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1. Roviditések jegyzéke

Cas9
CRISPR

crRNS
DD
DMEM
DSB
dSpCas9
eSpCas9
FBS
FSC
GeCKO
GFP
gRNS
HDR
HR
Indel
MCC
NHEJ
PAM
PCR

SpCas9-HF1
SSC

stgRNS
TALEN

TMP
tractrRNS
WT-SpCas9
ZFN

CRISPR associated protein 9, CRISPR asszocialt fehérje 9

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, halmozottan
eléforduld, szabalyos kozokkel elvalasztott rovid palindrom ismétlédések

CRISPR RNS

Degradaciés Domén

Dulbecco’s Modified Eagle Médium

Double Strand Break, kettds szali DNS torés

Dead SpCas9, nukleaz inaktiv SpCas9

Enhanced SpCas9

Fetal Bovine Serum, magzati marhaszérum

Forward Scatter, eldre iranyul6 fényszoras

Genome-Scale CRISPR Knock-Out, teljes genomra kiterjedd CRISPR génkitités
Green Fluorescent Protein, zold fluoreszcens fehérje

Guide RNS, iranyitd6 RNS

Homology-Directed Repair, homologia-iranyitott rekombinacid
Homolog rekombinacio

Inszerciok és/vagy deléciok

Matthews Correlation Coefficient, Matthews korrelaciés egyiitthatd
Non-Homologous End Joining, nem homolog végek 6sszekapcsoldsa
Protospacer Adjacent Motif, protospacer mellett taldlhaté motivum
Polimerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcid
Ribonukleoprotein

Self-targeting Library Screen, dncélzo gRNS konyvtar teszt
Streptococcus pyogenes

SpCas9 high-fidelity variant number 1

Side Scatter, oldalra irdnyul6 fényszoras

Self-targeting gRNS, 6ncélzé gRNS

Transciption Activator-Like Effector Nucelase, transzkripcids aktivator-
szerl effektor nukle4z

Trimethoprim
Transzaktival6 CRISPR RNS
Wild-type SpCas9, vad tipust SpCas9

Zinc Finger Nuclease, cink-ujj nukledz
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2. Bevezetés

A CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, halmozottan
eléforduld, szabalyos kdzokkel elvéalasztott rovid palindrom ismétlddések) rendszer és
ezen beliil a Cas9 fehérje (CRISPR associated protein 9, CRISPR asszocialt fehérje 9)
célzott génmodositasra valo hasznalata forradalmasitotta a bioldgia szinte minden agat az
utdbbi 8 évben, ¢és lehetdséget teremtett 6roklodo betegségek gydgyitasara is. JOI mutatja
a rendszer potencialjat, hogy a CRISPR genomszerkesztd eljarasért 2020-ban kémiai
Nobel-dijat kapott Jennifer Doudna és Emmanuelle Charpentier, az eredeti publikacio

utan nem egészen 8 évvel késdbb.

2.1. Kezdeti génmdodosito technikdk

Az els6 mérfoldkovet a DNS szekvencidk célzott szerkesztésében a restrikcids
endonukledzok felfedezése jelentette az 1970-es években. Ezek az enzimek rdvid
konszenzus szekvenciadkat ismernek fel a DNS-ben és azt a felismerés helyén, vagy ahhoz
kozel hasitjak. Mivel ezek csak rovid (4-8 bazispar hosszi) szekvenciakat ismernek fel,
a genomot ezekkel nem lehet egy kivalasztott helyen precizidsan megcélozni, viszont
lehetdséget teremtett, kisebb DNS szekvencidk célzott hasitisara és megalapozta a

molekularis klonozas alapjait!.

A masodik, forradalmi valtozast az a felismerés hozta, hogy a homoldg rekombinécio
(HR) mechanizmusat felhasznalva célzottan be lehet vinni DNS szekvencidkat a
genomba, melyet el6szor éleszt6?, majd emlds sejteken® is demonstraltak. A homoldg
rekombinaciot egy kettds szala DNS torés (double strand break — DSB) idézi eld
(valamint egy homolog donor DNS-nek is jelen kell lennie), amely itt teljesen
véletlenszeriien tortént meg. Igy nem meglepd, hogy ezek a modszerek rendkiviil
alacsony hatékonysaggal mikodtek: egy DNS bevitelének a gyakorisaga 1:1000 —
1:1000000 kozott valtozott. Tovabba, a bevinni kivant donor DNS sok esetben
véletlenszeriien integralddott a genom nem célzott részeire, sokszor hatékonyabban, mint
a megcélzott szekvencia helyén*. Ezen korlatai ellenére lényeges el6relépés volt a
génmodositas terén, hiszen a HR alkalmazasa volt az elsé ténylegesen célzott génbeviteli
modszer, amely alapjaiban valtoztatta meg a genetikai célu kutatdsokat, hiszen gének

szerepét, illetve hidnyat konnyebben lehetett vizsgalni.
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2.2.  Célzott genommddositas designer nukledzokkal

A kovetkezd 1épcséfokot az a felfedezés hozta, hogy a genomban a génmoédositas kivant
helyén torténd kettds szala DNS torés a célzott integraciot hatékonyan megndveli. Ennek
els6 demonstracigja sordn a kordbbiaknal nagysagrendekkel hatékonyabb génbevitelt
értek el az I-Scel meganukledzzal létrehozott célzott DSB segitségével’. A
meganukleazok olyan endonukledzok, amelyek a hagyomanyos restrikcids
endonukledzokkal szemben nagyobb (14-40 bp) felismerd hellyel rendelkeznek, igy egy
genomban sokkal kevesebbszer tudnak hasitani, specifikusabbak. Ezek haszndlataval
lehetdvé valt a korabbiakndl joval hatékonyabb célzott génbevitel, habar a modszert
sulyosan limitalta par tényezd. Annak ellenére, hogy tobbszdz ilyen meganukledzt
azonositottak, csak kevésnek van hasznosithatd, a genomban is megfeleld helyen 1évo
célszekvencidja. Néhany probalkozés sziiletett arra is, hogy megvaltoztassék ezeknek a
meganukleazokak a felismeré helyét jobban hasznalhatd szekvencidkra®’. Sajnos ez
rendkiviil bonyolult, koltséges és hosszadalmas folyamatnak bizonyult és tovabbra is
rendkiviil korlatozottak maradtak az elérhetd célszekvencidk és organizmusok. Ezek a
megvaltoztatott meganukledzok voltak az els6 ugynevezett designer nukledzok, amelyek
a természetben megtalalhatd endonukledzok modositott, valamilyen célra kialakitott

valtozatai voltak.

A cink-ujj motivumok hasznositdsa a célzott genommoddositds szdmdara is egy Uj
eszkozzel szolgalt. A cink-ujj motivumok olyan DNS k6t6 domének, melyek szerkezetét
egy cink ion stabilizalja és képesek szekvencia-specifikusan egy harom bézisparos
tripletet felismerni a DNS-ben®. Ezen motivumok egymas mogé illesztésével 1étrehozhatd
egy olyan fehérje, amely szekvencia-specifikusan képes felismerni egy adott DNS
célszekvenciat (1/A 4bra). A cink-ujj motivumok, valamint a Fokl restrikcids
nukledzokat (zinc finger nucleases — ZFN)’. A FokI nukledz domének csak dimerben
képesek miikddni, igy két ZFN gondos tervezésével a DNS két szalara megfeleld
tavolsagban tervezett célszekvenciakkal, a nukledz domének dimerizalddni képesek és ott
DSB-t képesek 1étrehozni. Ezen ZFN-eket eredetileg in-vitro hasznalatra fejlesztették ki’
és csak joval kés6bb hasznaltak elészor a Drosophila'® majd emberi sejtek!! genomjanak

célzott hasitdsdra. A ZFN-ek elterjedése és egyre kifinomultabb hasznalata a
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korabbiakhoz képest joval tobb célszekvencia megcélzasat tette lehetévé. Azonban a
technika azon korlatjat sajnos nem sikeriilt kikiiszobolni, hogy a ZFN-ek tjratervezése
egy Uj célszekvenciara igencsak bonyolult és koltséges folyamat maradt. Az egyes
tripleteket felismerni képes cink-ujj doméneket Osszekotd linkereket minden 1)
szekvenciara optimalizalni kellett, hogy hatékonyan miikddjenek. Valamint, az egyes
cink-ujj doméneket egymés mellé rakva az eredeti domén szekvencia-specificitdsa attol

fiiggden megvaltozhatott, hogy mik a kdrnyez6 domének.

A jobb oldali cink-ujj fehérje

[CIGIGIT[GIC|T[AJAIC|T]G] taaacc [C]AIGIT[TIAIGICIAICICIG]
IGIGIG|AICIGIAITITIGIAIC] atttgg [GITIGIAJAITICIGITIGIGIC]

bal oldali cink-ujj fehérje

B

nukleaz
domén

bal oldali TALE
N-Crr T T T — @ <

CTCCAACCAGGTGCTAActgtaaacaaaaggaTTAGCACCTGGTTGGA
GAGGTTGGTCCACGATTgacatttgttttcctAATCGTGGACCAACCT

- @D EETH TN

nukleaz jobb oldali TALE
domén

1. abra. A cink-ujj és TALE nukleidzok felépitése

(A) A cink-ujj nukledzok (ZFN) egyrészt a cink-ujj doménekbdl -melyek egyesével harom
bazispart képesek felismerni-, valamint a Fokl restrikcidos endonukledz nukleaz doménjének -
megfeleld helyre tervezett ZFN-ekkel a Fokl domének dimerizacidja megtorténik és szekvencia-
specifikus DNS hasitast tudunk veliik 1étrehozni. (B) A TALEN-ek esetében a DNS felismerését
TALE domének végzik, melyek egyesével egy bazispart képesek felismerni. A fehérjéhez a ZFN-
hez hasonldan a Fokl nukledz domén van fuzionalva, mely a DNS-ben kettos szala DNS torést
képes létrehozni. Az abra Gaj és mtsai. nyoman késziilt'2,
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A ZFN-ek haszndlatat egy még jobban haszndlhaté technika a TALEN (transcription
activator-like effector nucelase, transzkripcids aktivator szert effektor nukleaz) kovette.
A ndvényi patogén Xanthomonas baktériumokban fedezték fel a TALE fehérjéket,
amelyek DNS ko6t6 doménjeit 33-35 bazispar hossza szekvencia kodolja'*!4, Az ezekben
talalhato hipervariabilis régid a cink-uj motivumokkal ellentétben mar nem 3, hanem 1
bazispart képes felismerni. A ZFN-ek tervezésével analdg mddon, ezen domének egymas
mell¢ illesztésével, valamint a Fokl endonukledz DNS hasitd6 doménjével fuzionalva egy
rendkiviil pontos, DNS-t felismer6 endonukleaz hozhato létre (1/B abra). igy a ZFN-hez
hasonld, de mar nem 3 hanem 1 bazispart felismerd alkotoelemekbdl allo,
genommodositasra hasznalhatd designer nukledzt hoztak 1étre!>!, A ZFN-el
Osszehasonlitva a TALEN-ek nagy elénye, hogy a TALE doméneket viszonylag
szabadon lehet varialni, a ZFN-eknél tapasztalt linker-optimalizalas nélkiil. Az is el6ny,
hogy a ZFN domének (az Osszes tripletet felismerd) 64 variacidja helyett itt csak 4, a
nukleotidokat felismeré domént kellett hasznélni. Tovabbi elénye volt a ZFN-hez képest,
hogy itt az a hatds sem <érvényesiilt, hogy a kiilonb6zd szekvenciakdrnyezetre
megvaltozott volna az egyes domének specificitdsa. Sajnos azonban ennek a modszernek
is vannak hatuliitéi. Az egyik, hogy az egyes TALE domének egymas mellé¢ klénozasa
egy hosszadalmas ¢és nehéz feladat, hiszen egyrészt, minden 01j célszekvenciara 01j fehérjét
kell létrehozni, ami itt mar bazisonként varidlt domének sorozatat jelentette. A masik
klénozasi nehézség, hogy (a variabilis régiok kivételével) a TALE domének repetitiv
szekvenciakbol allnak. Fejlettebb klonozasi modszerekkel!” sikeriilt hatékonyabba tenni
ezeknek a konstrukcidknak a létrehozésat, de az alapvetd probléma tovéabbra is fennallt;
hogy minden megcélzott szekvencidhoz pénz- és iddigényes fehérjemérnokségre volt
sziikség. Megjegyzendd, hogy mivel mindkét technika a Fokl dimerizacidjan alapul,
minden nehézség minden célszekvencia esetében kétszeresen jelentkezik. A fenti
rendszerekkel ellentétben a CRISPR/Cas9 mar egy sokkal konnyebben, gyorsabban és

olcsobban hasznalhat6 technologia.

2.3.  CRISPR - a bakteridlis adaptivimmunrendszer

A CRISPR rovidités az angol clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(halmozottan eléfordulo, szabalyos kozokkel elvalasztott rovid palindrom ismétlodések)

kifejezésbol ered!8. Ezeket a furcsa, ismétlédd szekvencidkat 1987-ben Ishino és mtsai.
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fedeztek fel az Escherichia coli (E. coli) baktérium genomjaban, de funkcidjukat nem
sikeriilt feltarniuk!®. Ezekre sokaig folosleges, semmilyen funkcioval nem rendelkezd
(junk) DNS szekvenciaként tekintettek. Id6kdzben tobb baktérium és archea genomjaban

hasonld ismétlddd szekvencidkat talaltak, de szerepiiket sokaig nem sikertilt felderiteni.

2005-ben harom kutatocsoport Mojica, Bolotin és Vergnaud vezetésével, egymastol
fliggetlentil bizonyitottak, hogy a furcsa ismétlodd szakaszok kozott 1€vé szekvencidk
(amelyeket spacernek neveziink, az ismétlodések kozti helyre utalva) viralis genomokkal
mutatnak nagy egyezést?*-*2, Mojica felvetette, valamint Eugine Koonin kutatocsoportja
egy modellt is felallitott arra, hogy ez valamilyen virusok elleni védekezé mechanizmus
lehet?®, amir6l akkoriban ugy gondoltik, hogy az RNS interferencidhoz hasonloan
mitkddhet. 2007-ben Rodolphe Barrangou és Philipe Horvath kisérletesen igazoltak, hogy
Streptococcus thermophilus baktériumok egy fagfertdzést tuléld sejtjeiben 0j spacerek
integralodnak a CRISPR lokuszban, ¢és ezek szekvencia-komplementaritdst mutatnak a
fagok genomjaval?*. Az itt integralodott szekvencidk eltavolitasival vagy hozzaadasaval
megvaltoztathatd volt a baktériumok fag-rezisztencidja. Tehat, ez szolgéltatta az els6
kisérletes bizonyitékot a bakteridlis ,,immunrendszer” miikodésére. Késobbi munkdkban
bizonyitottidk, hogy a CRISPR rendszer a fag DNS-ét célozza®>, a CRISPR 1dkuszrol
RNS-ek irédnak at*°, amelyek részt vesznek a védekezésben, a Cas9 enzim felelds a
viralis DNS hasitdsaért’’”, valamint Emmanuelle Charpentier kutatocsoportja
bizonyitotta, hogy egy transz-aktivdl6o CRISPR RNS (tracrRNS) jelenléte is

elengedhetetlen az immunitas kialakulasahoz?®,

A fenti kutatdsokat Osszegezve mai tudasunk szerint a CRISPR-Cas adaptiv
immunrendszer a kdvetkezok szerint miikodik (2. abra). Az immunizéci6 szakaszéban
(2/A abra), a viralis DNS bejut a bakteridlis sejtekbe és alacsony valodsziniiséggel
kiilonboz6 Cas enzimek segitségével (pl. Cas1-Cas2) a virdlis DNS egy rovid (kb. 20 bp)
szakasza beépiil a baktérium genomjanak CRISPR l6kuszéba két ismétlddd szekvencia
(repeat) kozé. Az egyes tag DNS-ek idérendben épiilnek be a lokuszba, igy az is

felderithetd, hogy a baktérium a védettségre milyen fagra és milyen idérendben tett szert.

Az immunitas fazisdban (2/B abra), egy kovetkez6 fag fertézésekor, a CRIPR 16kuszrol
fokozddik a Cas fehérjék, a tractrRNS, valamint a beépiilt szekvenciat mar tartalmaz6 pre-

crRNS-ek atirddasa. A pre-ctRNS ezutan feldarabolodik, és ezekbdl érett crRNS-ek
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lesznek. A Cas9 fehérje (vagy egyes baktériumokban és archedkban mas Cas fehérje,
vagy fehérje komplex), a tracrRNS-sel valamint crRNS-sekkel komplexben (amelyek
kozott szamos, az adott fagra specifikus szekvencia is megtalalhato), a fag DNS-hez
szekvencia-specifikusan kotddik, majd elhasitja, igy azt elimindlja. Tehat, ez egy
memoridval rendelkezd adaptiv immunrendszerhez hasonlit, ilyen modon az emlésok
immunrendszeréhez hasonlithatd, de természetesen evolucidsan teljesen fliggetlen
folyamat. Az egyik nagy kiilonbség a két rendszer kozott, hogy a bakterialis
immunrendszer tovabb orokithetd, hiszen az integralt spacerek a baktérium genomjaban
osztddas utdn is jelen lesznek, és az utodsejteknek is védettséget jelentenek. Késdbbi
kutatasok kideritették, hogy a baktériumok legalabb 42%-a és az archeak legaldbb 85%-

a rendelkezik ilyen ,,immunrendszerrel?°.
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A Immunizacié
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2. abra. A bakterialis adaptivimmunrendszer miikodési elve

(A) Az immunizéci6 szakaszaban a viralis DNS bejut a bakterialis sejtbe, és a rajta talalhato PAM
(kék) szekvencia mellett talalhatd protospacer (sarga) szekvencia a Cas enzimek segitségével
(ekkor mar spacernek hivjuk) beépiil a bakterialis genom CRISPR lokuszara. (B) Az immunitas
fazisdban egy mar korabbi fertdzést tulélt sejt, egy ismételt fagfertdzeés esetén, a tamado fag DNS
ellen mar hatékonyabban tud védekezni az eltarolt szekvencia segitségével. A Cas9 fehérje
(esetenként masik, bizonyos baktériumokban sokszor tobb fehérjébdl allo Cas fehérje komplex),
a hozzd asszocialt tractRNS és a specificitasért felelés crRNS segitségével szekvencia
komplementaritas alapjan felismeri a viralis DNS-t és elhasitja, igy eliminalja a sejtb6l. Az abra

Marrafini és mtsai. nyomén késziilt*".
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Felvetddhet a kérdés, hogy a baktérium hogyan tudja megkiilonbdztetni a viralis genomot
a sajat genomjdban spacerként ,eltarolt” virdlis DNS szakaszokt6l, hiszen azok
szekvencidjukban teljesen megegyeznek, igy egy ,,autoimmun” folyamatban a Cas9 a
baktérium sajat genomjat is elhasitana. A fag genombdl csak olyan szakaszok épiilhetnek
be a bakteridlis genomba, ahol a megcélzott DNS (protospacer) egy ugynevezett
protospacer melletti szekvencia (protospacer adjacent motif, PAM) mellett helyezkedik
el. Ezt a szekvenciat a Cas9 fehérje ismeri fel és baktériumfajonként valtozo, példaul a
genommodositasra is hasznalt Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) esetében ez egy
NGG szekvencia. A spacer beépiilése helyén (amely a crRNS éltalanos szekvenciajat

kédolja) a bakteridlis genomban nem talalhaté PAM, igy azt nem képes hasitani a fehérje.

