely vizualis megjelenitését ([1}Tanenbaum et al.,
20144{2]).

203

This was quickly incorporated {MQ}into a dCas9-based system for other uses
such as the activation of transcription or the addition/removal of DNA
{MQ}methylation in both plants and animals ([1}Tanenbaum et al.,
{MQ}2014{2]; [1}Morita et al., 2016{2]; [1}Gallego-Bartolome et al.,
2018{2]; [1}Pflueger et al., 2018{2]; [1}Papikian et al., 2019{2]; [1}Tang et al.,
2021{2]).

Ezt az 6tletet hamar beépitették {MQ}dCas9-alapu rendszerekbe is olyan
felhasznalasi célokra, mint a transzkripcid aktivalas vagy a DNS metilacié
{MQ}hozzédadasa/eltdvolitdisa novényekben és dllatokban egyarant
([1}Tanenbaum et al., {MQ}2014{2]; [1}Morita et al., 2016{2]; [1}Gallego-
Bartolome et al., 2018{2]; [1}Pflueger et al., 2018{2]; [1}Papikian et al.,
2019{2]; [1}Tang et al., 2021{2]).
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The SunTag-dCas9 system requires the coordinated expression {MQ}of
three different components: a dCas9 fused to a {MQ}peptide tail containing
an array of epitope repeats; a complementary single-chain variable fragment
(scFv) fused to an effector domain and a gRNA ([1}Figure 2E{2]).

A SunTag-dCas9 rendszer harom kiilénb6z8 komponens {MQ}ésszehangolt
kifejez6dését koveteli meg: egy dCas9 egy hozzd kapcsolt {MQ}peptid
farokkal, amely epitdp ismétl6dések sorozatat tartalmazza; egy effektor
doménnel faziondlt komplementer egylancu varidbilis fragment (scFv); és
egy gRNS ([1}2.E abra{2]).
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This enables each dCas9 to recruit multiple copies of the effector domain via
interactions between the scFv and the epitope tail.

Ez lehetdvé teszi minden dCas9 fehérje szamara, hogy az scFv és az epitdp
farok kozotti kolcsonhatasok altal az effektor domén tobb mdsolatat
toborozza.
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While this increases the complexity of the system, recruiting multiple copies
of an effector domain to a single locus has proven more effective than
targeting a single effector domain through a direct fusion to dCas9 ([1}Morita
et al., 2016{2]; [1}Pflueger et al., 2018{2]).

Bar ez noveli a rendszer Osszetettségét, egy effektor domén tobb
masolatanak alkalmazasa egyetlen lékuszon hatékonyabbnak bizonyult,
mint egyetlen effektor domén haszndlata a dCas9-hez valé kozvetlen fuzion
keresztil ([1}Morita et al., 2016{2]; [1}Pflueger et al., 2018{2]).

207

More recently, epitope tails containing a combination of two different
epitopes bound by separate scFvs have enabled the co-targeting of two
different unique scFv-effector fusions at the same time ([1}Boersma et al.,
2019{2]).

A kozelmultban két eltér6, kilon scFv-vel megkotott két epitdp
kombinaciojat hordozd epitopfarok lehetévé tette a két kiilonboz6, egyedi
scFv-effektor fuzidval vald egyidejl célzast ([1}Boersma et al., 2019{2]).
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208

Recruiting multiple copies of an effector protein using the SunTag system
raises the possibility that these systems can have a larger targeted epigenetic
footprint than the directly fused dCas9-effector version.

Egy effektor fehérje tobb masolatdnak toborzdsa SunTag rendszer
haszndlataval felveti annak lehet6ségét, hogy ezek a rendszerek
kiterjedtebb epigenetikai mintdzatot hozhatnak létre célzottan, mint a
kozvetlendil fuzionalt dCas9-effektor verzio.

209 Although this might be true in certain cases, the targeted epigenetic | Bar ez bizonyos esetekben igaz lehet, a célzottan létrehozott epigenetikai
footprint seems to be influenced by several factors. mintazatokat latszolag tobb tényezd befolyasolja.

210 | For example, in mammalian cell lines, targeting the mammalian de novo DNA | Példdul eml8s sejtvonalak esetében, ha az emlés de novo DNS-
methyltransferase DNA-methyltransferase 3 alpha (DNMT3A), fused directly | metiltranszferazt, a DNS-metiltranszferaz 3-alfat (DNMT3A) dCas9-hez
to dCas9 resulted in a DNA methylation footprint of approximately 200 bp | fuziondlva alkalmazzuk, korilbelil 200 bp DNS-metildciés labnyom
([1}McDonald et al., 2016{2]; [1}Vojta et al., 2016{2]). keletkezik ([1}McDonald et al., 2016{2]; [1}Vojta et al., 2016{2]).

211 | While using the SunTag system with the DNMT3A resulted in a wider DNA | Ha SunTag rendszert hasznaljuk a DNMT3A-val, egy szélesebb, 4 kilobazis
methylation footprint of 4 kb on the Homeobox A5 (HOXAS) gene, this was | (kb) kiterjedésli DNS-metilacids lenyomatot kaphatunk a Homeobox A5
not observed when the DNMT3A-SunTag system targeted the Kriippel-like | (HOXA5) génen, de ezt a hatast mar nem figyelték meg, mikor ugyanezen
factor 4 gene, indicating a locus-specific effect ([1}Huang et al., 2017{2]). rendszerrel a Krippel-szer(i 4-es faktor génjét jelolték ki, ami egy lokusz

specifikus hatdst feltételez ([1}Huang et al., 2017{2]).

212 The influence of genomic context was also implied in plants ([1}Ghoshal et | A genomi kontextus befolyasat névényekben is feltételezték ([1}Ghoshal et
al., 2021{2]). al., 2021{2]).

213 For example, in Arabidopsis, identical targeted DNA methylation footprints | Példaul ludf(iben végzett kisérletek soran megfigyelték, hogy dCas9 direkt
were observed at the FWA gene when targeting a CG-specific bacterial | fuzié és SunTag haszndlataval egyarant teljesen megegyez6 DNS metilacids
methyltransferase using either a direct fusion with dCas9 or the SunTag | mintdzat keletkezett az FWA génen, mikor azokat CG-specifikus bakteridlis
system. metiltranszferazzal kapcsoltan alkalmaztak.

214 This was most likely due to the targeted region being flanked by genomic | Ez valdszin(ileg annak volt kdszonhetd, hogy a célrégiot szegélyezé genomi
regions lacking CG sites limiting the span of DNA methylation targeted by | régidkban nincsenek CG-helyek, ami korldtozza a DNS-metilacié terjedését
both tools. mindkét eszkoz esetében.