A bakterialis immunrendszer effektor fehérjéérél 2012-ben Jennifer Doudna’! és
Virginijus Siksnys3? kutatocsoportja is bizonyitotta, hogy in vitro koriilmények kozott is
képes DNS szekvenciakat elhasitani. Arra a fontos kdvetkeztetésre is rajottek, hogy a
vehetd. Ez a kulcsfontossagl 1€pés alapozta meg a CRISPR/Cas9 rendszerrel torténd

génszerkesztést.

2.4. A CRISPR/Cas9 rendszer miikodése

A Cas9 fehérje tehat egy RNS iranyitott DNS endonukledz, amely programozhaté médon
képes egy kivant DNS szekvencia felismerésére, €s kettds szali hasitdsara (3. abra). Az
in vitro koncepciokisérlet utan nem sok id6 telt el, hogy elszor azt is megmutattak, hogy
az SpCas9 képes emlds sejtek és el6lények genomjanak modositasara is**=6. A Cas9
fehérje a crRNS-sel és a tracrRNS-sel ribonukleoprotein (RNP) komplexet képez és a
felismert DNS szekvencia mindkét szalat hasitja (3/A abra). A ctRNS nem varidbilis, a
tracrRNS tovabbi részének szerkezetének felismerésével a fehérje kapcsolodik az RNS
komplexhez. Az SpCas9 esetében a crRNS els6 20 bazisa (spacer) felelds a célszekvencia
(protospacer, vagy target) felismeréséért. A spacer szabadon valtoztathatd, igy az RNP
programozhaté modon képes felismerni és elhasitani kiilonb6z6 DNS szekvencidkat. A
célszekvencia felismerésének eldfeltétele, hogy a protospacer mellett PAM motivumnak
is jelen kell lennie a DNS szélon. Amennyiben a PAM motivum melletti felismert DNS-

sel homoldg a spacer szekvencidja, a fehérje két nukledz (RuvC és HNH) doménjével

12
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kettés-szalt DNS torést hoz létre. A Cas9 nukledz genomszerkesztd eszkozként valo
hasznalatanak megkonnyitése céljabol, a cr- és tracrRNS-eket egy hurokkal kovalensen
osszekototték®!, 1étrehozva igy az irdnyito RNS-t (guideRNS, gRNS, 3/B dbra). Ez a
rendszer leegyszeriisitésén tl, azért is hasznos, mert a két RNS-t nem kell kiilon
promoterrdl atirni, valamint ezek (lehetségesen eltérd) expresszidjat vizsgalni. gy ezt a

megoldast ma mar széleskorlien hasznaljak.

A B
Cas9 Cas9

Spacer
LEEEELLEEEERNTTELpL
7

Spacer
LEEELEEEEEEET T ELgLl
7

DNS DNS

crRNS

tracrRNS guideRNS

3. abra. A CRISPR/Cas9 rendszer mikodése

(A) A Cas9 fehérje (kék) szekvencia-specifikusan képes egy megcélzott DNS szekvencia (sziirke)
felismerésére és elhasitasara. A Cas9 enzimhez két RNS kapcsolodik a crRNS (zold) és a
tractRNS (piros). A tractrRNS az RNS komplex fehérjéhez valo kapcsolodasat segiti, a crRNS 5’
végén talalhato spacernek nevezett 20 bazis hosszi régio (vilagos z6ld) megvaltoztathato és igy
a fehérje programozhatd modon iranyithato egy adott DNS szekvencidhoz. A felismerés tovabbi
feltétele egy rovid konszenzus szekvencia (PAM — magenta) megléte a DNS-en a célzott
szekvencia mellett. (B) A rendszer egyszerlibb miikodésének céljabol az elébbi két RNS-t
fuzionalni lehet egy RNS molekulava (gRNS, lila), amely képes ellatni mindkét RNS funkcioit.

Az SpCas9 fehérje kristalyszerkezetének felderitése®’-® részletesebben feltarta a fehérje
doménjeit és azok funkcioit (4/A abra). A fehérje funkciondlisan a nukladz (nuclease -
NUC) és a felismer6 (recognition — REC) lebenyre kiilonithetd el (4/B abra). A nukledz
lebenyben talalhatok a HNH és a harom részbdl allo RuvC (RuvC-1, -11, -IIT) endonukledz
domének, melyek a DNS szdalak hasitasaért felelések, valamint a PAM felismerésért
felelos PAM-mal kdlcsonhato (PAM interacting — PI) domén. A tobbnyire alfa hélixekbdl
allo REC lebenyben talalhato a hid-hélix (bridge helix, BH) domén, mely a két lebenyt
koti 6ssze, valamint a hdrom REC domén (REC-1, -2, -3), melyek a DNS és/vagy az RNS

felismeréséért felelosek (4/C abra).
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4. abra. A Cas9 doménjeinek elhelyezkedése és szerkezete

(A) Az abran a Cas9 doménjeinek N-t6] C termindlis iranyban val6 elhelyezkedése latszodik
sematikusan. A domének vége az ott elhelyezkedé aminosav szamaval vannak jelolve. Az abran
latszodik a 3 aldoménbdl all6 RuvC (vilagos kék) valamint a HNH (sotétkék) endonukledz
domén; a PAM kolcsonhaté domén (PI, z61d); a hid hélix domén (BH, r6zsaszin); valamint a 3
felismer6 REC domén (sziirke). (B) Az abran a REC és NUC lebenyek és a domének térbeli
elhelyezkedése lathatdo a fehérje RNS-t nem kotott allapotaban. (C) A fehérje doménjeinek
elhelyezkedése a fehérjén belil a gRNS, valamint a célzott DNS szal (egy 20 bp hosszu
oligonukleotid) kotott allapotaban. Az abran a cél DNS sarga, a gRNS spacer régidja vilagos kék
¢s a fennmarado része kék és piros. Az abran a fehérje REC doménjei sziirkék, a BH domén lila,
a PI domén vajszinti, a HNH rézsaszin, a RuvC pedig tiirkiz. Az 4bra Nishimasu és mtsai.*’

valamint Wilkinson és mtsai.** nyoman késziilt.

A kiilonb6zd koriilmények kozott (gRNS nélkiil®®, csak gRNS-sel*?, valamint gRNS-sel
és cél DNS-sel’’) késziilt kristalyszerkezetek, valamint a Cas9 mechanizmusanak
felderitésére tervezett kisérletek**> segitségével jobban megértették a fehérje
milkddésének folyamatat. A jelenleg elfogadott modell szerint a gRNS bekotddése
kovetkeztében a Cas9 jelentds konformaciovaltozason esik at, melynek kovetkeztében
kialakul a DNS-felismerés-kompetens allapot. Ebben a konformacidoban a PI domén
exponalt allapotba keriil, mellyel képes a potencidlis PAM-okat felismerni. A Cas9 egy
gyors folyamatban a cél DNS-en PAM-okat pasztdz, a megtaldlt PAM szekvenciahoz

14
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kotddve elinditja a DNS szdlak szétvalasztasat, majd a PAM-ot kdveté RNS-DNS
szekvencia komplementaritasat vizsgalja. A szdlak szétvalasztasa kozben, illetve ezt
kovetden a fehérje koti a nem-célzott DNS szdlat is, igy azt stabilizalja, valamint ezzel
gatolja annak visszakotddését a célzott DNS szilhoz. A DNS szétvalasztidsa és a
bazisparosodas folytatodik a gRNS 5’ iranyaban, tehat a gRNS-DNS buborék a PAM-t6l
a gRNS 5’ végéig egyre elorébb halad, amelyet a fehérje tovabbi konformacids valtozasai
segitenek eld, a fehérje aktiv allapotba keriil. A teljes spacer-target szekvencia
kotddésénél tjabb sztérikus valtozassal kialakul a hasitds kompetens konformacio, a
HNH valamint a RuvC endonukledz domén a DNS elvagéasahoz sziikséges allapotba keriil
¢s elhasitjak a cél DNS-t a PAM-t6l 5’ iranyban 3 nukleotid tavolsagra, leggyakrabban
tompa veégli DNS torést hozva létre. A HNH a gRNS altal célzott, mig a RuvC a nem

célzott szalat hasitja.

A Cas9 nukledz doménjeit lehetséges inaktivalni aminosav mutaciok révén®'-? (a RuvC-
ta DI0A, a HNH-t a H840A aminosavak mutéciojaval), ilyenkor (a kivalasztott domén
inaktivaciojatol fiiggden) csak az egyik szalat hasitja, DNS bevagast (nick-et) hoz l1étre,
az igy létrejott fehérjét egy szalat hasitd, vagy nickdz Cas9-nek (nCas9) nevezziik.
Amennyiben mindkét nukledz domént inaktivaljuk egy katalitikusan inaktiv Cas9 (dead,
dCas9) jon létre, amely a célszekvenciat felismerni és azt kotni igen, hasitani viszont nem

képes.

A CRISPR/Cas9 rendszer nagy eldnye a korabbi fehérje-DNS kolcsonhatason alapuld
rendszerekkel (meganukledz, ZFN, TALEN) ellentétben, hogy RNS-DNS interakcion
alapszik, amely segiti a konnyebb programozhatdsdgot. Ebben a rendszerben nincs
sziikség fehérjemérnokségre, hiszen egy szekvencia megcélzasahoz, csak a cr- vagy
gRNS-en taldlhatdé 20 bazis hosszii spacer szekvenciat kell modositani. Ebbdl
kovetkezoleg rendkiviil gyorsan létrehozhat6 egy expresszios konstrukcio, valamint joval
olcsobban hasznalhatd, mint a korabbi, bonyolult fehérjetervezést és optimalizalast
igénylé modszerek. Ezek a tulajdonsdgok segitették eld, hogy rendkiviil rovid 1d6 alatt,

sz¢les korben elterjedjen a modszer és ma mar szamos tudomanyteriileten alkalmazzak.
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2.5.  Célzott genommodositas a CRISPR rendszerrel

A Cas9 fehérjével a célzott génmodositas helyét jeloljik ki az altala l1étrehozott kettds
szali DNS toréssel’*3¢, Ezt kovetden ez javitodhat, (leegyszeriisitve) két f6bb DNS
hibajavitd mechanizmuson keresztiil: az egyik a nem homoldég végek dsszekapcsolasa
(Non-Homologous End Joining — NHEJ), a masik a homoldgia iranyitott rekombinacid
(Homology-Directed Repair — HDR, innent6l egyszertisitve csak homolog rekombinécio,

vagy HR, 5. abra).

Az NHEJ] hibajavitdsban résztvevd enzimek a duplaszala DNS torést ujra
Osszeilleszthetik. Ez torténhet tokéletesen, vagy hibaval terhelten, amely a torés helyén
inszercidkat és/vagy delécidkat (indel) eredményezhet (5. dbra). Amennyiben a
hibajavitas tokéletes a DNS tUjra szubsztratja lesz a Cas9-gRNS komplexnek, mely
szintén a hiba felé tolja el a folyamatot. Gének kiiitésénél ezt a folyamatot hasznaljuk fel,
hiszen egy fehérjét kodold génszakaszban a hibés javitas kdvetkeztében a nyilt leolvasasi
keret eltolodhat vagy korai STOP kodon alakulhat ki, mely a fehérje funkcidvesztéséhez,

kiiitéséhez vezethet?3-39,

A homolog rekombindci6 mechanizmusa soran a torétt szal a DSB-t kovetden a
testvérkromatidan tarolt homoldg informéciot felhasznalva javitodik. Ezt a folyamatot
egy homolég donor DNS szekvencia felhasznaldséval tudjuk eltériteni és az altalunk
kivant szekvencidkat bevinni a célzott genomi 10kuszra***} (5. 4bra). A homolog donor
DNS a kivant szekvencia két oldalan a genommal homolog szakaszokat tartalmaz, mely
a testvérkomatidat mimikalva indukalja a homoldg szekvencidk kozti kivant szekvencia
beépitését. A donort DNS-t foloslegben adva a sejtekhez, megndveli annak az esélyét,

hogy ne a testvérkromatidarol, hanem a donorrdl torténjen a javitas.
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5. abra. Az NHEJ és a homolog rekombinacié hibajavité rendszerek CRISPR/Cas9 hasitast
kovetden

A Cas9 altal létrehozott duplaszalua DNS torések két £6 hibajavitd rendszerrel javitodhatnak. Az
NHE]J javitas hibaval terhelt, bazisok beépiilhetnek (inszercid) vagy kieshetnek (delécid) esetleg
lecserélodhetnek masik bazisokra (szubsztitucid). A pontos hibajavitasért a homolog
rekombinacio felel, amelyet felhasznalhatunk gének bevitelére egy homolog rekombinacios
donor DNS felhasznalasaval. A donor DNS a megcélzott DNS-re homolog szekvencidkat
tartalmaz (fekete), amely kdzépen a bevinni kivant szakaszt hordozza (piros). Az abra Jiang és

mtsai. nyoman késziilt*,

A rendszer egy masik felhasznalasi modja, hogy az inaktiv dCas9 fehérjét fel lehet

haszndlni arra, hogy valamilyen mdas fehérjét a célzott DNS szakaszhoz irdnyitson.

crer

crer

megndvelni®, valamint egy represszor fiziojaval ideiglenesen lecsokkenteni*®. A Cas9
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crer

50,51

deacetilaz*®, hiszton demetilaz*® valamint a DNS metil-transzferaz>*>!, iranyitottan lehet

epigenetikai moddositdsokat végezni, valamint kiilonbdzd fluoreszcens markerek

hasznalatdval kromoszomak helyzetét vizsgalni>?>3,

Genetikai vizsgalatokhoz oOridsi segitség volt, a genom egészére Kkiterjedd kiiitési
modszerek kidolgozasa, mint példaul a teljes genomra kiterjed6 CRISPR génkiiités
(Genome-Scale CRISPR Knock-Out, GeCKO)>*. Ezekben a kisérletekben egy olyan
lentiviralis gRNS konyvtarat alkalmaznak, amely a genom Osszes génjét (génenként
atlagosan 3 gRNS-sel) célozzak a Cas9 segitségével. Minden sejt genomjaba atlagosan 1
gRNS-t kddolo lentivirus épiil be, ahol kititheti az adott gént, majd a kisérlettdl fiiggden
ez a sejt feldisulhat a populdcidban. Az adott populacidoban az integralédott gRNS-t
koédoldo DNS szekvendldsa sordn kiderithet, hogy mely gén Kkiiitése okozta az adott

fenotipust.

Az utobbi években szélesen elterjedt az ugynevezett bazis-szerkesztd (base editing, BE)
enzimek hasznalata, melyek egy nickdz Cas9 valamint egy citozin->> vagy adenin-
deaminaz>® fzi6jabol allnak. Ezek hasznalatival lehetséges egy megcélzott bazis
rendkiviil pontos lecserélése (bazis-szerkesztés) C-r6l T-re’> valamint A-rél G-re’®.
Amennyiben csak egy bazis lecserélése a génszerkesztés célja, ezzel a moddszerrel
hatékonyan elérhetd, valamint alacsony mértékii DSB torténik, igy a nem kivant
modositdsbdl szarmazo hattér is kisebb, pl. a homoldég rekombinacioval torténd
javitashoz hasonlitva. Késébb létrehoztak a prime editing technikat’’, amely mar nem
limitalt bizonyos bazisokra: egy rovidebb DNS-szakaszon barmilyen béazis barmilyen

crer

felhasznalva.

A Cas9 fehérjével torténd genommodosités kiilonbozo korlatait az évek folyaman sikertilt
jobbnal jobb megoldasokkal lecsokkenteni. Az egyik lekiizdendd probléma, hogy az
SpCas9 4altal megcélozhatd szekvencidk szdma limitalt, hiszen az NGG PAM
szekvencianak a target mellett jelen kell lennie. Ez bizonyos esetekben korlatozo lehet,
igy mas baktériumfajokbdl izolalt Cas9 variansok, mint a Neissera meningitidis Cas9
)%

(NmCas9)8, vagy a Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9)* eltérd PAM preferenciai

miatt hasznalhatok olyan szekvencidkon, ahol adott esetben az SpCas9 nem. Egy masik
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CRISPR fehérje a Casl2a (régebbi nevén Cpf-1) génmodositasra torténd alkalmazasa is
szinesitette a génszerkesztd eszk6zok palettajat®. A Casl2a az SpCas9-cel szemben nem
G-, hanem T-gazdag PAM-mal rendelkezik, igy a Cas9-cel nem megcélozhatd
szekvenciadk egy része elérhetévé valt ezzel a fehérjével, valamint nem tompa, hanem
ragados végli toréseket hoz létre, amely a Cas9-tdl eltérd mintdzati hibajavitast
indukalhat. A felismerhetd PAM szekvencidkat tovabb bdvitették az SpCas9 racionélisan
tervezett mutacioival®'-®4, valamint késébb létrehoztak iranyitott evolucidval olyan

variansokat, amelyek PAM-ja mar csak 1 bazisban kototts>-¢7,

Egy masik lekiizdendd akadaly, hogy az SpCas9 bizonyos esetekben nem csak a gRNS-
sel tokéletesen megegyezd, hanem néhany bazisban eltérd szekvencidkat is hasithat. Ezt
a jelenséget nevezziik off-target hatdsnak. Kiilonboz6é moddszerekkel sikeriilt ezt
lecsokkenteni, mint példaul két nCas9 hasznalataval (a két ellentétes szalat vagva hozhat6
létre DSB)%%%, vagy a TALEN és ZFN rendszerekhez hasonloan a Fokl endonukleaz
génmodositds hatékonysaga (a megemelkedett pontossag mellett) sok esetben alacsony
volt. A problémara az eSpCas9 (enhanced SpCas9)’?, az SpCas9-HF1 (SpCas9 high-
fidelity variant number 1) illetve mas, megndvelt pontossagh SpCas9 variansok’*"’
bizonyultak a legjobb megoldasnak, hiszen az off-target hatast csokkentették, viszont a

célzott génmodositas hatékonysaga sem csokkent le dramai mértékben.

2.6. A CRISPR/Cas9 rendszer hatékonysdaganak kisérletes meghatdarozdsa

Egy tovabbi korldtja maradt a rendszernek, hogy a Cas9-ek a kiilonb6zé megcélzott
szekvenciakat kiilonb6z6 hatékonysaggal hasitjak. Egy génkitités, vagy barmilyen Cas9-
cel torténd génszerkesztési feladathoz fontos lenne tudni, hogy a jelolt gRNS-eken
talalhato spacerekkel a fehérje milyen hatékonysdggal képes hasitani. Egy célravezetd
madszer, ha a Cas9 hasitasanak hatékonysagat a lehetséges célszekvencidkon kisérletesen
megvizsgaljuk és kivalasztjuk azt, amely a leghatékonyabb volt. A Cas9 hasitasi
hatékonysagat szamos technikaval lehet vizsgalni. A legtobb médszer a Cas9 hasitasa
utan bekovetkezd kettds szal torések altal 1étrehozott indelek gyakorisagat méri. Ezek
kozos pontja, hogy a megfeleld indeleket tartalmazé régid6 PCR amplifikalasaval

kezdddik, majd a PCR terméket kiilonb6z6 modszerekkel elemzik.
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A széles korben elterjedt, endonukleazokon alapulé modszerek (melyek a Surveyor’
vagy T7 endonukleaz I-t -T7EI”°- hasznaljak) a PCR termékekben 1év6 inszerciokat vagy
deléciokat képesek kimutatni. A PCR termékeket egy gyors fiitési és hiitési reakcid soran
kétszaluva teszik, igy az indeleket tartalmaz6 egyszalu PCR termékek az ezeket nem
tartalmazokkal is parba allhatnak. Ilyenkor, inszercié esetén a modosult, delécio esetén
az eredeti szalon egy hurok képzddik. Ezeket a hurkokat képes a Surveyor vagy T7EI
enzim felismerni és a hurok helyén a DNS-t elhasitani. Az enzimhasitds utan a DNS
darabok mennyiségét gélelektroforézissel meg lehet hatdrozni és a hasitott fragmensek
aranya, valamint az ebbdl kdovetkezé génszerkesztés hatékonysaga kiszdmithato. A
madszer hatranya, hogy sok optimalizalast igényel, valamint pontatlan, viszont az egyik

leggyorsabb a PCR alapi médszerek koziil.

Egy masik modszer a PCR termékek kozvetlen Sanger szekvenalasa. A TIDE algoritmus
képes a kromatogrammot analizélni és kiszamitani a génszerkesztés hatékonysagat és
min6éségét®®. A program dekonvolucion alapul, ahol egy kontroll (nem vagott) és egy
Cas9-cel kezelt sejtbdl szarmazd PCR termék kromatogrammjat hasonlitja 6ssze. Ez az
enzimatikus modszerekkel szemben mar az esetleges deléciok méretét, vagy a beépiilt
megbizhatdbb, mint az endonukledzokat hasznalé modszerek. Elénye, hogy viszonylag
gyors ¢s jobban megéllapithat6 a géneditalas mindsége, viszont hatranya, hogy dragabb,

mint az el6z6 modszerek.

A gRNS-ek hatékonysaganak meghatdrozasara a legpontosabb modszer az ujgeneraciods
szekvenalas (next generation sequencing — NGS), amely a legnagyobb felbontasban
képes megallapitani az indelek és szubsztiticiok méretét és gyakorisagat®®4!, Hatranyai
kozé tartozik, hogy hosszii eldkészitést igényel és ez a legdragabb az itt felsorolt
modszerek koziil. Tovabbi kevésbé elterjedt modszerek egy PCR termékben tortént
indelek meghatarozasara a fluoreszcens PCR Kkapillaris gélelektroforézis®?, a nagy
felbontastt DNS olvadas elemzés®, vagy nagyszamu génszerkesztett klon 1étrehozasa és

egyenkénti genotipizalasa®*.

A PCR alapu modszerekkel szemben a gRNS-ek aktivitdsanak meghatarozasara a riporter
fehérjét hasznalé modszerek kényelmes alternativdak. Az ilyen rendszerek a

célszekvencianal torténd DSB valamilyen fluoreszcens jel megjelenését vagy eltlinését
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okozza, igy lehet veliik kovetni a génszerkesztés hatékonysagat. Az elényok kozé
tartozik, hogy mellézik a PCR alapti médszerek minden negativumat és joval olcsobbak,

mint az ujgeneracios szekvenalas.

A GFP-elrontasi esszében!” egy genomban kodolt GFP fehérjét célzunk a Cas9 fehérjével
¢s az indelek kovetkeztében a GFP kodolé szekvencidja elromolhat, igy a GFP-t
expresszalo sejtek szama is lecsokken. A modszerrel kdnnyen és viszonylag gyorsan
Ossze lehet hasonlitani kiilonb6zd Cas9 variansok hasitasi hatékonysagat. Hatranya, hogy
csak a GFP-ben taldlhatdé szekvencidkkal vizsgalhatd, igy mds genomi szekvencidk
vizsgalatara alkalmatlan. Tovabba, a genom vagéasdnak pillanatdban jelenlévd
fluoreszcens fehérjék lebomlasat meg kell varni a kiértékeléshez, igy ez nem a

leggyorsabban kiértékelheté modszer.

A GFxFP esszében®>8¢ mar nincs megkotve a vizsgalt spacer szekvenciaja, az szabadon
valtoztathato (6. abra). Ebben a plazmid alapti médszerben, a GFP kédolo szekvencidja
két részre bontott, melyek egy rovid homoldg szekvenciat tartalmaznak. A két fél kozott
talalhato egy klénozo hely, amelyre barmely altalunk kivant célszekvencia bevihetd. A
plazmidon taldlhaté target hasitisa a homoldg részek javitdsahoz, igy a GFP
szekvenciajanak helyredllasahoz vezet. Ez a modszer nagyon jol hasznalhato,
amennyiben egymashoz akarunk hasonlitani szekvencidkat, valamint gyorsan
kiértékelhetd. Hatranya, hogy mivel nem a genomban, hanem plazmidon torténik a

hasitas az nem mindig feleltetheté meg a genomi kornyezettel.
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Homoldg szekvencia

T

777 casotamet 7777

‘ Cas9 hasitds, duplaszali DNS torés

‘ DNS hibajavitas

Megjavult GFP kédolé szekvencia

6. abra. A GFxFP esszé miikodésének sematikus abrazolasa

A GFxFP plazmid egy kettéosztott GFP szekvenciabdl all (zold), melynél mindkét fél 480
bazispar hosszi homolog szekvenciat (fehér, zold csikozassal) tartalmaz. A Cas9 célszekvenciajat
(fehér) a két GFP fél kozé lehet molekularis klonozassal beépiteni. A plazmidot emlds sejtekbe
juttatva, a Cas9 vagasa nélkill nem (vagy alacsonyan) expresszalja a GFP fehérjét. A
célszekvencia Cas9-cel torténd hasitasa, a homolog szekvenciak atlapoldsat, majd az ezt kdvetd
DNS hibajavitast indukalja, igy a GFP kodold szekvencidja helyreall. Minél hatékonyabban
hasitja a Cas9 a célszekvenciat, annal nagyobb lesz a GFP-pozitiv sejtek szama, melyet aramlasi
citometriaval mérhetiink.

Olyan moédszerek is léteznek, amelyek a fenti modszerek eldnyeit egyesitve genomi
kornyezetben képesek fluoreszcens modszerrel meghatarozni gRNS-ek aktivitasat. Erre
egy megoldas egy fluoreszcens kazetta homoldg rekombinécioval torténd bevitele a
genomba®’. Ennek a modszernek a hatranya, hogy minden vizsgalt gRNS esetében a
homolog szekvencidkat Ujra kell tervezni, illetve klénozni a donor plazmidra, igy

hasznalata rendkiviil idéigényes.

Mi egy olyan fluoreszcens aramlasi citométert hasznaldo modszert akartunk kifejleszteni,

amely genomi kontextusban képes vizsgalni a gRNS-ek hatékonysagat, valamint nem
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igényel tovabbi klonozasi Iépéseket, igy konnyebben hasznalhatd. A modszerrel egy GFP

expresszios kazetta épithetd be a célzott genomi helyre NHEJ hibajavitas segitségével.

2.7. A CRISPR/Cas9 rendszer hatékonysdaganak predikcidja

A gRNS-ek hatékonysaganak kisérletes tesztelése mellett, egy jol miikodd predikcios
eljaras is eldre jelezhetné a varhato aktivitas mértékét. Egy tokéletesen miikddo eldrejelzd
algoritmus foldslegessé tenné a kisérletes tesztelést, viszont ezt az elméleti célt még nem
sikertilt elérni, igy a kisérletes megkozelitések mellett, a predikcios eljarasok fejlesztésére
is sziikség van. A legtobb kisérletben hasznalt vad tipust SpCas9 (WT-SpCas9) esetében

mar elérheték ilyen predikcios algoritmusok®®9?

¢s a legujabbak mar hatékonyabban
hasznalhatok®*?. Ugyanakkor szamos ortolég Cas9-et, valamint Cas9 varianst, mint
példaul a megnodvelt pontossagl vagy megvaltoztatott PAM-ot felismerd SpCas9-et
hasznalnak genommérndkségi feladatokra, melyekre - a doktori munka elején még - nem
volt elérhetd predikcios eljards. Azért fontos ezen varidnsokra is predikcios eljarast
fejleszteni, mert ezen varidnsok és ortologok szekvencia-specificitdsa és hasitasi

hatékonyséaga eltér a WT-SpCas9-hez képest és ilyen eldrejelzési eszkdzok 1étrehozasa,

nagyban megkonnyitené a rutinszerii hasznalatukat.

A pontos eldrejelzési eszkozok kifejlesztése azonban komoly kihivast jelentd,
munkaigényes és rendkiviil koltséges feladat, els6sorban azért, mert reprodukélhat6
moddon, nagyszdmu célszekvencian kell hasitasi informaciot gytijteni, majd ezekbdl az
adatokbol megalkotni az algoritmust. Az SpCas9 ortoldgjaira €s varidnsaira kevés ilyen
informacioval rendelkeziink. Még a WT-SpCas9 esetében is a legujabb predikcios
eljarasok is csak néhany tizezer ilyen szekvencidn alapulnak, amelynek szama eltorpiil a

billié (4%° = kb. 10'?) lehetséges megcélozhato szekvenciahoz képest.

Nagyobb szamu szekvencidra kiterjedd hasitasi informaci6 eldallitasat az korlatozza,
hogy a gRNS-nek és a célszekvencidnak egy sejtben egyiittesen kell jelen lennie,
valamint, az ezt kdvetd hasitds kimenetelét is detektdlni kell tudni. Emiatt a teljesen
véletlenszerli gRNS konyvtarak hasznalata nehezen megoldhatd, hiszen a
célszekvencianak is azonosnak kell lennie a spacer szekvenciajaval. Igy legtobbszor a
gRNS-célszekvencia parokat egyesével szintetizaljak, majd ezekbdl nagyobb kevert

konyvtarakat készitenek. A mddszer korlatjaibol kovetkezik, hogy csak egy igen limitalt
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nagysagrendig alkalmazhat6. Mi ezt a problémat szerettiik volna athidalni és létrehozni
egy tobb mint egymillié kiillonb6zd szekvenciabol allo véletlenszeri spacerekbdl allo
gRNS konyvtarat. A konyvtdr hasznalatival, valamint egy szelekcids modszer
létrehozasaval az egyik megnovelt pontossagi SpCas9 varians szekvencia-specificitasat

kivantuk meghatarozni és egy predikcios algoritmust létrehozni.
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3. Célkituzések

gRNS-ek aktivitasanak meghatarozasara, egy uj fluoreszcens riporter rendszer
kidolgozasat tiiztem ki elsd célomként. A 1étrehozandd mddszernek genomi kérnyezetben
kell képesnek lennie a gRNS-ek hatékonysaganak vizsgalatara, melyet aramlasi
citometria segitségével lehet kovetni. Ezt a célt gy kivantam elérni, hogy a genomban
létrehozott DNS torések helyére hatékonyan beépitek egy GFP fehérjét kodold
expresszios kazettat. Minél hatékonyabb egy gRNS anndl hatékonyabban kell beépiilnie
a kazettanak, igy a fluoreszcens sejtek megszamolasaval kiderithetd, hogy a vizsgalt
gRNS jeloltek koziil mely volt a leghatékonyabb. A hatékony beépiilést eldsegitendd, a
GFP expresszios kazettat egy olyan plazmidon szerettem volna a sejtekbe juttatni, amely
a sejteken beliil linearizalodik. Azt elkertilendd, hogy minden 0j szekvenciara a plazmidot
ujra kelljen tervezni, egy univerzalisan hasznéalhaté 6nvagd plazmidot terveztem, amely

a vizsgalt szekvenciatol fliggetleniil képes onmagat linearizalni.

Masodik célom volt egy gyakran hasznalt megnovelt pontossagi Cas9 varians az SpCas9-
HF1 szekvencia-specificitdsanak megértése, és egy gRNS hatékonysag eldrejelzd
algoritmus kidolgozasa. Ezt a célt ugy kivantam elérni, hogy egy olyan modszert hozok
létre, amelyben a kordbbiakndl joval nagyobb szdmi gRNS-rél nyerhetd hasitasi
informacio, igy remélhetdleg egy pontos predikcids algoritmust lehet ezen informaciok
alapjan létrehozni. Egy egymillid spacer szekvenciabol 4llo6 gRNS konyvtarat terveztem
létrehozni, majd ezt az SpCas9-HF1-el hasitani. A konyvtar hasitas el6tt és utan torténd
uj generdcios szekvenalasaval kiderithetd, hogy mely szekvencidk milkodtek a
leghatékonyabban ¢és melyek kevésbé. A generdlt adatokbol reményeink szerint
kinyerhetdk olyan motivumok, amelyek az SpCas9-HF1 szdmara nem eldnydsek vagy
ellenkezdleg, hatékonyan miikddik veliik a fehérje. A nagy szamu hasitdsi informacid
alapjan egy predikcids eljards kidolgozasat is terveztem, mellyel ez a varidns is

altalanosabban hasznalhat6 lenne a jovében.
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4. Modszerek

4.1.  Felhasznadlt anyagok

A kovetkezd anyagokat és reagenseket a Thermo Scientific-t6l vasaroltuk: restrikciods
endonukledzok, T4 ligdz, héinaktivalt FBS (fetal bovine serum, magzati marhaszérum),
Dulbecco’s modified Eagle Médium (DMEM), Turbofect, Qubit™ dsDNA HS Assay
Kit, penicillin/sztreptomicin. A kovetkezket a Sigma-Aldrichtdl vasaroltuk: DNS
oligonukleotidok, a plazmidok &ltaldnos izolaldsara hasznélt GenElute HP Plasmid
Miniprep kit, trimethoprim (TMP). A ZymoPure Plasmid Midiprep kit-et Zymo
Research-t6l vasaroltuk. A NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix-et, T7EI enzim
mixet, Lipofectamine 2000-t, a NEB5-alpha kompetens sejteket, valamint a Q5 High-
Fidelity DNS polimerazt a New England Biolabs-tdl (NEB) vasaroltuk. A DNS
fragmenseket a molekularis klonozdsok soran NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kkittel

tisztitottuk ki, amelyet a Macherey-Nagel-t6] vasaroltunk.

4.2.  Expresszios plazmidok létrehozdsa

Az itt ismertetett klonozasokhoz hasznalt oligonukleotidok valamint az elkésziilt
expresszios plazmidokat a Fiiggelékben részleteztem. Minden elkészitett plazmidot

Sanger szekvenalassal ellendriztiink.

4.2.1. Onvagé plazmidok létrehozasa

dead-, WT- vagy eSpCas9 expresszios kazetta talalhatd) vittem be a spacereket kodold
linker oligonukleotidokat, egy un. one-pot reakciot segitségével, amelynél a vektor
hasitasa és az oligonukleotidok ligalasa egy 1épésben torténik. Egy 20 pl végtérfogath
reakcidban 2 egység Bpil enzimet 1,5 egység T4 ligazt, 500 uM ATP-t, 50 ng vektort és
5 uM spacereket kodolo oligonukleotidot 1X Green pufferben dsszemértem és 37 °C-n
30 percig inkubaltam, majd a reakciobol 5 ul-t 50 pl NEBS-alpha kompetens sejtekbe

transzformaltam.
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Az 6nvéagod plazmidokat a pEGFP-C1 plazmidbol hoztam létre NEB HiFi assembly és
restrikcids klonozéds segitségével. A puromicint is expresszald oOnvagd plazmid
létrehozasahoz a pLKO.1puro plazmidot (Addgene #8453) hasznaltam. A degradacids
domént a pBMN DHFR(DD)-YFP (Addgene #29325) plazmidrél amplifikaltam. Az itt
hasznalt WT-SpCas9, dSpCas9 és eSpCas9 expresszids plazmidokat a 77. referenciaban
irtuk le. A jellemzett 6nvagd plazmidok az Addgene nonprofit plazmid megosztd
szolgéltatasrol a kovetkezd hozzaférési szamokon érhetéek el: pScl (#80436), pSc2
(#80437), pScl-puro (#80438) and pSc1-DD (#80439).

4.2.2. Plazmidok létrehozasa az SLS modszerhez

Az 0Oncélz6 RNS (self-targeting gRNS, stgRNS) ¢és a kanonikus gRNS
Osszehasonlitdsanal a spacereket egy stgRNS klonozé plazmidba (mely a pmCherry-
gRNA plazmiddal tokéletesen megegyezik, csak tartalmazza az stgRNS mutécidkat,
Addgene- pAT-9222 (#124222)), a kanonikus gRNS-eket pedig a pmCherry-gRNA

plazmidba klénoztam one-pot klénozassal, Bpil helyekre.