215 Thus, further research is required to directly assess the factors influencing | Ahhoz még tovabbi kutatdsokra van sziikség, hogy kozvetlendil felmérjik az
the DNA methylation footprints induced by these multi-effector protein | ilyen multi-effektoros fehérje-célzéeszkdzok altal indukalt DNS-metilacids
targeting tools. mintdzat valtozast befolydsolo tényezéket.

216 MS2 MS2

217 Like the SunTag system, the MS2 system is a CRISPR—dCas9 based system | Az MS2 rendszer a SunTag rendszerhez hasonléan CRISPR—dCas9 alapon
that gives the user the ability to target multiple effector proteins to a specific | mikodik és lehetévé teszi a felhasznalé szamara, hogy tobb effektor
locus ([1}Konermann et al., 2015{2]). fehérjével célozzon meg egy adott lokuszt ([1}Konermann et al., 2015{2]).

218 However, unlike SunTag or direct fusions to dCas9, the MS2 system recruits | Azonban a SunTag és a dCas9 fuzids eljarassal ellentétben az MS2 rendszer
effector proteins via interactions with a modified gRNA. modositott gRNS-ek segitségével toborozza az effektor fehérjéket.

219 The MS2 system takes advantage of the MS2 bacteriophage coat protein and | Az MS2 rendszer az MS2 bakteriofag kopenyfehérjét és annak ismert RNS-
its known RNA binding site. kot helyét hasznalja ki.

220

Like the SunTag system, this system also requires the coordinated expression
of three components: a dCas9, a MS2 coat protein-effector domain fusion,

A SunTag rendszerhez hasonléan az MS2 is harom komponens koordinalt
expresszidjat igényli: egy dCas9, egy MS2 kopenyfehérje-effektor domén
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and a gRNA scaffold including an MS2 binding site added to the tetraloop
and/or stem loop 2 positions of the tracrRNA ([1}Konermann et al., 2015{2])
([1}Figure 2E{2]).

fuzid, és egy olyan gRNS vazrendszer, ahol a tracrRNS-ben a négyes-hurok
és/vagy a szarhurok masodik pozicidjaban egy MS2 kotéhely talalhatd
([1}Konermann et al., 2015{2]) ([1}2.E abra{2]).

221

The MS2 system can be combined with dCas9 direct fusion (known as the
Synergistic Activation Mediator system or SAM) or the SunTag system or
both (known as CRISPR Act 3.0) to recruit{MQ}even more or different
effector proteins to a target site via effector protein interactions with both
the gRNA and the dCas9 ([1}Konermann et al., 2015{2]; [1}Lowder et al.,
2018{2]; [1}Pan et al., 2021{2]) ([1}Figure 2E{2]).

Az MS2 rendszert kombindlhatjuk dCas9-el kozvetlen fuzidn keresztil
(Szinergista aktivacids mediator rendszer, angol megfelel6je Synergistic
Activation Mediator, roviden SAM) vagy SunTag rendszerrel vagy
mindkett&vel egyszerre (CRISPR Act 3.0). A kombindcidval a gRNS és a dCas9
effektor fehérje kolcsonhatasai egylittesen hasznosulnak, igy nagyobb
szamu{MQ}vagy tébb kiilénbdz6 effektor fehérjét iranyithatunk a célhelyre
([1}Konermann et al., 2015{2]; [1}Lowder et al., 2018{2]; [1}Pan et al.,
2021{2]) ([1}2.E abra{2]).
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Targeted epi-mutagenesis and transcriptional control

Célzott epimutagenezis és a transzkripcid iranyitasa

223

Effector domains used for transcriptional activation

Effektor domének transzkripcié aktivalashoz

224

There are an array of different effector domains that can be used to activate
transcription in targeted systems.

A célzéorendszerekben a transzkripcid aktivéldsdra szamos kilénb6zd
effektor domént hasznalhatunk.

225

This can be achieved directly by attracting basal transcription factors, or
indirectly by adding active histone marks or removing repressive marks.

Az aktivalast bazalis transzkripcids faktorok haszndlataval kdzvetlentl, illetve
aktiv hisztonjelek hozzaadasaval vagy gatlo jelek eltavolitasaval kozvetetten
érhetjiik el.

226

Targeting of the modular activating domain of the herpes simplex virus VP16
to a specific locus has been extensively described as an efficient way to
activate transcription ([1}Dreier et al., 2001{2]; [1}Sanchez et al., 2002{2];
[1}Stege et al., 2002{2]; [1}Morbitzer et al., 2010{2]; [1}Geiller et al.,
2011{2]; [1}Miller et al., 2011{2]; [1}Zhang et al., 2011{2]; [1}Cheng et al.,
2013{2]; [1}Maeder et al., 2013{2]; [1}Mali et al., 2013{2]; [1}Perez-Pinera et
al., 2013{2]; [1}Qi et al., 2013{2]; [1}Liu et al., 2014{2]; [1}Tanenbaum et al.,
2014{2]; [1}Vazquez-Vilar et al., 2016{2]; [1}Li et al., 2017{2]; [1}Park et al.,
2017{2]; [1}Lee et al., 2019{2]; [1}Papikian et al., 2019{2]; [1}Selma et al.,
2019{2]).

Meghatarozott |6kuszok célzasat a VP16 herpes simplex virus modularis
aktivdld doménjével mar tobben részletesen leirtak, mint a transzkripcid
aktivalasanak hatékony madjat ([1}Dreier et al., 2001{2]; [1}Sanchez et al.,
2002{2]; [1}Stege et al., 2002{2]; [1}Morbitzer et al., 2010{2]; [1}Geiller et
al., 2011{2]; [1}Miller et al., 2011{2]; [1}Zhang et al., 2011{2]; [1}Cheng et al.,
2013{2]; [1}Maeder et al., 2013{2]; [1}Mali et al., 2013{2]; [1}Perez-Pinera et
al., 2013{2]; [1}Qi et al., 2013{2]; [1}Liu et al., 2014{2]; [1}Tanenbaum et al.,
201442]; [1}Vazquez-Vilar et al., 2016{2]; [1}Li et al., 2017{2]; [1}Park et al.,
2017{2]; [1}Lee et al., 2019{2]; [1}Papikian et al., 2019{2]; [1}Selma et al.,
2019{2]).

227

The VP16 activator domain is an acidic peptide that interacts with basal
transcription factors and the mediator complex to facilitate the assembly of
the pre-initiation complex at its target site ([1}Hall and Struhl, 2002{2];
[1}Hirai et al., 2010{2]).

A VP16 aktivdtor domén egy savas peptid, amely kolcsonhatdsba Iép a
bazalis transzkripcidés faktorokkal és a mediator komplexszel, hogy
megkdnnyitse a pre-iniciacids komplex dsszedllitasat a célhelyén ([1}Hall és
Struhl, 2002{2]; [1}Hirai et al., 2010{2]).

228

Vp16 also interacts with histone acetyltransferases and the SWI/ SNF ATPase
complex to manipulate the surrounding chromatin structure into an active
state ([1}Hall and Struhl, 2002{2]; [1}Hirai et al., 2010{2]).

A Vp16 hiszton acetiltranszferazokkal és az SWI/SNF ATP4z komplexszel is
kolcsdnhatdsba lép, hogy a kdrnyez6 kromatin szerkezetet aktiv allapotba
hozza ([1}Hall és Struhl, 2002{2]; [1}Hirai et al., 2010{2]).
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Creating a tetramer (VP64) or octamer (VP128) of the minimal VP16 activator
domain can dramatically increase the potency of this activator ([1}Beerli et
al., 1998{2]; [1}Li et al., 2017{2]).

Ennek az aktivdtornak a hatdsat drdmaian novelhetjik, ha tetramert (VP64)
vagy oktamert (VP128) készitlink a minimal VP16 aktivator doménbdl
([1}Beerli et al., 1998{2]; [1}Li et al., 2017{2]).

230 In addition to this, recruiting multiple copies of VP64 via systems like the | A kozvetlen fuzids rendszerekhez képest a célgének aktivalasat tovabb
SunTag can improve the activation of downstream targets compared to | javithatja a VP64 tobb példanyanak toborzdsa a SunTag rendszerrel
direct fusion systems ([1}Tanenbaum et al., 2014{2]; [1}Lowder et al. | ([1}Tanenbaum et al.,, 2014{2]; [1}Lowder et al., 2018{2]; [1}Selma et al.,

2018{2]; [1}Selma et al., 2019{2]). 2019{2]).

231 Directly targeting transcriptional activation can also be achieved through | A kozvetlen transzkripcié-aktivaldas az APETALA2 fehérjecsaladban
targeting the highly conserved plantspecific acidic-type activator domains | megtalalhaté, névényspecifikus, er6sen konzervalt savas tipusu aktivator
found in the APETALA2 family of proteins, known as the EDLL domains. domének, mdas néven EDLL domének haszndlataval is lehetséges.

232 The EDLL domain of AtEFR98 is frequently used as a modular component to | Az AtEFR98 EDLL doménjét gyakran hasznaljak modularis komponensként a
activate gene expression ([1}Tiwari et al., 2012{2]; [1}Piatek et al., 2015{2]; | génkifejezGdés aktivalasara ([1}Tiwari et al., 2012{2]; [1}Piatek et al.,

[1}Selma et al., 2019{2]). 2015{2]; [1}Selma et al., 2019{2]).

233 This EDLL motif is relatively small (24 amino acids) compared to other | Ez az EDLL motivum mas gyakori aktivator doménekkel 6sszehasonlitva —
common activator domains like the VP16 (78 amino acids) making this | mint példdul a VP16 (78 aminosav) — viszonylag kicsi (24 aminosav), igy
activating domain an attractive option for development of compact synthetic | remekiil hasznalhaté lehet kompakt szintetikus aktivacids célzérendszerek
targeted activation systems. fejlesztéséhez.

234 However, at some target sites, multiple copies of EDLL were needed to | Egyes célhelyeken azonban tdébb EDLL-re volt sziikség ahhoz, hogy a VP16-
achieve similar transcriptional activation as VP16 ([1}Tiwari et al., 2012{2]). | hoz hasonld transzkripcids aktivalast érjink el ([1}Tiwari et al., 2012{2]).

235 Like VP16 and EDLL domains, TAL acidic-type activator domains, found in | A természetes TALE rendszerekben taldlhaté savas tipusu TAL aktivator
natural TALE systems, have also been used in a modular way to activate gene | doméneket is haszndltdk mar génkifejez6dés aktivalasara a VP16 és az EDLL
expression ([1}Piatek et al., 2015{2]; [1}Li et al., 2017{2]; [1}Selma et al., | doménekhez hasonlé modularis mdédon ([1}Piatek et al., 2015{2]; [1}Li et al.,

2019{2]). 2017{2]; [1}Selma et al., 2019{2]).

236 This effector domain, when targeted using the TALE system, can activate | Ez az effektor domén a TALE célzérendszert haszndlva a kotShelyétdl | Magyarazé
genes upstream and downstream {MQJof its binding site regardless of which | mindkét irdnyban (upstream és downstream) géneket aktivalhat | betoldast
strand the effector is targeted to ([1}Wang et al., 2017{2]). {MQJ}fuiggetleniil attél, hogy melyik DNS szalat célozzuk az effektorral | alkalmaztam

([1}Wang et al., 2017{2]). (DNS)

237 In addition to the direct activation of transcription by recruiting activator | A transzkripcid aktivalasara az aktivator domének kdzvetlen hatdsa mellett
domains, another option is recruiting domains capable of adding active or | tovabbi lehet6ség az olyan domének haszndlata, amelyek kdzvetett médon
removing repressive epigenetic marks, thereby activating gene expression | inditjdk be a génexpressziét aktiv epigenetikai jelek hozzdaddasaval vagy
indirectly. gatlo jelek eltavolitasaval.

238

In plants, targeting transcriptional activation through H3K27 acetylation
using the p300 domain from humans or the catalytic domain of the plant-
specific ARABIDOPSIS HISTONE ACETYLTRANSFERASE OF THE CBP FAMILY
1(HAC1) can activate transcription of targeted genes; however, at least in the
case of p300, a higher level of activation is achieved when VP64 is used

Novényekben az emberi eredet(i p300 domén vagy a ndvényspecifikus
acetiltranszferdz, az ARABIDOPSIS HISTONE ACETYLTRANSFERASE OF THE
CBP FAMILY 1 (HAC1) katalitikus doménje célzottan aktivalhatja célgének
transzkripcidjadt a H3K27 acetildcidjan keresztil; azonban p300-al
Osszehasonlitva a VP64 hasznalataval magasabb szint(i aktivacié érhetd el
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([1}Lee et al., 2019{2]; [1}Roca Paix{2][5}{6][1}ao et al., 2019{2]; [1}Selma
et al., 2019{2]).

([1}Lee et al., 2019{2]; [1}Roca Paix{2][5}~{6][1}a0 et al., 2019{2]; [1}Selma
et al., 2019{2]).