A GFxFP kisérletekhez a kanonikus gRNS-ek klonozasahoz, a pmCherry gRNA
plazmidba klonoztam a spacereket kddolo linker oligonukleotidokat, a fent ismertetett
one-pot klonozas segitségével. A GFxFP kisérletekhez a célszekvencidkat kodold
oligonukleotidokat a pWN10042 plazmidba vittem be EcoRI és BamHI enzimekkel, one-
pot reakcid segitségével. Az emlds SpCas9-HF1 expresszids plazmidot pKH-1699
(#124227) a pX330-Flag-wtSpCas9 felhasznalasaval hoztuk létre NEB HiFi Assembly
segitségével. A bakterialis WT-SpCas9 (pAT9218, Addgene) és SpCas9-HF1 (pAT9251,

Addgene) expresszids plazmidokat a pdCas9-bacteria® felhasznalasaval készitettem el.

4.3.  stgRNS konyvtarak létrehozdsa

Az stgRNS konyvtar 1étrehozasahoz el6szor egy klonozd plazmidot terveztem meg,
melyben a bakteridlis promoter mogé lehet a spacer szekvencidkat klonozni és
tartalmazza a stgRNS modositasait is. Ezt a plazmidot megszintetizaltattuk (Genscript),
PCR amplifikéaltam, emésztettem Dpnl enzimmel (hogy hasitsam a plazmid templatot)
majd gélen izolaltam. A randomizalt oligonukleotidot (4 uM) egy egy egy lépéses PCR

reakcid soran Q5 polimerdz és egy primer segitségével feltdltottem, amely egy kettds
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szall inszertet eredményezett. Ezt gélbdl izolaltam, majd 1:5 vektor:inszert aranyban
HiFi Assembly segitségével (50 °C, 1h) a vektorral (25 ng) egyesitettem. A reakciod
végeredményét az (Inoue modszerrel®?) dltalam készitett ultrakompetens E. coli sejtekbe
transzformaltam, mig az 1,2 millié koldniat el nem értem (1M konyvtar). A kolonidkat
nagy szamuk miatt Petri csész€k helyett Bioassay lemezeken inkubéaltam. A kolonidkat
lemostam majd a plazmidokat ZymoPure Plasmid Midiprep kit-tel izolaltam. A 100K

konyvtarat a fentiekkel megegyez6 mddon készitettem el.

4.4. A konyvtarak szelekcidja bakteridlis sejtekben (SLS szelekcio) és NGS

A WT-SpCas9 ¢és SpCas9-HF1 plazmidokat NEBSalpha kompetens sejtekbe
transzformaltam, majd ezekbdl az Inoue modszerrel”” ultrakompetens —sejteket
készitettem. Az 1M és 100K konyvtarakat ezekbe a kompetens sejtekbe transzformaltam
legalabb 50x-es transzformacids lefedettséggel, harom parhuzamos kisérletben. A
transzformalt baktériumokat egy 3D agar6z-LB médiumban (0,3 m/V % agardz)
novesztettem. A médiumot az alkotéelemek Osszekeverése utan autokldvoztam, majd
felhasznalasig 37 °C-on tartottam. Az antibiotikumokat, valamint 100 pl transzformalt
baktériumot magneses keverdvel 50 ml médiumhoz adtam majd jégben lehiitéttem. A
transzformaciot addig ismételtem, ameddig az 50x-es transzformacios lefedettséget el
nem ¢értem. A zselé allagi médiumot 37 °C-on ndvesztettem 24 O6rdig, majd
homogenizaltam ¢és centrifugdltam a baktériumokat (3000 g, 10 perc, 25 °C). A
plazmidokat ZymoPure Plasmid Midiprep kit-tel izolaltam.

Az Gjgeneracios szekvendlds elvégzése eldtt a minta-elokészités a kovetkezOk szerint
zajlott. A célzott régiot (promoter, spacer, gRNS) PCR segitségével amplifikaltam, a
kiindulési és a szelektalt konyvtarakbol, majd az amplikonokat gélen izolaltam. Egy
amplikon NGS szekvenaldsakor a klasszikus modszerrel két 1épéses PCR-t szoktunk
végezni, az els6t az amplifikalt régiora specifikus primerekkel, melyek a masodik 1épés
primereinek fogado szekvencidjat (capture site) is hordozzék. Az elsd 1épésre itt nem volt
szlikség mert ezeket a fogadd szekvenciakat a vektorba elére beépitettem. Ennek elénye,
hogy az els6 PCR esetleges hibait teljesen ki lehet vele kiiszobdlni. Ez a stratégia
természetesen genomi szekvencidk esetében nem alkalmazhatd. A masodik 1épés (itt az
els6) PCR primerei tartalmaztdk a plazmidra elére beépitett univerzalis NGS fogadd

szekvenciakat, valamint az indexeket és az adaptereket (a hasznalt NGS primereket 1asd
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crer

dsDNA HS Assay Kit-et hasznaltam, majd a mintdkat 6sszemértem (pooling) és Illumina
HiSeq4000 segitségével megszekvenaltuk (BGI Genomics). Minden minta esetén
minimum 50x-es szekvenalasi lefedettséget értlink el. A szekvenalas nyers adatai az

NCBI Sequence Read Archive oldalan PRINA643977 szamon érhet? el.
4.5.  Bioinformatikai analizisek

4.5.1. A hasitas hatékonysag kiszamitasa

Az NGS paros (paired-end) leolvasasait a BBMerge-el (v37.22) egyesitettiik
alapértelmezett beallitdsokkal, majd ezeket a referencia stgRNS szekvencidra illesztettiik
BLASTn-nel (v2.6.0). Azokat a leolvaséasokat eltavolitottuk, amelyek a referencidhoz
képest barmilyen hibat (indel, mutacio) tartalmaztak és ezek koziil a 10 leolvasasnal
kevesebbel rendelkezdket is eltavolitottuk. A nem vagott spacerek nagy szdmban vannak
jelen minden hasitott konyvtarban, igy ezeket hasznaltuk a hasitott és a vagott
szekvencidk kozotti leolvasasok normalizalasara. Ezt minden szelektalt konyvtarnal
megismételtiik, a kiinduldsi nem hasitott konyvtaraval. A folyamat végén minden
parhuzamos szelektalt konyvtar spacereire egy 0 és 1 kozotti értéket kaptunk, amelynél 1
a teljes 0 pedig az egyaltalan nem hasitott szekvenciakat jelolte. Minden szekvencidnal a
végsO hasitasi hatékonysagi értéket a harom parhuzamos kisérlet dtlaga adta meg. A nyers
1 667 787 szekvencidbdl allo adathalmaz a sziirési 1épések utan 1 222 805 szekvenciat
tartalmazott, ezt neveztiik el 1M (vagy tanitd) konyvtarnak. A mésik (100K, vagy teszt)
konyvtar esetében 281 834 szekvencidbdl 136 556 maradt a sziirések utan. Az NGS
adatok analizisét, Varga Julia, Dr. Tusnaddy Gabor, Welker Zsombor, Welker Agnes, Dr.
Gyorgypal Zoltan, Erdés Gergely, Dr. Pach Péter és Dr. Pongor Lérinc végezte.

A predikciok teljesitményét vizsgalando, a 100K konyvtarbol véletlenszertien
kivalasztottunk szekvencidkat ugy, hogy 3 kiegyensulyozott és 3 em kiegyensulyozott
adathalmazt kapjunk mindkét vizsgélt fehérjére. Az SpCas9-HF1 esetében a nem
kiegyensulyozott tesztkészlet 3x 330 darab nem vago és 3x 4670 darab vagd; mig a WT-
SpCas9 esetében 3 x 95 nem vago és 3x 4905 vago spacert tartalmazott. Az SpCas9-HF 1
esetében a kiegyensulyozott tesztkészlet 3x 2360 nem vago, valamint 3x 2360 vagod

szekvenciat tartalmazott mivel a 100K adathalmazban csak 3x 2360 nem vago szekvencia
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volt. A WT-SpCas9 esetében a kiegyensulyozott adatkészlet ugyanebbdl az okbol 3 x
695/695 hasitott és nem hasitott szekvenciabol allt. Minden bakterialis adatkészlet
hatékony ¢és nem hatékony szekvencidkra vald felosztasahoz 0,3-as hatékonysagi

hatarértéket hasznaltunk.

4.5.2. A nukleotid osszetétel (NucCom) kiszamitasa, és a Hi-CRISPR A kifejlesztése

A nukleotid Osszetétel (NucCom) egy olyan index, amelyet az SpCas9 variansok
hatékonysaganak predikcidjara, a Hi-CRISPR A algoritmusok kifejlesztéséhez
hasznaltunk. A NucCom értékek generdldsdhoz eldszor egy NucCom szotart hoztunk
létre, amely minden lehetséges permutacioban 1-7 nukleotid hosszusdga motivumot
tartalmaz a spacer teljes hosszéban (pl. NucCom4 esetében AAGC motivum a spacer 1-
4 pozicidkban vagy NucCom3 esetében GCC motivum a spacer 18-20 pozicidiban). A
NucCom szétar egyes motivumainak kiszamitdsakor atlagoltuk minden olyan spacer
hasitasi hatékonysagat az 1M konyvtarban, amely tartalmazta az adott motivumot az adott
pozicioban. A konnyebb érthetéségért egy példaval illusztralom a szamitast. A példaban
a 20 bazispar hosszu spacer elsd 3 bazisainak pozicidiban talalhaté ,,GAA” motivumroél
szeretnénk eldonteni, hogy az hogyan befolydsolja az SpCas9-HF1 hasitasat. Els6
Iépésben kikeressiik az SpCas9-HF1-el hasitott 1M konyvtarbol az Osszes olyan
szekvenciat, amely a ,,GAA” motivummal kezdddik. Az NGS analizist kdvetden
korabban minden spacerre megallapitottunk egy hasitasi hatékonysagot jelzd értéket. A
»GAA” motivummal kezd0dd Osszes spacerhez tartozo hasitasi hatékonysagi értéket
,»GAA” motivumhoz. Ezt a folyamatot megismételjilk minden lehetséges pozicioban,
minden lehetséges 1-7 nukleotid hosszi motivumra. Igy végiil kapunk egy NucCom
szOtarat amelyben szerepel az Osszes lehetséges 1-7 nukleotid hosszu motivum,
melyekhez 2 szam tartozik: az egyik az SpCas9-HF1 hasitasi hatékonysagat, a masik a
WT-SpCas9 hatékonysagat jelzi.

Ezt kovetden a szotar felhasznalasaval ki tudjuk szamolni egy konkrét spacer NucCom#
értékét. El8szor a spacerben az adott pozicidban megtalalhaté motivum értéket kikeressiik
a szotarbol, majd ezeket 1M konyvtar atlagdbdl kivonjuk (atlagtol valo eltérés), végiil
ezeket az értékeket Osszeadtuk. A jobb érthetdségért itt is egy példaval illusztralom egy

spacer NucCom# értekének kiszamitdsat. A példaban a
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GAAGCTCATCGTGCGTAGCG szekvenciaju spacer NucCom3 értékét szeretnénk
kiszdmolni. A NucCom3, harom bdazis hosszii motivumokon alapszik és a kordbban
létrehozott szotar segitségével szamolhatjuk ki. El6szor megnézziik, hogy a spacer els6
harom (1-3) pozicidiban milyen szekvencia talalhatd, majd kikeressiik a sz6tarbol a hozza
tartoz6 értéket. Itt a ,,GAA” motivum az elsd 3 bazis, igy a szotarbdl az ehhez tartozé
érteket keressiik ki. A kovetkezd 1épésben a kapott értéket kivonjuk a kdnyvtar atlagos
hasitasi értékébdl, vagyis abbol az értékbdl, amit akkor kapunk, ha az Osszes spacer
hasitasi értékét atlagoljuk. A kapott értéket rogzitjiik. A kdvetkezd 1épésben a spacer 2-4
pozicidiban talalhat6 ,,AAG” motivumhoz tartoz6 értékeket keressiik ki és kivonjuk a
konyvtar atlagabol. Igy haladunk tovabb az utolsé 18-20 poziciokban 1évé ,,GCG”
motivumig. A kapott értékeket dsszeadjuk igy megkapjuk a spacer NucCom3 értékét.

A NucCom értékek kiszamitasat R szkriptekkel végeztiik, a standard R 3.4.4 verziot

alkalmazva kiilsé kédcsomagok nélkiil.

Egy adott spacer NucCom4 (vagy Hi-CRISPR A) predikcidjara egy Python szkriptet is
kifejlesztettiink, amely elérhet6 a Github-on (https://github.com/welkergroup/
HiCRISPR). Egy webes feliiletet is készitettiink az itt kifejlesztett predikciok egyszeriibb
hasznalatahoz a http://hicrispr.welkergroup.hu/ cimen. A Hi-CRISPR A algoritmust Dr.
Gyorgypal Zoltan készitette, a webes feliiletet pedig Welker Zsombor.

4.5.3. A Hi-CRISPR B és C kifejlesztése

A neurdlis héalézatok tanitdsahoz az 1M konyvtarbol az SpCas9-HF1 esetében 1:2
aranyban 154147 gyengén ¢és 308294 hatékonyan vago szekvenciat valasztottunk ki. A
WT-SpCas9 esetén 43204 gyengén €és 86408 hatékonyan vagod szekvencidt valasztottunk.

A Hi-CRISPR B Chuai és mtsai.”* altal kifejlesztett konvolucids neuralis haldzatra épiil,
amelyet a bakteridlis szelekcios konyvtarak adataival tanitottunk. A kiindulasi script itt
érhetd el:  https://github.com/bm2-lab/DeepActiveCRISPR/blob/master/cnn/transfer
/ontar raw_cnn_ pretrain.py. A tanitast sordn a tanit6 adathalmazt szazszor aramoltattuk

at (epoch) a halézaton keresztiil.

A Hi-CRISPR C, H. K. Kim és mtsai.” 4ltal kifejlesztett neuralis halozatra épiil, amelyet
a szintén a bakterialis szelekcios konyvtarak adataival tanitottunk. A kiindulasi script itt

érhetd el: https://github.com/MyungjaeSong/Paired-Library/blob/DeepCRISPR.info/
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DeepCas9/DeepCas9 TestCode.py. Az egyszerre dramoltatott adatpontok szama (batch)
700 volt, amit 2000 iteracioval végeztiink. A Hi-CRISPR B és C algoritmus kodja a
https://github.com/welkergroup/HiCRISPR oldalon érhet6 el. Ezek az algoritmusokok a
webes feliileten szintén elérhetdk a http://hicrispr.welkergroup.hu/ cimen. A Hi-CRISPR
B és C algoritmusokat Welker Agnes készitette.

4.5.4. Predikciok minoségének értékelése

A predikciok mindségét bindris klasszifikacioval, a Matthews korrelacios egyiitthatdval
(MCCQC)*® és a G-atlaggal® értékeltiik ki. A konflzios matrixban (1. tablazat), valamint
az alabbi képletekben a TP a valodi pozitiv (true positive), az FP a hibasan pozitiv (false
positive), a TN a valddi negativ (true negative) €s a FN a hibasan negativ (false negative)
predikciokat jelolik. Ezen értékek jobb szemléltetését a konfizios matrix mutatja, hogy a
prediktalt és a valos (mért) értékek hogyan viszonyulnak egymashoz és melyik jel6lés
melyik esetre vonatkozik. A pozitiv és negativ eseteket egy bizonyos kiiszobérték feletti,

¢s alatti értékek alkotjak.

1. tablazat. A konfuzios matrix

A konfuziés matrixban lathatéak a prediktalt €s a mért értékek Osszefiiggései. A mért értékeknél
meghatarozunk egy kiiszobértéket, amely felettieket pozitiv, alattiakat negativ kimenetelnek
hatarozunk meg, ebben az esetben azt, hogy az adott szekvencia jol (pozitiv) vagy kevésbé jol
(negativ) volt hasithat6. Az predikcios algoritmusnal is meghatarozunk egy kiiszobértéket, amely
elvalasztja a hatékonynak (pozitiv) és kevésbé hatékonynak (negativ) prediktalt hasitési értéket.

Mért értékek
Pozitiv Negativ
Prediktalt Pozitiv TP FP
értékek Negativ FN TN

Az érzékenység (szenzitivitds), a specificitds és az ezekbdl szarmaztatott MCC ¢s G-atlag

szamitasi modjat az alabbi egyenletek segitségével szamoltuk ki:

TP

Erzékenység = TP+—FN
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TN

Specificitis =
pecificitas FPE TN
TP * TN — FP x FN

MCC =
J(TP + FP)(FP + FN)(TN + FP)(TN + FN)

G — atlag = \/ érzékenyseég * specificitas

A HI-CRISPR értékek predikcios kiiszobeként azt az értéket valasztottuk, ahol az

érzékenység ¢és specificitas értékei kozt a legkisebb kiilonbség talalhato.

Az sgRNA Designer értékek kiszamolasahoz az Azimuth-ot®! a DeepCRISPR értékek
kiszamolasahoz a DeepCRISPR v2.0-t hasznaltuk®*. A CRISRSPRScan®’, CRISPRater?,
SSC 2%s sgRNA scorer®” értékeket az irodalmi adatokra Haeussler és mtsai. altal
Osszegylijtott adatbazisbol'® gyiijtottiik ki. Dr. Gyorgypal Zoltan és Welker Agnes altal
elézetesen kalkulalt és az irodalmi adatok Osszegytijtése alapjan a predikcidkat a szerzo

hatarozta meg.
4.6.  Sejttenyésztés és transzfekcio

4.6.1. Sejttenyésztés

A munka sordn felhasznalt kovetkez0 sejtvonalakat az ATCC-t6l vasaroltuk: N2a (N2a,
CCL-131), HeLa (CCL-2), NIH/3T3 (CRL-1658) and HEK293 (CRL-1573). A CST
sejtvonalat Dr. Szakacs Gergely munkacsoportjatdl kaptuk. A CST kivételével minden
sejtet 10% FBS, 100 U/ml penicillin, valamint 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett
DMEM médiumban tartottam fenn 5%-o0s széndioxid atmoszféraban. A CST sejteket
10% FBS, 100 U/ml penicillin, valamint 100 pg/ml sztreptomicinnel komplettalt DMEM-

F12 médiumban tartottam fenn 5%-o0s széndioxid atmoszféraban.