239

Removing repressive DNA methylation from a promoter using the human
TENELEVEN TRANSLOCATION1 (TET1) can also cause transcriptional
activation ([1}Maeder et al., 2013{2]; [1}Amabile et al.,, 2016{2];
[1}Choudhury et al., 2016{2]; [1}Liu et al., 2016{2]; [1}Morita et al., 2016{2];
[1}Xu et al., 2016{2]; [1}Lo et al., 2017{2]; [1}Okada et al., 2017{2];
[1}Gallego-Bartolome et al., 2018{2]; [1}Li et al., 2020{2]; [1}Tang et al.,
2021{2]).

A gdatlé DNS metilacio eltavolitasa egy promdterr6l a human TENELEVEN
TRANSLOCATION1 (TET1) segitségével szintén transzkripcids aktivacidohoz
vezethet ([1}Maeder et al., 2013{2]; [1}Amabile et al., 2016{2];
[1}Choudhury et al., 2016{2]; [1}Liu et al., 2016{2]; [1}Morita et al., 2016{2];
[1}Xu et al.,, 2016{2]; [1}Lo et al.,, 2017{2]; [1}Okada et al., 2017{2];
[1}Gallego-Bartolome et al., 2018{2]; [1}Li et al., 2020{2]; [1}Tang et al.,
2021{2)).

240

In animals, the TET family of oxidases can oxidize methylated DNA, leading
to either the passive removal of the methyl group through a lack of
maintenance during DNA replication or the active removal by glycosylases
such as thymine DNA glycosylase ([1}Lio et al., 2020{2]).

Allatokban a TET oxidazok csaladja képes oxidalni a metilalt DNS-t, ami vagy
a metilcsoport passziv eltdvolitdsdhoz vezet a DNS replikdcié sordn a
karbantartds hidnya miatt, vagy pedig aktivan tavolitjak el a glikozilazok,
mint példaul a timin DNS-glikozildz ([1}Lio et al., 2020{2]).

241

Such oxidized variants have been detected in plants; however, at such low
levels that its importance is called into question ([1}Mahmood and Dunwell,
2019{2]).

Novényekben is kimutattak ilyen oxidalt valtozatokat, de szintjiik annyira
alacsony, hogy jelentéségiik megkérddjelezheté ([1}Mahmood és Dunwell,
2019{2]).

242

While no proteins homologous to the TET family have been described in
plants, ectopic expression of TET proteins, targeted or otherwise, in plants
causes a loss of DNA methylation, suggesting the existence of a similar
passive or active mechanism for the removal of oxidized DNA methyl groups
in plants ([1}Hollwey et al., 2016{2]; [1}GallegoBartolome et al., 2018; Ji et
al., 2018{2]).

Novényekben a TET csaldddal homoldg fehérjéket nem irtak le, de a TET
fehérjék akar célzott, akdr nem célzott ektopikus expresszidja a DNS-
metilacio elvesztését okozta, ami arra enged kovetkeztetni, hogy egy
hasonld, passziv vagy aktiv mechanizmus az oxidalt DNS-metil csoportok
eltdvolitdsara a novényekben is jelen van ([1}Hollwey et al.,, 2016{2];
[1}GallegoBartolome et al., 2018; Ji et al., 2018{2]).

243

Unlike recruiting the basal transcriptional machinery, which can cause
unwanted overexpression, using epigenetic marks to control transcription
only facilitates the accessibility of the target promoter to the transcriptional
machinery.

Ellentétben az alap transzkripcids gépezet toborzasaval, ami nemkivanatos
tulexpressziét okozhat, az epigenetikai jelek haszndlata a transzkripcid
szabdlyozdsdra csupdn megkonnyiti a transzkripcidés gépezet szdmara a
célprométerhez valé hozzaférést.

244

This highlights an advantage to the manipulation of epigenetic marks over
the targeting of an activator domain.

Ez az epigenetikai médositasok egyik elényét emeli ki az aktivator domének
haszndlataval szemben.

245

In addition to this, altering epigenetic marks can also facilitate the
accessibility of targeted activator domains and thus, achieve a synergistic
effect when they are combined ([1}Roca Paix{2][3}~{4][1}ao et al., 2019{2]).

Ezen felll az epigenetikai jelek megvaltoztatasa elGsegitheti a célzott
aktivdtor domének hozzaférését, és igy egymadssal kombindlva hatdsuk
Osszeadodik ([1}Roca Paix{2][3}~{4][1}ao et al., 2019{2]).

246

Co-targeting Activation

Aktivalas egyidejl célzassal

247

While many studies have attempted to compare single activator domains to
determine the best one to use for targeted activation, such studies will be
heavily influenced by a number of unrelated factors, including the choice of
targeting system and target site.

Szamos tanulmany megkisérelte 6sszehasonlitani és meghatarozni a célzott
aktivalashoz legjobban hasznalhatd, egyedilallé aktivator doméneket, de az
ilyen vizsgalatokat tobb, egymastdl fliggetlen tényez6 erésen befolyasolja,
tobbek kozt a valasztott célzérendszer és célhely.
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248

While an activator domain might appear superior in a specific system or at a
specific target site, {MQJ}this cannot be extrapolated to every possible

scenario that {MQJexists in every plant genome, and thus a variety of tools
are needed.

Bar egy bizonyos aktivator domén jobbnak tlinhet a tobbinél egy adott
rendszerben vagy egy adott célhelyen, {MQl}ez nem feltétleniil igaz az

dsszes ndvény genomjaban lehetsége szamtalan {MQ}forgatékonyvre, igy
valtozatos eszk6zokre van sziikséglink.

249

However, a consistent trend seen in the development of these tools is that
the ones that are capable of targeting multiple activator domains to a single
locus have {MQ}consistently been shown to perform better than those
targeting a single domain ([1}Beerli et al., 1998{2]; [1}Tiwari et al., 2012{2];
[1}Li et al., 2017{2]; [1}Selma et al., 2019{2]; [1}Morita et al., 2020{2]; [1}Pan
et al., 2021{2]).

Ugyanakkor ezen eszkdz6k fejlesztése sordn megfigyelhet6 az a tendencia,
hogy a tobb aktivator domént egyetlen l6kuszra célozni képes eszkozok
{MQ}rendszerint jobban teljesitenek, mint az egyetlen domént hasznalék
([1}Beerli et al., 1998{2]; [1}Tiwari et al., 2012{2]; [1}Li et al., 2017{2];
[1}Selma et al., 2019{2]; [1}Morita et al., 2020{2]; [1}Pan et al., 2021{2]).
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While there are limits to the number of domain repeats that can be included
in a single coding sequence due to protein instability, using multiple different
activator domains to synergistically activate gene expression has been an
immensely successful strategy ([1}Li et al., 2017{2]; [1}Selma et al., 2019{2]).

Bar az egyetlen kddolé szekvencidba beépithets ismétl6d6 domének szama
a fehérje instabilitas miatt korlatozott, ennek ellenére a tobb kiilénbozé
aktivator domén haszndlata a génkifejez6dés egylittes hatdsu aktivalasara
rendkivil sikeres stratégidnak bizonyult ([1}Li et al., 2017{2]; [1}Selma et al.,
2019{2]).
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Targeting direct fusions of VP128 to EDLL or VP128 to TAL activator domains
leads to anincrease in the activation of gene expression ([1}Li et al., 2017{2]).

AVP128-EDLL vagy a VP128-TAL aktivator domének fuzidja a génkifejez6dés
fokozott aktivalédasahoz vezet ([1}Li et al., 2017{2]).

252

In addition the fusion of VP64 to P65 and Rta, two additional modular
activator domains originally shown to work in animals (VPR), is also capable
of activating gene expression in plants to a higher level than VP64 alone
([1}Chavez et al., 2015{2]; [1}Li et al., 2017{2]).

A VP64 fuzidja két tovdbbi - allatokban kordbban kimutatottan mikddé
(VPR) - modularis aktivator doménnel, a P65-tel és Rta-val szintén magasabb
szinten képes aktivalni a génexpressziot noévényekben, mint a VP64
onmagdban ([1}Chavez et al., 2015{2]; [1}Li et al., 2017{2]).

253

Further, systems that allow the co-targeting of different activator domains
can now push this further by combining even more activator domains such
as the EDLL domain with the VPR fusion ([1}Selma et al., 2019{2]).

A kilonb6z6 aktivator doméneket egyszerre hasznald rendszerek ezt
képesek még magasabb szintre emelni tovabbi aktivdtor domén
hozzdadasaval, amilyen példdul az EDLL domén kombindcidja VPR fuziéval
([1}Selma et al., 2019{2]).

254

However, quantitatively comparing these different co-targeting strategies is
challenging and again depends on the target site and targeting system.

A kilonb6z6 egyidejl-célzasi stratégidk mennyiségi 0Osszehasonlitasa
azonban kihivast jelent, ami szintén a célhelytdl és a célzérendszertdl fligg.

255

For example, co-targeting the EDLL domain with multimers of the VP16
activator domain either through the SAM targeting system or direct fusion,
has been shown to be inferior to fusions to other activator domains or simply
by co-targeting multiple VP64 peptides to the target locus ([1}Li et al.,
2017{2]; [1}Lowder et al., 2018{2]; [1}Pan et al., 2021{2]).

Példaként hozhaté az EDLL domén és VP16 aktivator domén multimerek
haszndlata SAM-rendszerben vagy kozvetlen fazidban, ezek ugyanis
rosszabbnak bizonyultak, mint a mas aktivator doménekkel valé fuzid, vagy
egyszerlien a tobb VP64 peptid haszndlata az adott I6kuszon ([1}Li et al.,
2017{2]; [1}Lowder et al., 2018{2]; [1}Pan et al., 2021{2]).
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However, when the EDLL domain is co-targeted along with the VPR fusion
using the SAM targeting system, it has been shown to produce a higher gene
activation than targeting multiple VP64 domains.

Ha azonban az EDLL-domént és a VPR-fuziét egyiitt hasznaljuk SAM
célzorendszerben, kimutathatd, hogy magasabb a génaktivacio, mint tobb
VP64 domén esetében.
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Thus, if an activator domain is effective at one locus or with a particular
targeting system, it does not mean it will be effective when used in a
different system or at a different locus.

Lathatjuk, hogy ha egy aktivator domén egy bizonyos |6kuszon vagy egy
adott célzéorendszerben hatékonyan miikodik, ez még nem jelenti azt, hogy
akkor is hatékony lesz, ha egy masik rendszerben vagy egy masik l6kuszon
hasznaljuk.

258 Further, in animal cells, when VP64 and TET1 were cotargeted to the same | Mikor allati sejtekben a VP64-et és a TET1l-et ugyanarra a lokuszra | a’fold change’
locus they worked synergistically to upregulate gene expression causing a | iranyitottak, ezek egymas hatdsat felerGsitve  génkifejez6dés | egy
greater fold change increase in expression than targeting either factor alone | felszabdlyozasaban nagyobb mérték( valtozast eredményezett, mintha | statisztikai
([1}Morita et al., 2020{2]), suggesting that manipulating the epigenetic | ezeket a faktorokat onmagukban hasznaltuk volna ([1}Morita et al., | kifejezés, itt
landscape to be more amenable to activation is synergistic with targeting | 2020{2]). Ez azt sugallja, hogy ha az epigenetikai kédot Ugy alakitjuk, hogy az | nem éreztem
activator domains. aktivalas hozzaférhet6bbé valjon, az a célzd aktivditor doménekkel | fontosnak a
szinergikus hatdst ér el. pontos
jelentést, igy
egyszerlien
valtozasnak
forditottam

259 In plants, targeting multiple VP64 activator modules to the FWA promoter | Névényekben az FWA-promoéter célzasa tobb VP64-aktivator modullal

using the SunTag targeting system also resulted in the loss of DNA | SunTag célzérendszerben DNS metilacié-vesztést is eredményezett, amiarra
methylation, suggesting that simultaneously targeting mechanisms that | utal, hogy az a&llatokhoz hasonléan a DNS-metilaciét eltdvolité és a
remove DNA methylation and directly activate of gene expression could | génexpressziot kozvetlenil aktivalé célzé mechanizmusok egyidejlleg
work synergistically in plants as it does in animals ([1}Papikian et al., 2019{2]; | szinergikusan m{koddhetnek a névényekben is ([1}Papikian et al., 2019{2];
[1}Morita et al., 2020{2]). [1}Morita et al., 2020{2]).
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7. Gépi forditas minimalis és teljes utoszerkesztéssel

# Forrasnyelvi szoveg DeepL gépi forditas Minimalis utészerkesztés | Teljes utoszerkesztés Megjegyzés
1. | While an activator Mig egy aktivator domén | Mig egy aktivator Mig egy aktivator min: nem sziikséges
domain might appear | (1)egy adott rendszerben | domén egy adott domén egy adott max:

superior in a specific
system or at a specific
target site, this cannot
be extrapolated to
every possible
scenario that exists in
every plant genome,
and thus a variety of
tools are needed.

vagy egy adott
(2)célponton kivalonak
tinhet, ez (3

(4)minden
lehetséges
(5)forgatokonyvre, amely
minden névényi
genomban létezik, és ezért
tobbféle eszkdzre van
sziikség.

rendszerben vagy egy
adott célponton
kivalonak tinhet, ez
nem extrapolalhato
minden lehetséges
forgatokonyvre, amely
minden névényi
genomban létezik, és
ezért tobbféle eszkozre
van sziikség.

rendszerben vagy
celhelyen kivalonak
tinhet, ez

minden
novényi genomban
el6forduld Osszes
lehetséges eseményre,
ezért tobbféle eszkozre
van sziikség.