4.6.2. Onvagé plazmid kisérletek transzfekcioja és puromicin szelekcio

A HeLa és N2a sejteket a transzfekcio el6tti nap 1,5%10° sejt/well, a CST és NIH/3T3
esetében pedig 3*10° sejt/well sejtszammal iiltettem ki 6 well plate-re. Osszesen 2 pg
DNS-sel transzfektaltam a sejteket wellenként, 1 pg Cas9-gRNS vektort és 1 pg 6nvago
vagy HR donor vektort mértem Ossze a transzfekcids reagenssel 400 ul szérummentes

DMEM-ben. A transzfekcids reagens a HelLa, N2a ¢és HEK293 sejtek esetében 6 pl
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Turbofect/well volt, a NIH/3T3 és CST sejtek esetében 9 ul Lipofectamine 2000/well.
Minden transzfekciét harom parhuzamos kisérletben végeztem. A transzfekcid
hatékonyséagat a transzfekciot kovetd masodik napon detektaltam a tranziens expresszid

mérésével.

A degradacios doménnel (DD) ellatott 6nvagd plazmid kisérleteknél 1 pg Cas9-gRNS,
700 ng pScl-DD és 300 ng mCherry plazmidot hasznaltam a fenti transzfekcids
protokollal. Itt az mCherry jelet haszndltam a transzfekcido hatékonysaganak

monitorozasara (a DD miatt a GFP-t itt nem lehetett hasznalni).

A puromicinnel végzett szelekcional eldszor megallapitottam, hogy mely az a legkisebb

crer

crer

meg. A fenti transzfekcios protokollal transzfektaltam a sejteket, a célzott modositashoz
a pten-gRNS Cas9 plazmidot haszndltam, a nem célzotthoz a pten-gRNS dCas9
plazmidot. A puromicin szelekcio a transzfekciot koveté masodik naptol két hétig folyt,

majd a tulélé GFP pozitiv sejteket aramlési citométer segitségével detektaltam.

4.7. GFxFP esszé

N2a sejteket a transzfekcid el6tt 1 nappal 3*10% sejt/well striiségben iltettem ki. A
kovetkezd mennyiségii plazmidokat 50 pl szérummentes DMEM-ben kihigitottam: 10 ng
GFxFP plazmid, 150 ng Cas9 kodold plazmid (SpCas9-HF1 vagy dSpCas9) és 90 ng
gRNS kédolé plazmid (kanonikus vagy stgRNS). Az elegyhez 1 ul Turbofect
transzfekcios reagenst mértem, és 30 percig szobahdmérsékleten inkubdltam, majd a
sejtekhez mértem. Minden transzfekciét 3 parhuzamos kisérletben végeztem el. A
transzfekcid utan 3 nappal a sejteket aramlasi citométerrel vizsgaltam. A GFxFP plazmid
rendelkezik egy alacsony hattér GFP fluoreszcenciaval, ezt mérendd a GFxFP
plazmidokat a nukledz SpCas9-HF1 mellett kontrollként dSpCas9-cel is transzfektaltam.
Az ebbdl mért hattér fluoreszcenciat kivontam az SpCas9-HF1-el kezelt mintdkon mért
értekekbdl. Az adbrdkon negativ érték is szerepelhet, ez olyankor lehetséges, amikor a
hattér fluoreszcencia egy kissé¢ magasabb értéket mutatott, mint az SpCas9-HF1-el mért.
A 24/A abran bemutatott 57 spacer a human vagy egér genomban meglévd szekvencidk,

amelyeket a BiSearch!®! segitségével valasztottunk ki az 1M konyvtarbol. Ezeket a
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szekvencidkat késébb az 1M konyvtarbdl eltavolitottuk, hogy ne befolyasoljak az
algoritmusok tanitasat, valamint adjanak ezért fals predikciot. A GFxFP essz¢ vazlatos

mukodése a 6. abran lathato.

4.8.  Aramldsi citometria

Az aramlasi citometrids méréseket egy Attune NxT citométerrel (Life Technologies)
végeztiik. Az adatok kiértékeléséhez az Attune Cytometric szoftvert hasznaltuk. Minden
kisérletben 5000-10000 ¢l6, 6nalld sejtet mértiink le, amelyeket az elére és oldalra
iranyuld fényszorasi (FSC, SSC) értékek alapjan kapuztam. A GFP-t a 488 nm-es 1ézerrel
gerjesztettem és az 530/30nm-es sziirdvel detektaltam. A mCherry-t az 561 nm-es 1ézerrel

gerjesztettem €s az 615/20 nm-es sziir6vel detektaltam.

4.9.  Konfokdlis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkopos vizsgalatok eldtt a CST sejteket 4%-os paraformaldehiddel
fixaltam, majd a sejtmagokat DAPI-val festettem. A képet egy Zeiss LSM 710 konfokalis
mikroszkoppal készitettiik Plan-Apochromat 40x/1,4 olajimmerzioés objektivvel. A
DAPI-t a 405 nm-es 1ézerrel gerjesztettiik és 410-503 nm-es sziirdvel detektaltuk, a GFP-
t a 488 nm-es 1ézerrel gerjesztettiik és 515-565 nm-es szlirdvel detektaltuk. A konfokalis

mikroszkoppal késziilt képet (19. abra) Bartos Zsuzsa készitette.

4.10. Genomi DNS izolalds

A genomi DNS-t a PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) segitségével
tisztitottam ki a gyartd protokollja alapjan. Az izolalt DNS-rél a genomi PCR-eket Q5

polimerédzzal végeztem.

4.11. TIDE és T7 endonukleaz I esszé

A genomi DNS-rdl késziilt PCR termékeket agardz gélen futtattam, majd NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up kit segitségével tisztitottam a gyarto elirasai szerint. A PCR termékek
Sanger szekvenalasa utan (Microsynth AG.) az indel hatékonysagokat a TIDE webes

eszkOz segitségével analizaltam (https://tide.nki.nl/)?°. A kezelt mintak mellett mindig
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készitettem egy Cas9-cel nem kezelt kontroll PCR terméket is, mert a TIDE miikddése

soran sziikség van egy kontroll kromatogrammra.

A T7 endonukleédz I esszéhez 200 ng PCR terméket 5 egység T7EI enzimmel 2 o6raig 37
°C-on emésztettem a gyartd protokollja alapjan, majd agardéz gélen futtattam meg a
mintdkat. A mintdk hasitdsdnak mértékét az ImageJ szoftverrel hataroztam meg a
kovetkezd képlet alapjan, ahol b és ¢ a hasitott, a pedig a kiindulasi fragmens mennyiségét

jelzi:
InDel % = 100 <1 _ \/(1 — (ai;ic)»

4.12. Statisztika

Egyenl6tlen varianciju csoportok atlagai kozt 1évo eltéréseket egyszemponti Welch
Anova analizissel vizsgaltuk Games-Howell post-hoc teszttel, valamint a
homoszkedasztikus mintak esetében egyszempontit Anova-t hasznaltunk Tukey post-hoc
teszttel. A szorashomogenitas feltételét Levene tesztjével ellendriztiik. A statisztikai

probékat az SPSS v.20 (IBM) programmal végeztiik.
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5. Eredmények

5.1. gRNS-ek hatékonysdaganak meghatdrozdasa onvdgo plazmidokkal

5.1.1. Egy plazmid sejten belilli hasitasa megkonnyiti annak integraciojat a

genomba

A gRNS-ek miikodésének hatékonysagat gy szerettem volna kovetni, hogy egy GFP
fluoreszcens fehérje kodolod szekvenciajat tartalmazo plazmidot SpCas9 segitségével
beépitek a genomba az NHEJ DNS hibajavitas segitségével. Minél aktivabb egy gRNS
anndl tobb integracids esemény kovetkezhet be és annal tobb GFP pozitiv sejtet kapunk
a folyamat végén. A genomban integralt kopia mellett a plazmidon kodolt fehérje a
plazmid lebomlasdig kifejezddik, ezt nevezziik tranziens expresszidonak. A beépiilt
plazmidokrol torténd expresszio kovetéséhez, a tranziens expresszio lecsengését meg kell
varnunk. Abban nem lehettiink biztosak, hogy a plazmid integracidja, olyan hatékony lesz
az SpCas9 altal 1étrehozott DSB helyén, hogy fluoreszcens modszerekkel elkiilonithetd
lesz az expresszios szint a hattértl, amely a genomba véletlenszeriien integral6dod
plazmidoktol szarmazik. Ennek kideritésére az SpCas9-et egy genomi célszekvenciat
kodold gRNS-el, valamint egy cirkularis GFP expresszios plazmiddal ko-transzfektaltam
N2a (egér neuroblasztoma) sejtekbe. A transzfekciot kdvetden (a tranziens expressziod
lecsengése utan) az integralt plazmidokat a GFP pozitiv sejtek detekcidjaval hataroztam
meg aramldsi citometria segitségével. Kontrollként egy nukledz inaktiv dSpCas9-et
hasznaltam, melyet a tranziens expresszio lecsengésének kovetésére hasznaltam. A
tranziens expresszid kb. 12-15 nap alatt csengett le, ezutan detektdltam az integralt
plazmidokat az itt bemutatott kisérletekben. A transzfekcids hatékonysagot pedig a

tranziens expresszid mérésével hatdroztam meg a transzfekciot kdvetd 2. napon.

Ot genomi szekvenciat célzé gRNS-t (melyek az egér genomban a Prap, Sprn és Piwil2
géneket célozzdk), valamint az SpCas9-et kodold plazmidokat a GFP plazmiddal ko-
transzfektaltam N2a sejtekbe. Az SpCas9-cel célzott kondicidkat nem lehetett
elkiiloniteni a dSpCas9-cel kezelt kontrolltol, mely a véletlenszerii integraciét mutatta.

(7/A abra).
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7. abra. SpCas9-cel célzott N2a és NIH/3T3 sejtekben a cirkularis vagy linearis plazmidok

integraciéja nem hatékony

A GFP pozitiv sejtek szdzaléka (a tranziens GFP expresszid lecsengése utan) N2a (A, B) és
NIH/3T3 sejtekben (C), amennyiben egy cirkuléris (A) vagy linearis (B, C) GFP plazmidot
integraltunk célzott genomi lokuszokra, SpCas9 és kiilonb6z6o gRNS-ek segitségével. Negativ
kontrollként egy nukledz inaktiv (dead) SpCas9-et hasznaltam, mely a plazmidok véletlenszeri
genomi integraciojabol szarmazdé GFP pozitiv sejtek szdzalékat adja meg. Az oszlopok n=3
fiiggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek atlagat, a hibazaszlok a szorast jelolik. A
csillagok a véletlenszerl integracios értéktdl valo eltérést jelzik. *: p<0,05

Azt reméltiik, hogyha egy restrikcios enzim segitségével linearizalt plazmidot juttatunk a
sejtbe, akkor az integracio hatékonyabban fog megtdrténni, mint a cirkularis plazmidok
esetén. Mivel a szabad DNS végek a linearizalt plazmid esetében jobban kitettek a sejtben
jelenlévé exonukleazoknak, a restrikcids hasitasi helyet ugy valasztottam ki, hogy a GFP
expresszios kazetta mindkét végén még kb. 1000-1000 bazis maradjon. Az eldzdekhez
hasonléan transzfektdltam a linearizalt plazmidokat N2a, valamint NIH/3T3 egér
hatékonyabban ¢épiilt be mindkét sejt genomjaba, viszont a cirkularis plazmidokhoz
hasonldan, a célzott integraci6 mennyisége csak nehezen vagy egyaltalan nem volt

elkiilonithetd a hattértdl: a véletlenszerii integracié mértéke is megnétt (7/B, C abra).

Korabbi tanulmanyokban hatékonyabb volt egy donor DNS integracioja, amikor a donor
plazmidot a sejten beliil linearizaltak designer nukleazokkal'92-1%, Hogy megvizsgaljuk
ezt a lehetdséget is, két hatékony gRNS-t expresszalo plazmidot véalasztottunk ki (melyek
két gént <RbI2 és Ttn> céloznak az egér genomban), és ezek célszekvencigjat a GFP-

plazmidra klonoztam a GFP-kazetta el¢ 5’ irdnyban, vagy mogé 3’ irdnyban, illetve
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mindkét helyre (8/A abra). Ezeket, illetve a kontroll (célszekvencia nélkiili) GFP-
plazmidot SpCas9-cel és a megfeleld gRNS-t (Rb vagy Ttn) kddold plazmiddal egytitt
ko-transzfektaltam N2a sejtekbe. A plazmidok sejten beliili hasitdsa négy-hatszoros

célzott integraciot eredményezett a random integracid hattérszintjéhez képest (8/B abra).

Azt vartuk, hogy amikor a GFP-kazettat mindkét oldalan hasitjuk, az tobb sejten beliil
linearizalt plazmidhoz vezet ¢és igy nagyobb integraciot eredményez. Az
elképzeléseinkkel szemben nem észleltiink nagyobb fluoreszcenciat a két targetet

tartalmaz6 plazmidokkal, igy a tovabbi kisérletekben a plazmidot csak az egyik oldalan

nyitottuk fel.
— 8. abra. Egy plazmid -célzott
A a integraciéja megnovelheté a
/\ plazmid sejten beliili hasitasaval
/ Ca39 gRNS

\ (A) A sejten belill hasitott és
plazmid . , .
genomban  integralt  plazmid

miikddésének vazlata lathato. Az

w SpCas9-et és egy  genomi

célszekvencidt  kodolo  gRNS,
GFP plazmid\
genomi L

target(ekk)el

(magenta) mind a GFP-kazettat

(z61d) tartalmazd plazmidot, mind

a genomban taldlhatd, ezzel

megegyez0 szekvenciat hasitja. A
Genomi target létrejott DNS  torés helyére a
felnyitott plazmid hatékonyan

beépiil.
NA ; (B) GFP pozitiv sejtek szazalékos
ﬂ‘ MM aranya latszodik, amikor egy sejten
A GFP plazmid integraciéja a genomba beliil felnyitott GFP plazmidot az
B SpCas9 segitségével integralunk a
exs e kxx xek genomban. Ezt az RbI2 vagy a Ttn
20 J_I:' 1 geént célozva is megvizsgaltuk. Az
154 } oszlopok alatt lathatdé szamok

jelolik, hogy az adott kondicioban
az integralt plazmid hany helyen
lett felnyitva. Negativ kontrollként

' - i_ egy nukleaz inaktiv (dead) SpCas9-

et  hasznaltunk melynél a

(O}
]

GFP pozitiv sejtek (%)
=
2

0
spacerf Rb Rb Tin Tin  Rb Tin dead
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plazmidok véletlenszeri genomi
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integracidjabol szarmazo fluoreszcens jel lathato. Tovabbi kontrollként aktiv SpCas9-cel céloztuk
a két gént (sotétsziirke oszlopok, Rb, Ttn), viszont a plazmidokat nem nyitottuk fel a sejtben
(nincs rajtuk célszekvencia), ez mutatta a cirkularis plazmidok beépiilését ugyanazon kondiciok
mellett. Az oszlopok n=3 fliggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek atlagat, a hibazaszlok
a szorast jelolik. ***: p<0,001.

5.1.2. Az onvagé plazmid konstrukcioja univerzalis spacer és célszekvencia

parokkal

Habar a fenti eredmények biztatok és azt mutattdk, hogy a sejten beliil linearizalt
plazmidok homolog karok nélkiil is hatékonyan integralhatok a genomba, a jelenleg
alkalmazott megkdzelités nem teszi lehetdvé, hogy egy gRNS tényleges hatékonysagat
mérje. Ennek oka, hogy ugyanaz a gRNS célozza a genomot ¢s a plazmidot, igy egy
Osszefliggd eseményt mériink és ezért azt is nehéz meghatdrozni, hogy a plazmid sejten
beliili hasitasdval mekkora a véletlenszerli integracio (hattér). A rendszer kovetkezd
korlatja, hogy a célzott integracié hatékonysidga nem csak a genomot célzd6 gRNS-t6l
fiigg, hanem a plazmid vagasanak hatékonysagatol, amely kiilonb6z6 gRNS
hasznalatakor eltérd lehet. Tovabbi negativum, hogy a vizsgéland6 szekvencia targetét

mindig Gjra kell klénozni a plazmidon és ez limitalja a modszer hasznalhatosagat.

Annak érdekében, hogy a kiilonb6zé gRNS-ek genomi miikodése 0sszehasonlithatobb
legyen, egy olyan altaldnos GFP-plazmidot terveztem, amely a genomi célszekvenciaktol
fiiggetlentil felnyithatd, minden genomot célz6 gRNS esetében ugyanaz, igy ezek
Osszehasonlitdsa konnyebbé valik. Tovabba, egy ilyen altalanos szekvencia haszndlataval
nem kellene minden vizsgélt célszekvencianal egy Uj GFP plazmidot létrehozni
molekularis klonozéassal. Mindemellett, hogy még altalanosabban hasznélhat6 legyen, a
plazmidot célz6 gRNS kodold kazettit beépitettem a GFP-t kodold plazmidba. gy

2

létrehoztam egy ,,0nvagonak” elnevezett plazmidot, mely a sajat linearizalasdhoz

sziikséges gRNS expresszids kazettat és a célszekvencidjat is tartalmazza (9/A abra).

Az 0Onvagd plazmidon taldlhatd univerzalis célszekvencia kivalasztasahoz,
véletlenszerlien generdltam 30000 spacer szekvenciat és ezek koziil kivalasztottam
azokat, amelyek a legkevesebb off-targettel rendelkeztek az eCRISP!?® off-target keresd
program szerint, valamint a leghatékonyabban hasitanak az sgRNA Designer program

szerint®!. Ezek koziil kivalasztottam azt a 2 spacert, amelynek a CasFinder!% szerint nincs
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célszekvencidja az egér, a huméan ¢és tovabbi 10 ¢él6lény genomjaban. Ezeket
célszekvencia nélkiili 1 és 2-nek (target less — TL1 és TL2) neveztem el, és ezeket
felhasznalva hoztam létre a két onvagd plazmidot (pScl, pSc2, Addgene #80436,
#80437).