(D)felesleges ismételni, hogy
“adott’, igy dsszevontam.
(2)célhely a pontos terminus
(3)tal magyartalannak
éreztem ezt a kifejezést. A
sz0 jelentése ebben a
mondatban, hogy az
el6z6ekbdl nem
kovetkeztethetiink arra, hogy
mashol is jol miikodik. Igy a
‘nem feltétleniil igaz’
kifejezést hasznaltam, ami a
jelentést magaban hordozza,
de konnyebben olvashato,
értelmezhetd igy a szoveg.
Egyes helyeken (4) a
mondanival¢ kicsit nehezen
értelmezhetd volt, igy at
kellett fogalmazzam, illetve a
(5) *forgatokdnyv’ szo nem
igazan illik egy szakmai
szovegbe, *eseményre’
valtoztattam.

73




However, a consistent
trend seen in the
development of these
tools is that the ones
that are capable of
targeting multiple
activator domains to a
single locus have
consistently been
shown to perform
better than those
targeting a single
domain

Az ilyen (1)ESZKGZ0K
ﬁ soran azonban

az a kovetkezetes
tendencia (2)figyelhet
meg, (3)hogy azok,
amelyek képesek (4)tobb
aktivator domént egyetlen
lokuszra célozni,
(5)kovetkezetesen jobb
teljesitményt mutattak,
mint azok, amelyek
egyetlen (6)domént
céloznak meg

Az ilyen eszkdzok
fejlesztése soran
azonban az a
kovetkezetes tendencia
figyelhetd meg, hogy
azok, amelyek képesek
tobb aktivator domént
egyetlen lokuszra
célozni, kovetkezetesen
jobb teljesitményt
mutattak, mint azok,
amelyek egyetlen
domént céloznak meg

Az ilyen (1) IEjICSZIGSER
soran azonban az a
kovetkezetes tendencia
(2)volt megfigyelhetd,
hogy (4)a tobb
aktivator doménnel
egyetlen lokuszt

célzo (1) eszkoZoR jobb
teljesitményt mutattak,
mint azok, amelyek
egyetlen (6)domént
hasznalnak.

min: nem sziikséges

max:

A mondat igen magyartalan,
ezért at kellett szerkesszem.

(1)az ’ilyen’ vissza utal az
eszkozokre az el6zo
mondatban, a birtokos
szerkezetet fonévre
alakitottam ¢és az *eszk6zok’ -
et hatrébb csusztattam, mert
ott ujabb vissza utalés
torténik.

Az (2) igeiddt javitottam

A (3)-as rész felesleges, mert
a (4)-es tartalmazza a
jelentését, hogy ’az eszkdzok
képesek’ (egy lokuszt
célozni).

A kovetkezetességet (5)
maga a tendencia szo
tartalmazza

Zavaro és félre érthetd
tikorforditas (6). Az
eszkozokkel célozzuk a
célhelyet, tehat az eszkoz
hasznalja a domént a
célzasra.
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Forrasnyelvi szoveg | DeepL gépi forditas Minimalis Teljes utészerkesztés | Megjegyzés
utoszerkesztés

While there are limits | Bar a fehérje instabilitasa | Bar a fehérje Bar a fehérje min: nem sziikséges

to the number of miatt korlatok vannak az | instabilitasa miatt instabilitdsa miatt az max: stilisztika javitasa

domain repeats that egyetlen kodolo korlatok vannak az egyetlen kodolo

can be included in a szekvenciaba illeszthetd egyetlen kodolo szekvenciaba

single coding doménismétlések szekvenciaba illeszthet6 | illeszthetd

sequence due to szamaban, tobb kiilonb6z6 | doménismétlések doménismétlések

protein instability, aktivator domén szamaban, tobb szama korlatozott, @

using multiple hasznalata a kiilonb6z6 aktivator tobb kiilonboz6

different activator
domains to
synergistically
activate gene
expression has been
an immensely
successful strategy

génexpresszio szinergikus
aktivalasara rendkiviil
sikeres stratégia

domén haszndlata a
génexpresszio
szinergikus aktivalasara
rendkiviil sikeres
stratégia

aktivator domén
hasznalata a
génexpresszio
szinergikus aktivalasara
rendkiviil sikeres
stratégia
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Targeting direct
fusions of VP128 to
EDLL or VP128 to
TAL activator
domains leads to an
increase in the
activation of gene
expression.

aktivator (2)doménhez

crcr

(3)célzott alkalmazasa a
4

A VP128 EDLL-hez
vagy VP128 TAL
aktivator doménhez valo
célzott alkalmazasa a
génexpresszid
aktivalasanak
novekedéséhez vezet.

A és
aktivator

domén kozvetlen fuziot
célzottan alkalmazva a

min: nem sziikséges

max:

(1) a mondatrészt
leegyszeriisitettem a jobb
érthetdség miatt

(2) (3) esetében sziikség volt a
stilus javitasara, emiatt azonban a
mondat végét (4) is ujra kellett
foglamazni

In addition the fusion
of VP64 to P65 and
Rta, two additional
modular activator
domains originally
shown to work in
animals (VPR), is also
capable of activating
gene expression in
plants to a higher level
than VP64 alone

Ezenkiviil a VP64 fuzidja
a P65 ¢és az Rta, két
tovabbi modularis
aktivator doménnel,
amelyekrol eredetileg
allatokban mutattak ki,
hogy (VPR),

szintén képes
ndvényekben &
,mint a

VP64 6nmagéban.

Ezenkiviil a VP64
fuzidja a P65 és az Rta,
két tovabbi modularis
aktivator doménnel,
amelyekrdl eredetileg
allatokban mutattak ki,
hogy miikédnek (VPR),
szintén képes a
novényekben a
génexpressziot
magasabb szinten
aktivalni, mint a VP64
Onmagaban.