A i 9. abra. Az o0nvagé plazmid
célzott integracidja a genomba
(A) Az abran az 6nvagd plazmid
Ca?g-%Rng genomi integracidjanak vazlata
Zmi
P l4that6. Az SpCas9-et & a gRNS-t

koédold plazmid mely a genomi

szekvenciat (rozsaszin)
tartalmazza, a genom szekvencia-
specifikus hasitasaért felel. Az
onvago, GFP expresszios kazettat

(z6ld) hordoz6é plazmidon egy

univerzalis spacert kodolo gRNS
(TL-gRNS, kék), valamint ennek
célszekvencidja is megtalalhato. A

Onvago
plazmid :
Genomi target

két plazmidot a sejtekbe juttatva,
az SpCas9 hasitja a genomi

targetet, valamint a TL gRNS
W M W segitségével az 6nvagod plazmidot

Genomban integralodott 6nvago plazmid intracelluldrisan lincarizalja, igy

[$)]

B az haté¢konyan be tud épiilni a
20- = genom megcélzott helyére.

S ]f (B) Az dbran GFP pozitiv N2a
qu) 157 sejtek szazalékos aranya lathato,
g i amikor az Onvagd plazmid,
= valamint  kiilonbozé ~ GFP
8 expresszios plazmidok
i
O

integralodnak a sejtek genomjaba.
. ﬂ N - ﬂ Az RbI2 gént az Rb gRNS

spacer| Rb Rb Rb Rb Tin Ttn Ttn Ttn Dead Dead TL1 TL2 S€gitségével (sziirke), valamint a

GFPplazmid ¢ Sct Sc2 cire. ¢ Scl Sc2 Circ. Sci Sc2 Sc1 Sc2  Itn gént a Ttn gRNS segitségével
plazmid vagott| + + + - + + + - - - + +

(sotétsziirke) valamint az SpCas9-
cel hasitottuk €s a vagas helyére mindkét 6nvago (Scl, Sc2), valamint a 8. Abran bemutatott, a

ey

hasonlitottuk 6ssze. Az 6nvagd plazmidok véletlenszer(i integracios hatterének mérésére egy
aktiv SpCas9-et expresszalo vektort a megfelel6 TL gRNS-ekkel (utolsé két oszlop: TL1, TL2)
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egyiitt transzfektaltunk; igy az 6nvagod plazmidok a sejtben fel tudnak nyilni, de a genom nincs
célozva. Tovabbi kontrollként az SpCas9-cel a két gént célozva megvizsgaltuk a cirkularis GFP
plazmid beépiilésének hatékonysagat annak felnyitasa nélkiil (Rb, Ttn, Circ.) Negativ
kontrollként egy inaktiv SpCas9-et (Dead) alkalmaztunk a két dnvagd plazmiddal, amely a
cirkularis plazmid random beépiilésének mértékét mutatja, annak célzott felnyitasa nélkiil (Dead,
Scl, Sc2). Az oszlopok n=3 fliggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek atlagat, a
hibazaszlok a szorast jelolik.

Az 6nvagd plazmidokat az Rb és Ttn gRNS-sel teszteltem, valamint 6sszehasonlitottam
a korabban haszndlt sejtben linearizalt plazmidokkal (9/B dbra). A kisérletben
vizsgaltuk, hogy a sejtekbe csak a plazmid linearizalasért felelds TL gRNS-t juttattuk be,
de a genom nem volt célozva. Az 6nvagd plazmidok mindkét genomi target esetében
hasonld hatékonysaggal integralodtak a genomban, mint a sejtben felnyitott, de nem
onvagd plazmidok. Ebbdl arra kovetkeztettiink, mindkét TL spacert tartalmazd gRNS
hasonld hatékonysaggal hasitja a hozza tartozé 6nvagéd plazmidot, mint az Rb vagy Ttn
spacerek. Ezért ugy gondoltuk, hogy ezek az Onvagd plazmidok hatékonyan
integralhatok, mikozben a kiilonb6z6 gRNS-ek hatékonysdgat mar univerzalisan lehet

velik mérni.

A két univerzalis 6nvagd plazmidot (pScl és pSc2) tovabbi 11 spacer tesztelésére
hasznaltam, melyek 7 kiilonb6z6 gént céloztak meg az egér genomban (Pten, Rbl2, Tp53,
Prnp, Sprn, Piwil2 és Piwil4 — 10. abra). A sejten beliil hasitott 6nvagd plazmid
vettiik célzott integracionak. Az itt hasznalt kontrollnal csak a plazmidot hasitjuk, de a
genomot nem. Ez a 4-5 %-os hattér magasabb volt, mint a cirkularis (1-2 %) vagy
restrikcidés enzimmel linearizélt (2-3,5 %) plazmid véletlenszer(i integracidjakor mért
érték. A kozel 2 %-os novekedés valosziniileg a megndvekedett mértékii véletlenszerii
integraciobol ered, melyet az intracellularis hasitas indukal, de az is elképzelhetd, hogy a

TL gRNS a tervezés ellenére a genomban off-target helyeken is hasit.
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10. abra. Kiilonb6z6 spacerek hatékonysaga mindkét onvagoé plazmiddal vizsgalva, N2a
sejtekben

Kiilonboz6 egér genomban talalhato célszekvenciak hasitasi hatékonysagat vizsgaltuk az 6nvago
1 (Scl - A) illetve az 6nvago 2 (Sc2 - B) plazmid segitségével. Az abran GFP pozitiv N2a sejtek
szazaléka lathatd, mely az SpCas9-cel célzott genomi helyekre integralodott Onvago
plazmidokbol adodik. Mindkét 6nvagd plazmiddal hét génben talalhaté 11 célszekvenciat
vizsgaltunk. A célzott Pten, Tp53, Rbi2, Prnp, Sprn, Piwil2 és Piwil4 génekhez a pten, Rb, p53,
prpl-5, sho, piwil és piwi2 gRNS-ek tartoznak sorrendben. Az 6nvagoéd plazmidok véletlenszeri
integracios hatterének mérésére egy aktiv SpCas9-cel, valamint az 6nvagd plazmidhoz tartozo
TL gRNS-sel az 6nvagd plazmidot intracellularisan linearizaltuk, de a genom nem volt
megcélozva (random integracid). Ennek a hattérnek a mértékét szaggatott vonallal jeloltik. Az
ezektdl szignifikansan eltéro értékeket vettiik célzottan integralt eseményeknek. Tovabbi negativ
kontrollként egy inaktiv SpCas9-et alkalmaztunk a két 6nvagd plazmiddal, amely a cirkularis
plazmid random beépiilésének mértékét mutatja. Az oszlopok n=3 fiiggetlen transzfekcioban mért
GFP pozitiv sejtek atlagat, a hibazaszlok a szorast jelolik. A csillagok a véletlenszerti integracios
értéktol valo eltérést jelzik. **: p<0,01 ***: p<0,001.
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Egy spacer kivételével (piwi2) mindegyik target a véletlenszerl integracio értéke feletti,
kiilonb6z6 mértékli célzott integracidt mutatott mindkét Onvagd plazmiddal. A
leghatékonyabb spacer mindkét onvagd plazmid esetén a pten spacer volt, amely
koriilbeliil 25 %-os célzott integracidt eredményezett. A tobbi spacer mindkét dnvago

plazmiddal 6sszehasonlithatdé médon mitkddott.

A kovetkezd kisérletben az el6zdek sordn hasznalt harom (pten, Rb, Ttn), valamint
tovabbi hét gRNS (viml-4, dcun3,5,6 melyek a Vim és Dcunld? géneket célozzak)
hatékonysagat teszteltem a megndvelt pontossagli eSpCas9, valamint az eddig hasznalt
vad tipust SpCas9-cel (11/A abra). Az irodalmi adatoknak megfeleléen’>’” az eSpCas9
hatékonyséaga atlagosan gyengébb volt, mint a WT-SpCas9. Az Rb gRNS-el azonos volt
a két nukledz aktivitdsa, mig 4 gRNS-sel (viml és dcun3, 5 és 6) nem volt mérhetd
aktivitas. Az intracellularisan hasitott, de a genomban célzottan nem integralt kontrollnal,
az eSpCas9-nél kisebb hatteret lehetett tapasztalni, amely vagy annak kdszonhetd, hogy
ez a nukleaz a plazmidot is kevésbé hatékonyan hasitotta, vagy pedig az off-target
helyekre kevésbé épiilt be a plazmid, a nagyobb hiiségii nukledznak kdszonhetden (11/B

abra).
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11. abra. Az 6nvagé plazmid beépitésének hatékonysiaga WT- és eSpCas9-cel

(A) Kiilonboz6 egér genomban talalhato célszekvenciak hasitasi hatékonysagat vizsgaltuk WT-
SpCas9-cel (sotétsziirke) valamint eSpCas9-cel (vildgossziirke) az dnvago plazmid segitségével.
Az abran GFP pozitiv N2a sejtek szazalékos ardnya lathatd, amikor a két SpCas9 varianssal
célzott genomi targetekre az 6nvagd plazmidot integraltuk. Mindkét SpCas9-cel 6t génben
talalhato tiz célszekvenciat vizsgaltunk. Az 6nvago plazmid véletlenszert integracios hatterének
mérésére mindkét aktiv SpCas9-cel, valamint az 6nvagod plazmidhoz tartozé TL gRNS-sel az
onvagd plazmidot linearizaltuk intracellularisan, de a genom nem volt megcélozva (random
integracid). Ennek értékét az A abran mar kivontuk a mért értékekbdl, igy ezek mar a célzott
amikor a plazmid sejten beliil fel van nyitva (random integracid) illetve amikor a plazmid
cirkularis marad, mert inaktiv SpCas9-cel volt ko-transzfektalva (dead). Az oszlopok n=3
fiiggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek atlagat, a hibazaszlok a szoérast jelolik.

A kovetkezOkben megvizsgaltam, hogy a célzott hasitds helyén a plazmid valdban
beépiilt-e a genomba, a hasitott plazmid végeire és a genomban célzott helyre tervezett
primerek ¢és PCR segitségével (12. dabra). Genomi DNS-t izoldltam olyan
sejtpopulaciobodl, ahol az 6nvagd plazmidot a 7p53 lokuszra épitettem be, PCR-rel
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amplifikaltam, majd Sanger szekvenaltam a plazmid és genom csatlakozasi helyét. A
PCR termék szekvendldsa megmutatta, hogy a beépiilt plazmidok tobbsége pontosan

(hiba nélkiil) épiilt be a genom célzott helyére.

A

integralt Sc1 plazmid szekvenciaja TP53 genomi szekvencia

A6 C TCGAGGC TG ATATTCTCGATC TG

A T6 CACAGGCGT CAATCGT CTGATTCGTCG|T CAg AG G G

TP53 genomi szekvencia integralt Sc1 plazmid szekvencigja

G ATATCAGCTCTCGAGCTCCCTCTGA|CGCGATCGCGT T6CG6CCTGTGCATGTG AGCAAA

‘ ‘
| ‘ | ‘ |
Al
J@ | “ “‘ ‘
bl an | alala ) )\ A A\

12. abra. A Tp53 génbe illesztett 6nvagoé plazmid csatlakozasi pontjanak szekvenalasa

A kromatogrammok a 7p53 gén részleges szekvencidjat mutatjak, azon a csatlakozasi ponton,
ahova az 6nvago plazmid (Scl) integralodott. Az integracio helyét a génre és az 6nvago plazmidra
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tervezett PCR primerekkel amplifikaltuk, majd Sanger szekvenaltuk. Az abran a plazmid feldl
(A), illetve a genomi szekvencia feldl (B) inditott szekvenalasbol szarmazé kromatogrammok

latszodnak. A csatlakozasi pontot egy fekete vonal jeloli.

5.1.3. A modszer dsszehasonlitasa a homolog rekombinacioval, valamint miikodése

tovabbi sejtvonalakban

Négy a prionfehérjét kodold gént (Prnp) célzd spacer (prp2-prp5) relativ hatékonysagat
NHEJ-kozvetitett  beépiiléssel (13. abra). A prionfehérje génjében olyan
célszekvencidkat valasztottam ki, amelyek hasitdsi pontja néhdny bazisparon beliil
helyezkedik el, igy a homolég rekombinaciét nem befolyésolhatja az, hogy a homolog
kar szekvenciaktol a hasitasi pont esetleg messzebb taldlhatd. Mind a négy szekvencia
hatékonyan mitkddott, igy mind az 6nvago, mind a HR-karokkal rendelkezd konstrukcid

beépiilt a megcélzott helyekre.

[JHR donor
[ 6nvago plazmid

[N
® 9
—+—

D
|

Célzott integracio (%)
N (@)}
| |
——
}
=
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-

prp2  prp3  prpd  PrP5S pase mees

13. dbra. Az 6nvagé plazmid genomi integracidjanak hatékonysaga dsszemérheté a HR-

medialt integracio hatékonysagaval

Az abran GFP pozitiv N2a sejtek szazalékos aranya lathatd, amikor egy homolog karokkal
rendelkez0 GFP expresszios kazettat tartalmazé plazmidot homolog rekombinacid segitségével
(fehér oszlopok); valamint az 6nvago plazmid segitségével NHEJ-medialt integracioval juttattunk
a Prup gén kiilonbozé helyeire. A Prup génben négy kiilonbozé gRNS-t hasznaltunk az
plazmidot egy inaktiv SpCas9-cel ko-transzfektaltuk (HR, random integracio). Az erre a
kontrollra kapott értékeket (0,1 %) a célzott integraciok érékébdl kivontuk €s igy abrazoltuk. Az

onvago plazmid véletlenszeri integracios hatterének mérésére az SpCas9-cel, valamint az 6nvagod
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plazmidhoz tartozo TL gRNS-sel az 6nvago plazmidot linearizaltuk intracellularisan, de a genom
nem volt megcélozva (Scl, random integracid). Ennek értékét (5 %) a célzott integraciok érékébol
kivontuk és igy abrazoltuk. Az oszlopok n=3 fiiggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek
atlagat, a hibazaszlok a szorast jelolik.

Jelenleg az egyetlen nem NHEJ integracion alapuld fluoreszcens modszer, amely képes
genomi kornyezetben vizsgalni egy gRNS hatékonysagat az egy fluoreszcens kazetta HR-
rel vald integracidja. A HR-medialt modszert azonban sokkal nehezebb rutinszeriien
haszndlni, hiszen minden 0j genomi l6kuszra 1j homoldg karokat kell a bevinni kivant
fluoreszcens kazetta két oldalara klonozni. Ezt csak olyan ritka esetben lehet altalanosan
hasznalni, ha az Osszes tesztelendd gRNS-hez ugyanazt a HR donort tudjuk hasznalni,
mivel a targetek egymashoz kozel talalhatok. Ezzel ellentétben, a bemutatott 6nvagod
plazmid mddszer esetén nem sziikséges a donor plazmid 4atalakitdsa, minden megcélozni

kivant genomi szekvencia esetében altaldnosan hasznalhato.

A kovetkezd kisérletben egy egér (NIH/3T3) és két humén (HelLa és HEK293)
sejtvonalon teszteltiik a modszer miikodését (14. abra). Hét, kordbban mar N2a sejtekben
bemutatott, gRNS aktivitasat teszteltik NIH/3T3 sejtekben (14/A abra). A gRNS-ek
hasonld aktivitast mutattak, mint kordbban N2a sejtekben, itt is a pten spacer bizonyult a
legaktivabbnak 15 % célzott integraciéval mig a piwi2 spacerrel nem detektaltunk

beépiilést.
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14. abra. Kiilonb6z6 spacerek hatékonysaga onvagé plazmiddal vizsgalva NIH/3T3, HeLa
és HEK293 sejtekben

Az é4brakon GFP pozitiv NIH/3T3 egér fibroblaszt (A), HeLa (B) és HEK293 (C) sejtek
szazalékos aranya lathatd, amikor az SpCas9-cel célzott genomi targetekre az 6nvago plazmidot
integraltuk. A NIH/3T3 esetén négy gén hét kiilonbozo célszekvencidjat, a HeLa esetén egy gén
két kiilonb6z6 célszekvenciajat, valamint a HEK293 esetén a genomban harom gén 6t kiilonbozo
célszekvenciajat vizsgaltuk. Az 6sszes kisérletben az 6nvago plazmidok véletlenszer(i integracios
hatterének mérésére egy aktiv SpCas9-cel, valamint az 6nvagoé plazmidhoz tartozé TL gRNS-sel
az 6nvago plazmidot linearizaltuk intracellularisan, de a genom nem volt megcélozva (random
integracid). Ennek a hattérek a mértékét szaggatott vonallal jeloltiik. Az ezektdl szignifikdnsan
eltéré értékeket vettiik célzottan integralt eseményeknek. Tovabbi negativ kontrollként egy
inaktiv SpCas9-et alkalmaztunk az 6nvagd plazmiddal, amely a cirkularis plazmid random
beépiilésének mértékét mutatja. Az oszlopok n=3 fiiggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv
sejtek atlagat, a hibazaszlok a szorast jelolik. A csillagok a véletlenszerl integracios értéktol valo
eltérést jelzik. ***: p<0,001.

Két human sejtvonalon is megvizsgaltuk az 6nvagoé plazmid miikodését (14/B, C abra).
Az egér genomot célzo gRNS-ek tobbségét itt nem tudtuk hasznélni, viszont a pten gRNS
nem csak az egér, hanem a human genomban is a PTEN génre specifikus. Ezzel és masik

két huméan PRNP gént célz6 gRNS-sel teszteltiik a rendszer miikodését HeLa sejtekben
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(14/B abra). Az intracellularisan linearizalt plazmid hattér 1,4 % maradt, mig a
kiilonbozé gRNS-ek 5-15%-ig terjedd célzott beépiilést okoztak. HEK293 sejtekben a
PTEN valamint négy — mar publikalt'®’
LMNA és PML géneket célozzak. Itt is minden gRNS hatékony beépiilést okozott (14/C

abra).

- gRNS-sel teszteltiik a rendszert, melyek az

Osszességében ezek az eredmények a kiilonbozd sejtvonalakon (N2a, NIH/3T3, HeLa és
HEK?293) azt sugalljadk, hogy a modszer valdszinilileg sejtvonalaktol fiiggetleniil,

altalanosan hasznalhato.

erevr

5.1.4. Eszlelési idé roviditése egy degradaciés domén fizidjaval

Habar a fenti kisérletekbdl kideriil, hogy ez egy joval egyszeriibben hasznalhatd
fluoreszcens rendszer, mint a korabbi megolddsok, a detekcidhoz sziikséges id6
korlatozza a moddszer hasznalatat, hiszen meg kell varni a tranziens expresszio
lecsengését, amely 12-15 nap is lehet. A tranziens jel hosszl lecsengése valoszintileg a
GFP molekulék nagy stabilitdsdbdl ered, akar napokkal azutan is jelen lehetnek, hogy az
Oket expresszald plazmid DNS mar lebomlott a sejtben. E hatas csokkentése érdekében,
idedlis esetben a GFP-t a plazmid DNS lebomldsa utdn lenne jO expresszalni, igy

biztositva, hogy a GFP jel csak az integralt DNS-rdl szarmazhasson.

A GFP fehérje gyorsabb lebomlasanak érdekében egy reverzibilis degradacidos domént
(DD) fuzionaltunk a fehérjéhez, amely az E. coli dihidrofolat-reduktaz fehérje
destabilizalt mutansa. A degradéaciés domén stabilizalodik trimethoprim (TMP)
jelenlétében, és megakadalyozza a fuziés fehérje lebomlasat'®®, Igy, amennyiben a TMP-
t a plazmid DNS lebomlésa utan adjuk a sejtekhez, lehet6vé teszi, hogy csak a genomban
integralt DNS-r6] expresszalt fehérjékbdl szarmazzon a GFP jel. Igy a kisérlet idétartama

jelentdsen lerdvidithetd.

A DD-t a GFP fehérjéhez fuzionéltam és egy 6nvago plazmidba klonoztam (6nvagd-DD
plazmid). Harom korébban hasznalt gRNS-sel (kettd hatékonyan és egy rosszul miik6do)
2-10 napig, naponta mértem a GFP jelet, hogy meghatdrozzam, hogy melyik napon lehet
idedlisan mérni azok aktivitasat a 5nvagd-DD plazmiddal. A kisérletek azt mutattak, hogy
6-8 napra le lehet csokkenteni az eredetileg 12-15 napos mérést (15. abra). A gRNS-ek

aktivitdsa hasonl6 tendencidt mutatott, mint a DD nélkiili 6nvago6 plazmidok esetében.
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Az abran GFP pozitiv N2a sejtek szazalékos aranya lathato a transzfekciot kovetd 6-8. napokon,
amikor az SpCas9-cel célzott harom genomi targetre az 6nvago-DD plazmidot integraltuk. Az
onvago-DD plazmid egy degradaciés doménnel ellatott GFP expresszios kazettat tartalmaz. A
degradacios domén stabilizalasa érdekében a TMP kismolekulat 24 6raval az aramlasi citometrias
mérés elott adtuk a sejtekhez. Kontrollként az onvagd plazmid véletlenszerli integracios
hatterének mérésére egy aktiv SpCas9-cel, valamint az 6nvagoé plazmidhoz tartozé TL gRNS-sel
az 6nvago plazmidot linearizaltuk intracellularisan, de a genom nem volt megcélozva (random
integracid). Tovabbi negativ kontrollként egy inaktiv SpCas9-et alkalmaztunk az Onvagd
plazmiddal, amely a cirkularis plazmid random beépiilésének mértékét mutatja (dead). Az
oszlopok n=3 fiiggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek atlagat, a hibazaszlok a szorast

jeldlik.
5.1.5. A modszer hasonlitasa két PCR alapu modszerhez

A modszeriinket két kordbban mar publikalt PCR alapi moédszerrel szerettiik volna
osszehasonlitani: a T7 endonukledz 1 esszével, és a TIDE-al®®. Tiz gRNS-t
transzfektaltam az 6nvagd-DD plazmiddal. Az dramlési citometriaval lemért sejtekbdl
genomi DNS-t izolaltam és PCR-rel amplifikdltam a célzott genomi lokuszokat. A
keletkezd indelek mértékét T7 endonukledz I esszével, valamint TIDE-al mértem (16.
abra). Mindharom modszer ugyanazt az 6t gRNS-t talalta jobban miikddének a masik
othoz képest, amelyeknél csak alacsony vagy semmilyen aktivitdst nem lehetett
detektalni. Természetesen kisebb kiilonbségek adodtak a gRNS-ek relativ
hatékonysdgaban, hiszen ezek a modszerek nem tokéletesen ugyanazoknak a hibajavito

mechanizmusoknak a végkifejlettjét mérik.
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16. abra. A modszer hasonlitasa TIDE és T7 endonukleaz I esszéhez

crcr

(sotétsziirke), valamint a keletkezett indelek mértékét TIDE (vilagos sziirke) illetve T7EI esszével
(sziirke) vizsgaltuk. A gRNS-ek a Pten, Tp53, RbI2, Prnp, piwil4, ¢s Dcunld? géneket célozzak.
Az abran GFP pozitiv N2a sejtek szazalé¢kos aranya lathato, amikor az SpCas9-cel célzott tiz
genomi targetre az 6nvago-DD plazmidot integraltuk. Az dramlasi citométerrel lemért sejtekbol
genomi DNS-t izolaltunk, majd a megcélzott genomi szekvenciakat PCR-rel amplifikaltuk. A
keletkezett indeleket egyrészrol Sanger szekvenalast kovetden TIDE-al értékeltiik ki, masrészrol
T7El esszével kvantifikaltuk. Kontrollként az Onvagd plazmid véletlenszerli integracios
hatterének mérésére egy aktiv SpCas9-cel, valamint az 6nvagoé plazmidhoz tartozé TL gRNS-sel
az 6nvago plazmidot linearizaltuk intracellularisan, de a genom nem volt megcélozva (random
integracid). Az oszlopok n=3 fliggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek, illetve a mért

indelek atlagat, a hibazaszlok a szorast jelolik.
5.1.6. NHEJ alapu génbevitel 6nvago plazmid segitségével

Korabban az NHEJ hibajavitast felhasznalo génbevitellel (NHEJ klonozés) korlatozott
hatékonysaggal ugyan, de képesek voltak egy 5 kilobazisos célszekvenciat a genomban
integralni'®. Kivancsiak voltunk, hogy egy 10 kb-os plazmid bevitele lehetséges-e az
NHE]J segitségével és ha igen, milyen hatékonysaggal. Egy 5 kb-os kazettat az 6nvago
plazmidba molekularis klonozassal bejuttatva létrehoztam egy kb. 10 kilobézisos (10805
bp) 6nvagd plazmidot. A leghatékonyabb spacerrel (pten) 30 és 18 %-os célzott
integraciot értiink el N2a (17/A abra) illetve HeLa (17/B abra) sejtekben. Ezek az

52



DOI:10.14753/SE.2021.2532

értékek egy nagysagrenddel magasabbak, mint amit korabbi tanulmanyokban leirtak
HEK293 sejtekben!?®. Ezért az eredményeket Osszevettettiik a 14. 4bran bemutatott
eredményekkel, valamint egy 10 kb-os 6nvagd plazmiddal megismételtiik a kisérletet és
ezen a sejtvonalon egy nagysagrenddel jobb eredményt értiink el (17/C abra), mint

masok korabban (7 % vagy annal nagyobb integracio vs. 0,17 % a 109. referenciaban).
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17. abra. Egy 10 Kkilobazis hosszi 6nvago-plazmid hatékonyan integralhaté kiilonbozé

sejtek genomjaba

Az abrakon GFP pozitiv N2a (A), HeLa (B) és HEK293 (C) sejtek szazalékos aranya lathato,
amikor az SpCas9-cel valamint a pten gRNS-sel egy 10 kilobazis hosszu 6nvagd plazmidot
integraltuk. Az Osszes kisérletben az onvagd plazmidok véletlenszerii integracios hatterének
mérésére egy aktiv SpCas9-cel, valamint az 6nvagoé plazmidhoz tartozd TL gRNS-sel az 6nvago
plazmidot linearizaltuk intracellularisan, de a genom nem volt megcélozva (random integracio).
Ennek a hattérnek a mértékét szaggatott vonallal jeloltiik. Az ezektdl szignifikdnsan eltérd
értekeket vettiik célzottan integralt eseményeknek. Tovabbi negativ kontrollként egy inaktiv
SpCas9-et alkalmaztunk az 6nvagd plazmiddal, amely a cirkularis plazmid random beépiilésének
mértékét mutatja. Az oszlopok n=3 fliggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek atlagat, a
hibazaszlok a szorast jeldlik. A csillagok a véletlenszerl integracios értéktdl valo eltérést jelzik.
% p<0,001.
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Kivancsiak voltunk arra is, hogy két expresszios kazettat tartalmazo plazmid esetén a két
kazetta kapcsoltan integralédik-e a genomban. DNS szekvencidk véletlenszer(i

integralodasanal az egyik legfébb probléma szokott lenni, hogy pl. egy antibiotikum

Létrehoztam egy olyan 6nvagé plazmidot, amelyre a GFP kazetta mellé egy puromicin
expresszios kazettat is klonoztam. Ezt transzfektaltam N2a sejtekbe SpCas9-cel, valamint
a Pten gént célz6 gRNS-sel (18. abra). Kontrollként, a plazmidot dSpCas9-cel ko-
transzfektaltam (a véletlenszer(i integraciot mérendd). Az 6nvagd plazmid esetében a
szelektalt sejtek 90%-a mutatott GFP fluoreszcenciat, tehat ilyen hatékony volt a kapcsolt
integracio. Ez a véletlenszerl integracié soran (a varhato) 50% volt. Az utdbbi kisérletben

két-harom nagysagrenddel kevesebb tuléld klon volt, amely a NHEJ klonozés
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18. abra. Két expresszios kazetta kapcsolt integraldsa 6nvagé plazmiddal, N2a sejtekben

Az abrakon GFP pozitiv N2a sejtek szazalékos aranya lathato a transzfekciot koveto 2. és 12.
napon, amikor az SpCas9-cel célzott pten targetre egy puromicin expresszios kazettaval
rendelkezd Onvagd plazmidot integraltuk (fekete oszlopok), puromicin szelekcido mellett.
nukleédz inaktiv SpCas9-cel (dCas9) ko-transzfektaltuk (sziirke oszlopok), ilyenkor a plazmidot
célzottan nem nyitjuk fel, a DNS toérés pontja véletlenszeri. Nem transzfektalt sejteket (fehér
oszlop) hasznaltunk a puromicin szelekcido kovetésére, melyek a 12. napra mar teljesen
eliminalodtak. Az oszlopok n=3 fiiggetlen transzfekcioban mért GFP pozitiv sejtek atlagat, a
hibazaszlok a szorast jelolik.
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Kés6bbi munkainkban a modszert tobbféleképpen is felhasznaltuk. Egy szakmai biralat
alatt 4116 publikacionkban'!® egy nem fluoreszcens kazetta bevitele volt a célunk minél
hatékonyabban HEK293 sejtekbe. A nem fluoreszcens kazettat az 6nvagd plazmidba (a
GFP szekvencia helyére) klonoztuk, és ezt Cas9 segitségével bevittiilk HEK293 sejtekbe.
A sikeres génbevitelt megndvelendd, a puromicin expresszios kazettaval is rendelkezd
onvagd plazmidot hasznaltuk antibiotikum szelekcié mellett, igy dusitani tudtuk a
génszerkesztett sejteket. A génbevitel rendkiviil hatékony volt, a klonok tobbsége

hordozta a bevinni kivant szekvenciat, és rendkiviil gyors sejtvonalalapitést tett lehetévé.

Egy nemrég megjelent publikdcionkban’ modositott SpCas9 variansokkal torténd
génbevitelt teszteltiink, egy olyan 6nvagd plazmid segitségével, amelynél a GFP
szekvencia el6tt nem talalhatdé promoter, valamint a plazmidon taladlhaté SpCas9
célszekvencia kozvetleniil a GFP el6tt talalhato. Az igy modositott onvagd plazmidot egy
endogén fehérje START kodonja mogé épitettiik be (74. referencia 7/a, b 4bra). A
beépiilésnek rendkiviil pontosnak kell lennie, hiszen mas leolvasési keretben az endogén
promoter nem hajtja meg a fehérjét. Igy teszteltiik a génbevitel hatékonysagat kiilsnb6zd

SpCas9 variansok esetében.

Egy masik rendkiviil hasznos felhasznaldsa az NHEJ klonozasnak, ha az adott sejtben
alacsonyan miikodik, vagy teljesen ki van iitve homoldg rekombindcidhoz sziikséges
gének egyike, igy csak az NHEJ klonozas lehetséges. A Hamori és mtsai. altal alapitott
és jellemzett CST sejtvonal'!! egy olyan egér eml6tumor, amelyben a Brcal gén nem
funkcionalis, igy a homoldg rekombinacid is deficiens a sejtben. Ebbe a sejtvonalba
rendkiviil nehéz (vagy lehetetlen) a klasszikus, homoldég rekombinacidval torténd,
bazispar pontossagi génbevitel. Célunk a vimentin fehérje GFP-vel vald jeldlése volt.
Ehhez egy masik 6nvagd plazmidot hoztunk létre, melyben a vimentin gén utolséd
exonjaval fuziondlt GFP szekvencidja, valamint az ez eldtt 1évd intron taldlhatd. A
plazmidot és a genomot is az intronban 1évd célszekvenciaval vagtuk meg, ahova a
plazmid be is épiilt. A modszer elénye, hogy az NHEJ hibajavitast kovetd esetleges
inszerciok €s deléciok az intronban jol toleraltak és az exon megfeleld splicingja igy is
megtorténik. A modszerrel sikeresen hoztunk 1étre endogén vimentin-GFP fizids fehérjét

kodold CST sejtvonalat (19. abra).
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19. abra GFP-vel jelolt vimentin fehérjét kifejezo egér emlotumor sejtvonal

NHEJ-medialt integracio6 segitségével jeloltiik a vimentin fehérjét CST egér emlétumor
sejtekben. A vimentin jellegzetes haldzatos struktiraja megfigyelhetd. A vimentin-GFP

zo6lddel, a sejtmagok kék szinnel latszodnak, a Iépték 20 pm-t jelol.
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5.2.  SpCas9 variansok hatékonysaganak predikcidja egy 1 millio szekvencidt

tartalmazo gRNS konyvtar segitségével

Az SpCas9 nukledzzal vald hatékony genomszerkesztési modszer kifejlesztésével
egyidds az a megfigyelés is, hogy a nukledz a kiilonb6zd célszekvencidkat kiilonbozo
hatékonyséaggal képes hasitani. Majdnem minden génszerkesztési feladat soran rendkiviil
hasznos lenne, ha tudnank, hogy a potencidlis célszekvencidk koziil (pl. egy gén
kititésénél), melyek a legigéretesebbek. Ez kiilondsen fontos olyan a genom egészére
kiterjed6 kiiitési vizsgalatoknal, mint példaul a Genome-Scale CRISPR Knock-Out
(GeCKO)** konyvtar. Ilyen konyvtarak hasznalatakor rendkiviil fontos, hogy elére
tudjuk, hogy az 6sszes gRNS hatékony, hiszen nem elkiilonithetdk a rosszul miikddo
gRNS-ek a negativ eredményektdl és ez rontja a kisérlet hatékonysagat. A WT-SpCas9
esetében mar szdmos olyan predikcids eljarast fejlesztettek ki, amelyek - kiilonb6z6
hatékonysaggal, de - képesek eldre jelezni, hogy mely gRNS-ekkel fog jobban vagy

rosszabbul hasitani a nukleaz®-2112,

Az utdbbi években nagyszaml Cas9 varianst fejlesztettek ki, mint példaul a megndvelt

6L72.75.77 yagy alternativ PAM-ot felismer$®!-93-63-67 SpCas9 nukleazok, viszont

pontossagu
ezek szekvencia-specificitasa latszolag eltérd és csak nagyon korlatoltan ismert. Ezek
rutinszerli hasznalatdhoz ugyanugy sziikkség lenne egy hatékonysag-eldrejelzd
algoritmusra, mint a WT-SpCas9 esetében. Egy ilyen, pontosan miikodd eszkoz
kifejlesztése viszont altaldban egy nagy kihivast jelentd, draga és nem utolsd sorban
hosszadalmas folyamat, mert megismételhetd modon kell nagyon sok szekvencia esetén

megmeérni, hogy milyen hatékonysaggal miikddnek, majd ezek alapjan kifejleszteni a

kivant predikciot.

5.2.1. Egymillié kiilonb6zo szekvenciat tartalmazo gRNS konyvtar és a szelekcios

rendszer Kkifejlesztése

Az éaltalunk kifejlesztett modszerben megoldast talaltunk a fenti problémara. Itt azt a
jelenséget hasznaljuk ki, hogy az SpCas9 érzéketlen a gRNS-ben a spacer szekvencia
mellett talalhato RNS masodlagos szerkezeti hurok konkrét szekvenciajara (20/A abra),
annak csak egy intakt, megfelel6 masodlagos struktirat kell felvennie. Korabbi

kutatasokban mar bizonyitottak, hogy ezek a bazisok viszonylag szabadon lecserélhetdk,
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és az SpCas9 hatékonysaga nem valtozik szamottevOen, ha a struktura intakt marad®”-!1%-

116 A hurokban a spacert kozvetleniil koveté kanonikus harom bazist (20/A abra) egy
NGG motivumra cseréltiik le (20/B abra), amely megegyezik az SpCas9 PAM
szekvenciajaval, ezaltal 6ncélzo gRNS-eket (self-targeting gRNS, stgRNS) hoztunk 1étre,

melyek sajat kodolo szekvencidjukat célozzak!'!+116 (20/C abra).

Ha egy plazmidrdl egy ilyen modositott gRNS-t expresszalunk egy bakterialis vagy emlds
rendszerben, az stgRNS az SpCas9 fehérjével komplexet képezve a sajat expresszids
plazmidjat célozza meg és vagja el (20/C abra). Ez a megkozelités hatékonyan oldja meg
azt a problémat, hogy a megfeleld gRNS és célszekvencia egy sejtben legyen
megtalalhat6. Valamint a modszer lehetdvé teszi teljesen véletlenszerti gRNS konyvtarak
hasznalatat, hiszen a véletlenszeriien eldallitott spacer szekvencidja minden esetben
megegyezik a target szekvencidjaval. A célunk egy egymilli6 spacert tartalmazo stgRNS
konyvtar 1étrehozasa volt, valamint egy eddig kevéssé jellemzett, megndvelt pontossagu
SpCas9, az SpCas9-HF1 szekvencia-specificitdsdnak jellemzése, €s egy jol hasznalhatod

predikcios eljaras kifejlesztése.