Ezenkiviil a VP64
fuzidja két tovabbi
modularis aktivator
doménnel, a P65-€l és
az Rta-val, amelyek

eredetileg allatokban
(VPR) mutattak ki,
szintén képes
a

énexpressziot
novényckben, mint a

VP64 6nmagaban.

min: nem sziikséges
max:

szorend valtoztatas volt
sziikséges, illetve egy
esetben (1) grammatikai
cserét is alkalmaztam.
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Further, systems that
allow the co-targeting
of different activator
domains can now push
this further by
combining even more
activator domains such
as the EDLL domain
with the VPR fusion

Tovabba, a kiillonbdzo
aktivator (1)domének
egylittes célzasat lehetové
tevo rendszerek (2)most
tovabb tudjak (3)ezt
fokozni, még tobb
aktivator domén, példaul
az EDLL domén és a
(4)VPR fuzid
kombinalasaval

Tovabba, a kiilonb6z6
aktivator domének
egylittes célzasat
lehetdvé tevo
rendszerek most tovabb
tudjak ezt fokozni, még
tobb aktivator domén,
példaul az EDLL domén
és a VPR fuzid
kombinalasaval

Tovabba, a (1)tobb,
kiilonbozo aktivator
doménnel célzo
rendszerek (3)ezt
(2)még tovabb tudjak
fokozni még tobb
aktivator domén,
példaul az EDLL
domén és a (4)VPR-

fuzi6 kombinalasaval.

min: nem sziikséges

max:

stilust (1), szorendet (3) és
helyesitast (4) kellett javitani.
(2) a’'most’ szot a FNY
szovege tartalmazza, de a
szOvegkornyezetbe nem
igazan illik a CNY esetén.

However,
quantitatively
comparing these
different co-targeting
strategies is
challenging and again
depends on the target
site and targeting
system.

(1)Azonban (2)e
kiilonb6zd egytittes
célzési stratégidk
mennyiségi
Osszehasonlitasa kihivast
jelent, és (3)ismet a
célhelytdl és a célzasi
rendszertdl

Azonban e kiilonb6z6
egylittes célzasi
stratégidk mennyiségi
Osszehasonlitasa
kihivast jelent, és ismét
a célhelytdl és a célzasi
rendszertdl fiigg.

(1)Az ilyen célz6-
stratégiak mennyiségi
Osszehasonlitasa
(2)azonban kihivast

jelent és (3)szintén
(@ﬁ a
(5)hasznalt célhely és
célzérendszer.

min: nem sziikséges

max:

A teljes szovegrészlet az (2)
egylittes célzast hasznalo
stratégiakrol szol, igy itt ugy
éreztem leegyszeriisithetd a
szoveg, ha csak visszautalok
rd a szovegben az ’ilyen’
szoval.

©)

A szintén szot
alkalmasabbnak talaltam,
mert a szoveg nem egy
1d6pontra, hanem egy tényre
utal vissza

Sziikség volt szérend (4)
valtoztatasra is, ahol a
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For example, co-
targeting the EDLL
domain with multimers
of the VP16 activator
domain either through
the SAM targeting
system or direct fusion,
has been shown to be
inferior to fusions to
other activator domains
or simply by co-
targeting multiple
VP64 peptides to the
target locus

Példaul az (1)EDLL
doménnek a VP16
aktivator domén
multimerjeivel (2)valo
egylittes célzasa @ SAM
(3)célzasi rendszeren
keresztiil vagy kozvetlen
fazidval, bizonyitottan
rosszabb, mint mas
aktivator doménekkel valod
fuzio vagy (4)

tobb VP64 peptid egyiittes
(5)célzasa a céllokuszra.

Példaul az EDLL
doménnek a VP16
aktivator domén
multimerjeivel vald
egylittes célzasa a SAM
célzasi rendszeren
keresztiil vagy
kozvetlen fuzioval,
bizonyitottan rosszabb,
mint mas aktivator
doménekkel val6 fuzio
vagy egyszeriien tobb
VP64 peptid egyiittes
célzasa a céllokuszra.

Példaul SAM eelzo-
rendszerrel vagy
kozvetlen fazidval
hasznalva az EDLL
domén ¢és a VP16
aktivator domén
multimerjeinek
kombinacioja
bizonyitottan rosszabb
(6)hatakonysagt, mint
a mas aktivator
doménekkel vald fuzio
vagy (4

tobb VP64
peptid (5)hasznalata.

min: nem sziikséges

max:

Az elsé tagmondat egységeit
(1)(2)(3) at kellett rendezzem
Konkretizalas céljabol
beszurtam a “hatékonysaga’
szOt és egy néveldt (6).

A metddus mar ismert a
szoveg el6zményeibdl, igy a
l6kusz célzasat
leegyszerisitettem (5)
egyszerlien "hasznalat’-ra.
Stilust javitottam.

However, when the
EDLL domain is co-
targeted along with the
VPR fusion using the
SAM targeting system,
it has been shown to
produce a higher gene
activation than
targeting multiple
VP64 domains.

Ha azonban az EDLL
domént a VPR flzidval
BBVl célozzak a SAM
célzasi rendszer
segitsegevel, akkor
bizonyitottan nagyobb
génaktivaciot eredmenyez,
mint tobb VP64 domén
célzasa.

Ha azonban az EDLL
domént a VPR flzidoval
egylitt célozzak a SAM
célzasi rendszer
segitsegével, akkor
bizonyitottan nagyobb
génaktivaciot
eredményez, mint tobb
VP64 domén célzasa.

Ha azonban az EDLL
domént VPR-fuzioval
alkalmazzuk Egyiitt
SAM celzo-
rendszerben, akkor
nagyobb génaktivaciot
érhetink el, mint ha
tobb VP64 domént
hasznalnank.

min: nem sziikséges
max: szorend és stilus
javitasa volt sziikséges
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10.

Thus, if an activator
domain is effective at
one locus or with a
particular targeting
system, it does not
mean it will be
effective when used in
a different system or at
a different locus.

(1)igy ha egy aktivator
domén hatékony (2)egy
lokuszon vagy egy
(3)adott célzasi

rendszerrel, az nem jelenti

azt, hogy (4)egy masik
rendszerben vagy egy
masik lokuszon

fgy ha egy aktivator
domén hatékony egy
lokuszon vagy egy adott
célzasi rendszerrel, az
nem jelenti azt, hogy
egy masik rendszerben
vagy egy masik
lokuszon alkalmazva is
hatékony lesz.

Tehat ha egy aktivator
domén hatékony adott
lokuszon vagy célzo-
rendszerben, az nem
jelenti azt, hogy mashol

vai masik rendszerben

min: nem sziikséges

max: ‘egy’ hasznalata
helytelen volt

Az adott’ sz6 (3) megfelhet
mind a one’, mind a
"particular’ forditasaként is
ebben a szovegkornyezetben.
A 16kusz sz6 ismétlése
helyett a 'mashol’-t (4)
hasznéltam, ugyanis a 16kusz
egy hely a DNS-ben.
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Further, in animal
cells, when VP64 and
TET1 were cotargeted
to the same locus they
worked synergistically
to upregulate gene
expression causing a
greater fold change
increase in expression
than targeting either
factor alone
suggesting that
manipulating the
epigenetic landscape
to be more amenable
to activation is
synergistic with
targeting activator
domains.

(1)Tovabba, allati
sejtekben, amikor a VP64
ésa TET1 egyazon
lokuszra (2)volt
cotargetalva,
(4)szinergikusan
miukodtek a

5

, mint
barmelyik faktor
onmagaban (6)torténd
celzasa, ami arra utal,
hogy az (7)
(8)manipulalasa az
(9)aktivalashoz jobban
alkalmazkodova téve
szinergikusan hat az
aktivator domének

Tovabba, allati
sejtekben, amikor a
VP64 ¢és a TET1
egyazon lokuszra volt
cotargetalva,
szinergikusan muikodtek
a génexpresszio
felszabalyozéasaban, ami
nagyobb hajtasvaltozast
okozott az expresszio
novekedésében, mint
barmelyik faktor
O6nmagéban torténd
célzasa, ami arra utal,
hogy az epigenetikai t4;
manipulalasa (9)tgy,
hogy az aktivalas
hozzaférhetbb legyen,
az szinergikusan hat az
aktivator domének
célzasaval.

Allati sejtekben a VP64
¢s a TET1 egyazon
l6kuszra célozva

egymast hatasat
felerdsitve okoztak

mint amire barmelyik
mas faktor 6nmagéaban
(6)keépes. Ez arra utal,

hogy ha az
7
ngy alakitjuk,

(9)hogy az aktivalas
hozzaférhetobbé valjon,
aza - aktivator
doménekkel
szinergikusan hat.

min:

A (9)-es mondatrész teljesen
értelmetlen és helytelen
tartalmilag. Igyekeztem
minimalis valtoztatassal
helyessé alakitani.

max:

A gép altal forditott mondat
bar tartalmilag (kivéve (9),
Isd. késébb) helyes, de
nagyon zavaros, nehezen
értelmezheto, ezért amellett
dontdttem, hogy nagyrészt
atfogalmazom, de
igyekeztem minél tobbet
megtartani beldle.

Itt az angol szoveg is
problémas, rengeteg
sallangot tartalmaz. Tébb
helyrdl kitoroltem a
redundans részeket (1)(4)

A rengeteg visszautalds miatt
a mondatot ketté bontottam
az olvashatdsag miatt.

A (2)-es idegenes sz0, ezért
masik alternativat
hasznaltam, az egylittes
célzas pedig abbdl, hogy
’egyazon’ és hogy két domén
(VP64 és TET1) van,
kovetkezik
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A ’szinergikus’ (4) fogalmat
kibontottam, igy jobban
érthetd.

Tobb helyen rossz a
szOhasznalat (7)(8). Az
“epigenetikai taj’(8), bar jol
leirja a jelenséget, de nem
nagyon hasznaljuk ilyen
kontextusban.

A (9)-es mondatrész teljesen
értelmetlen és helytelen
tartalmilag, igy at kellett irni.
Altalanossagban a stilust
javitottam.
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11.

In plants, targeting
multiple VP64
activator modules to
the FWA promoter
using the SunTag
targeting system also
resulted in the loss of
DNA methylation,
suggesting that
simultaneously
targeting mechanisms
that remove DNA
methylation and
directly activate of
gene expression could
work synergistically
in plants as it does in
animals

Novényekben a SunTag
(1)célzasi (2)rendszer
segitségével (3)tobb VP64
aktivator modul (4

szintén a DNS-metilacio
elvesztését eredményezte,
ami arra utal, hogy a
DNS-metiléciot eltavolito
¢s a génexpressziot
kozvetleniil aktivalod
mechanizmusok
(5)egyidejii célzasa
szinergikusan miikodhet
(6)a novényekben,
ahogyan az allatokban is.

Novényekben a SunTag
célzasi rendszer
segitségével tobb VP64
aktivator modul FWA
promoterre torténd
célzasa szintén a DNS-
metilacio elvesztését
eredményezte, ami arra
utal, hogy a DNS-
metilaciot eltavolito és a
génexpressziot
kozvetleniil aktivald
mechanizmusok
egyideji célzasa
szinergikusan miikddhet
a novényekben,
ahogyan az allatokban
IS.

Nt')véniekben az -

(1)célzasa (3)tobb
VP64 aktivator modult
(7)tartalmazo SunTag
(2)rendszerrel szintén a
DNS-metilaciod
elvesztését
eredményezte.

Ez arra utal, hogy (5)ha
a DNS-metilaciot
eltavolito és a
génexpressziot
kozvetlentil aktivalo
mechanizmusokat
(5)egyszerre
alkalmazzuk, azok
szinergikusan
miikodhetnek az
allatokhoz hasonl6an a
novényekben is.

min: nem sziikséges

max:

Bar a legtobb mondat hosszu,
itt kifejezetten sziikség volt a
ketté bontasra a szoveg
olvashatosaga
szempontjabol.

Sziikséges volt az els6
mondat erds atszerkesztése
A ’segitésével’-t (2) a fonév+
-val, -vel raggal
helyettesithetd,
Osszevonhato.

Az ’egyidejli célzas’ (5)
ismételten tiikkorforditasban
jelenik meg, de nem
‘magyaros’, at kellett
fogalmazni.

Az 6sszehasonlitasnal (6) a
sorrend igy logikusabb.
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Szerzoi eredetiségi nyilatkozat

Alulirott Goresa Teréz (név), Szakfordité (Angol) - szakiranyu tovabbképzés (szak, tagozat)
hallgatéja kijelentem, hogy a ,,CRISPR—Cas-mediated transcriptional control and epi-
mutagenesis/CRISPR—Cas-kozvetitett transzkripciés kontroll és epimutagenezis” cimii
szakdolgozat/diplomamunka/képesitéforditds a sajat munkam eredménye. Azon részeket,
melyeket mds szerzOk munkdjabol vettem 4at, egyértelmlien megjeldltem, s az
irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomésul veszem, hogy a Zar6vizsga-bizottsag
a zardvizsgabol kizar és zardvizsgét csak Uij dolgozat készitése utan tehetek.

Kelt: @M)L) 202.% .M A2

/” a hallgat6 alairasa

86



NYILATKOZAT

Gorcsa Teréz (név) (hallgaté Neptun azonositdja: SQD4JZ) konzulenseként nyilatkozom arrdl,
hogy a képesitd forditast® attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrasok korrekt kezelésének
kovetelményeirdl, jogi és etikai szabdlyairdl tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliot a zardvizsgan térténd védésre

javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*3

Kelt: G6dolls, 2023. év 11. hé 02. nap

o Sk L ned

bels6é konzulens

1 A megfeleld dolgozattipus meghagyasa mellett a tébbi tipus térlendé.
2 A megfelel8 aldhuzandd.
3 A megfelel aldhtzandé.
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