Harom, randomizalt spacerrel rendelkezd 6ncélz6 gRNS konyvtarat hoztam létre, melyek
kb. 500, 700 illetve 100 ezer szekvenciat tartalmaztak. Kombinalva az elso kettot, késdbb
a predikcios eljards tanitd6 adathalmazaként alkalmaztam (~1 millié6 szekvenciat
tartalmaz6, 1M konyvtar) a harmadik pedig a predikciot teszteld adathalmazként
funkcionalt (100K konyvtar). A konyvtarak Gjgeneracios szekvenalasa az elméleti 25%
helyett kissé csokkent timin (T) tartalmat mutatott ki, (14sd 117. referencia, 1. kiegészit6
abra), amely hasznos lehet, amennyiben ezeket a szekvencidkat emlds rendszerben
vizsgaljuk. Ugyanis, eml6s expresszios rendszerben a gRNS-eket az RNS polimeraz I11-
mal expresszaljuk, melynél transzkripcids termindcids szignalként mikodhetnek a
hosszabb T-gazdag szekvencidk. Az NGS kiértékelésével az 1M konyvtar 1 223 805 a
100K konyvtar 136,557 szekvenciat tartalmazott (lasd 117. referencia, 1. kiegészit6
tablazat).
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20. abra. Az 6ncélzé gRNS konyvtar teszt (SLS) miikodése

A kanonikus (A) és az 6ncélzo (B) gRNS-ek szekvencidja és modositasai. A kanonikus gRNS
22-23. pozicidiban taldlhatdo TT dinukleotidokat (z6ld) GG dinukleotidokra (kék) cseréltiik, igy
egy PAM szekvenciat kialakitva létrehoztuk az dncélz6 gRNS-eket (stgRNS). A masodlagos
szerkezet megtartasa érdekében az ezekkel parban all6 nukleotidokat AA-r6l CC-re modositottuk.
(C) Az stgRNS-ek, szemben a kanonikus gRNS-ekkel, a sajat kodolo DNS-szekvencidjukat
célozzdk meg. Az spacer szekvencia narancssargaval, a PAM sargaval, a gRNS tovabbi részei
kékkel, a plazmid gerinc pedig sziirkével jelolt. (D) Folyamatabra az SLS modszer miikodésérol,
amelyet az SpCas9-HF1 spacer preferencidinak azonositasara fejlesztetettiink ki. Az egymillio
spacer szekvenciadt tartalmazd stgRNS konyvtarbol, a hatékonyan miik6do célszekvenciakat
hordoz6 plazmidok antibiotikum-szekcid hatasara elbomlanak. Mind a kiindulasi, mind a
nukledzzal hasitott konyvtarakat megszekvenaljuk 10j generacios szekvenalassal, majd
Osszehasonlitjuk és igy a hatékony (hasitott) és a kevésbé hatékony szekvencidkat azonositani
tudjuk.

Létrehoztam egy bakteridlis negativ szelekcids rendszert, amelyben SpCas9-HFI,
valamint kontrollként WT-SpCas9 enzimet expresszald kompetens E. coli sejtekbe
stgRNS-eket transzformaltam (20/D abra). Amennyiben az - antibiotikum rezisztenciat
is hordoz6 - plazmidok hasitasa hatékonyabb, mint azok hibajavitasa és replikécioja, az
adott baktérium antibiotikum szelekcid mellett nem képes osztodni. igy, ha a létrehozott
konyvtarat transzformaljuk ezekbe a sejtekbe, a hatékony stgRNS-ek az SpCas9
segitségével elvagjak oOnmaguk kodoldo plazmidjat, igy ezek a szekvencidk
alulreprezentalva lesznek, ha megszekvenaljuk 0j generacids szekvenalassal a kisérlet
utan a baktériumokbol izoldlt plazmidokat. A nem hatékony szekvencidk ebbdl
kovetkezden feldisulnak a populacioban. A hasitds eldtti konyvtar szekvendlasat
Osszehasonlitva a hasitas utanival, megallapithatok azok a célszekvencidk, amelyekkel
hatékonyan volt képes hasitani az SpCas9 és eltlintek a kdnyvtarbol (vagy szdmuk
jelentdsen lecsokkent). Ezt a modszert 6ncélzd gRNS konyvtar tesztnek (Self-targeting

Library Sreen — SLS) neveztiik el.

5.2.2. Az SpCas9-HF1 aktivitasanak meghatarozasa egymillio célszekvencian

Harom parhuzamos kisérletben az 1M konyvtarat, és - egy fiiggetlen kisérletben - a 100K
konyvtarat is transzformaltam SpCas9-HF1-et, valamint WT-SpCas9-et expresszalo
kompetens sejtekbe is. Egyes klonok esetleges tulszaporodasanak elkertilése érdekében

folyékony tapfolyadék helyett 3 dimenzids félszilard agar6z médiumban ndvesztettem a
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transzformalt sejteket. A plazmidokat izolaltuk a tulélé klonokbol és NGS segitségével

megszekvenaltuk.

Az NGS eredményeket kiértékelve megallapitottuk, hogy a parhuzamos kisérletek
kivaloan reprodukalhatok voltak (a kisérletek kozti Pearson korrelacids egyiitthatd r =
0,92-0,97 (lasd 117. referencia, 2. kiegészitd tablazat). Az NGS leolvasasok
normalizalasa utan egy hasitéasi értéket allapitottunk meg minden szekvenciara (a harom
parhuzamos kisérletet atlagolva): 0 az egyaltalan nem vagott, 1 pedig a teljesen vagott
szekvencidkat jelolte. Az 1M és 100K konyvtarakat vagod €s nem vagod szekvencidkra
osztottuk fel, melyeknél a 0,3 érték alattiakat tekintettiik rosszul miikodonek. Mind az
SpCas9-HF1, mind a WT-SpCas9 a szekvencidk tobbségét hasitotta, igy egy
kiegyensulyozatlan adathalmazokat kaptunk: eldbbi esetén 6,6%, utobbi esetén 1,8% nem

vago szekvenciaval.

Az SpCas9-HF1 szekvencia-preferencidinak vizsgéalata soran azt tapasztaltuk, hogy a
hasitasi hatékonysagot dramaian rontja, amennyiben a 10-14 pozicioban a GTNAC
motivummal atfedd az adott szekvencia (21/A, B dbra). Ennek a motivumnak a jelenléte
érdekes modon, a WT-SpCas9 aktivitasat nem befolyasolta. Ezt a jelenséget egyik
korabbi tanulmany sem mutatta be a vad tipusit SpCas9 esetében. Korabbi tanulmanyok
egy PAM proximalisan elhelyezkedé GCC tripletrdl (18-20. pozicid) bizonyitottak, hogy
erésen rontja a gRNS-ek vagasi hatékonysagat a WT-SpCas9 esetében!!®. Mi azt talaltuk,
hogy nem csak a WT-SpCas9 hanem az SpCas9-HF1 hatékonysagat is negativan
befolyasolja (21/A, B abra). Erdekes modon ez a GCC triplet nem csak a 18-20 hanem
5’ iranyban elhelyezkedve a 17-19, valamint a 16-18-as pozicidkban is blokkold hatasu
mindkét fehérjére nézve. Ezt a tulajdonsagot korabbi tanulmanyok nem irtak le a WT-
SpCas9 esetében. A PAM mellett 5° irdnyban elhelyezkedd TT dinukleotidrél korabban
leirtdAk a WT-SpCas9 esetében, hogy szintén rontja annak miikodését!!®, itt ezt a
tulajdonsagot nem detektaltuk. Ez azzal magyardzhatd, hogy a tanulmany emlds
sejtekben késziilt, ahol (a gRNS-ben a spacer 3’ végét kovetd T-gazdag szekvencia miatt)
a PAM kozeli T bazisok ronthatjak a transzkripciot!'!®. Ezt a bakterialis RNS polimerazok
vagy jobban tlirik, vagy az stgRNS eltérd szekvenciadja (PAM kozeli GG) mentheti ezt a
tulajdonsagot. Egy korabbi publikacioval ellentétben mi nem lattuk az eredményeinkben
azt, hogy a 18. pozicioban preferalt lenne a citozin a WT-SpCas9 esetén®. A legjobbnak

bizonyulo 15 darab 4 és 5 bazisos motivum (21/C,D abra) vizsgalatakor csak az SpCas9-

61



DOI:10.14753/SE.2021.2532

HF1-re jellemzé motivumokat talaltunk, amelyek neutralisan hatottak a WT-SpCas9-re.
Ezek a motivumok az SpCas9-HF1-re sem hatottak annyira hangstlyosan, mint a

legrosszabb motivumok.

A Legrosszabb 4 bazisos motivumok B Legrosszabb 5 bazisos motivumok

. Pozicip a i Pozicid a
Motivum spacerben 40 Motivum  spacerben 40
ACCG 2 AAAGT 7
GCCG 2 SF320 GTGAC 10 <FHq20
GAAA 5 Z ATGAC 10 Z
TTGT 8 2Ho GTAAC 10 <F40
GTCA 10 3 GTCAC 10 3
GTGA 10 o120 TTGAC 10 °
TCAC 1 ) TGACT 1 )
TGAC 1 Skd-60 TGACG 1 g
TTAC 1 \ Z TAACC 1 Z
GACC 1% | -80 GACCG 12
ACCG i
ACGG 13 Atlag
] GCCTT 16
Atlag 47 -2 GGCCT 16
AGCC 17 TAGCC 16
GCCT 17 GTCTT 16
Atlag -44 -47 Atlag
N
gf‘ c,."’éb
fb’"g R 2
:'QQO @ QQG
C Legjobb 4 bazisos motivumok D Legjobb 5 bazisos motivumok
., Pozicio a Pozicido a
Motivum spacerben 40 Motivum  spacerben 40
ATGT 2 CGAGA 10 .
CTAC 2 SFq20 CGAGT 10 S Fq20
CTAT 2 2 CATCT 10 8
CTGC 2 [ 10 CCAGA 10 [0
CTGT 2 2 CACCT 10 o F4-20
TTAT 2 E CCAGT 10 T
TATA 3 5 CAAGT 10 5 [ 140
CATT 10 2 CAAGA 10 Skd.60
AAGA 1 Z GAGAA 11 F
CAGA 1" CAGAA 1" -80
GAGA 11 AGAAT 12
AGAA 12 AGAGA 12
AGAG 12 AAACA 14
AGTA 12 ATACA 14
AGAC 14 AGACA 14
Atlag 3 Atlag 4
N
fb‘f'b R @& R
q,Qo @ Q,Qo Qé

21. abra. Szekvencia motivumok, amelyek a legkedvezobb vagy a legkevésbé kedvezé
hatassal vannak az SpCas9-HF1 hasitasi hatékonysagara a bakteriilis 1M célkonyvtarban

A hotérképek az SpCas9-HF1 (az 0sszes abran a bal oldali panel) és a WT-SpCas9 (jobb oldali
panelek) atlagos aktivitasatol valo szazalékos eltérését mutatjak a jelzett motivumokat tartalmazo
0Osszes szekvenciaban, a bakterialis 1M konyvtar adatai alapjan. Az abrakon 15-15 olyan négy (A,
C) és 6t (B, D) nukleotid hosszi motivum lathato, amelyek az SpCas9-HF 1 hasitasat a legkevésbé
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kedvezden (A, B) vagy a legkedvezdébben (C, D) befolyasoljak, melyeket az SLS szelekcioban
azonositottunk. Ugyanezen motivumok hatasat a WT-SpCas9 esetében is abrazoltuk. A
legrosszabb motivumok ko6zott egy PAM-proximalis GCC motivumot azonositottunk a 16-20.
poziciok kozott, ami hasonloan befolyasolja a WT-SpCas9 és az SpCas9-HF1 miikodését,
valamint a 10-14. poziciok kozott talalhatdo GTNAC motivum csak az SpCas9-HF1 aktivitasat
befolyasolta negativan. A legjobb motivumok csak az SpCas9-HF1 aktivitasat befolyasolta,

viszont nem olyan mértékben, mint a legrosszabbak.

Megvizsgaltuk azt is, hogy milyen korrelacid fedezhetd fel a spacerek kiilonbozo
szegmenseinek GC-tartalma ¢és azonos GC-tartalmu szegmenseket tartalmazo spacerek
atlagos hasitasi hatékonysaga kozott (22. abra). A 6. és 13. pozicidk kdzotti szegmensben
a magasabb GC-tartalommal rendelkezd szekvencidk atlagos hasitdsa nagyobbnak
bizonyult az SpCas9-HF1 esetében, megjegyzendd, hogy a tulajdonsdgot korabbi
tanulmanyok nem azonositottdk. Ezt a WT-SpCas9 esetében eddigi tanulmanyok nem
talaltak igazoltnak, valamint az itt bemutatott munka sem: a magas GC-tartalommal
rendelkezd szegmensek poziciotol és hossztol fiiggetleniil a WT-SpCas9-re negativ

hatastiak (22. abra).

GC tartalma 3 nukleotid hosszi motivumok
és a hasitasi hatékonysag korrelaciodja

Q
o
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22. abra. A spacer 6-13. pozicidéiban 1évé magasabb GC-tartalom korrelil az SpCas9-HF1
magasabb hasitasi hatékonysagaval

(A) Az adott pozicioban 1lévé G vagy C bazissal rendelkezd spacerek atlagos vagasi
hatékonysaganak eltérése az 1M konyvtar Osszes szekvencidjanak atlagos vagasi
hatékonysagatol, amikor azokat az SpCas9-HF1 (narancssagra) vagy WT-SpCas9 (kék) hasitotta.
A WT-SpCas9 esetében a GC gazdag szekvenciak minden esetben kisebb hasitas hatékonysagot
eredményeznek minden pozicidban. Ezzel szemben a G vagy C nukleotidok kedvezden hatnak az
SpCas9-HF1 vagasi hatékonysagara a 6-11-es poziciokban. (B-D) Az dbrakon a spacerek lokalis
GC-tartalmanak az atlagos vagasi hatékonysagra gyakorolt hatasat abrazolja. Pearson
korrelacioval vizsgaltuk hasitasi hatékonysag €s a pozicio fiiggd helyi GC-tartalom 0sszefiiggését
a spacer 3 (B), 5 (C) illetve 7 (D) nukleotid hosszi szegmenseiben az olyan szekvenciakban
melyek azonos GC-tartalommal rendelkeznek az adott szegmensben, mind az SpCas9-HF1
(fekete oszlopok), mind a WT-SpCas9 (savozott fehér oszlopok) hasitasa utan.

5.2.3. Az SpCas9-HF1 aktivitasanak elorejelzése bakterialis sejtekben

Els6é 1épésben hét kiilonbozd predikciot fejlesztettiink mindkét fehérjére, melyek
mindegyike 1-7 nukleotid hosszusdgi poziciofiiggd motivumokon alapul, ezeket
Nukleotid Osszetétel 1-7-nek (Nucleotide Composition - NucComl - NucCom?7)
neveztik el. A tanitd, 1M konyvtar adatai alapjan, eldszor minden poziciofiiggd
motivumra kiszamitottunk egy értéket az 1M konyvtar azon szekvencidinak vagasi
hatékonysagabol, amelyek az adott motivumot tartalmaztdk a megfeleld pozicioban.
Tehat, szekvencidlisan minden Iehetséges 1-7 hosszisagh DNS motivumot
adott motivum, mely szekvencidkban talalhaté meg az 1M kdnyvtarban és ezek vagasi
hatékonysagat atlagoltuk. Ezeket az értékeket minden motivumhoz egy NucCom
,»szotarban” 6sszegyujtottiik. Ezek utan ezt a ,,szotart” hasznalva az egyes spacerek vagasi
hatékonysagat az adott spacerben taldlhatdé motivumok alapjan prediktaltuk
(részletesebben lasd a 4.5.2 fejezetben, itt a szamitds modszerét egy példan is
bemutatom). Az 1M konyvtar kisérletes ¢és prediktalt értékeit Osszehasonlitva
meghataroztunk a hét NucCom paraméter mindegyikére vonatkozo kiiszobértéket. Ennek
a kiiszobnek az értékét olyan értékben hataroztuk meg, ahol a predikcio specificitasa és
szelektivitasa egyenld. Ez a kiiszob hatékonyan és gyengén hasitd osztalyokra osztja a

prediktalt targeteket.
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Az IM konyvtaron tanitott predikciok hatékonysagat a kordbban fliggetleniil 1étrehozott
100K konyvtar adatain kivantam tesztelni. A bindris osztdlyozadshoz a Matthews
korrelacios egyiitthatot (MCC)?® és a G-atlagot (azaz az érzékenység és specificitas
geometriai atlagat)®® alkalmaztam. A legmagasabb értékeket a négy nukleotid hosszisagl
motivumokon alapulé predikciéval (NucCom4) tudtuk elérni 100K kdnyvtaron mind az
MCC (23/A abra) mind a G-atlag esetében (23/B abra), amely egy igen jelentds 0,86-0s
G-atlag értéket adott. A WT-SpCas9 esetében is hasonl6 tendenciat figyeltiink meg 0,85-
0s G-atlag értékkel (lasd 117. referencia, 5. kiegészitd abra).

a =3 1M tanité konyvtar B 100K teszt konyvtar b =3 1M tanito konyvtar =1 100K teszt konyvtar

MCC

c d

1.0 =1 Kiegyensiilyozott 1.0
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23. abra. Az SpCas9-HF1 aktivitaisanak predikcioja a Hi-CRISPR algoritmusok
segitségével bakterialis tesztadatokon

(A, B) Az SpCas9-HF1 aktivitasanak elorejelzése rovid szekvencia-motivumokon alapuld
algoritmusok segitségével az 1M tanitd (sziirke oszlopok) és a 100K teszt (sakktabla mintés
oszlopok) konyvtarakon. A NucCom 1-7 poziciofiiggd rovid (egy-hét bazis hosszil) szekvencia
motivumokon alapu elérejelzok, melyeket az 1M tanitd kdnyvtar SpCas9-HF 1 hasitasi adatainak
alapjan fejlesztettiink ki. Az osztalyozas mindségét (A) a Matthews korrelacios egyiitthatoval
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(MCC) és (B) a G-atlag segitségével értékeltiik. (C, D) Az itt kifejlesztett Hi-CRISPR A
(NucCom4), valamint két neuralis halézaton alapuld SpCas9-HF1 predikcios algoritmus a Hi-
CRISPR B ¢s C teljesitményeit harom kiegyensulyozott (50 % hatékonyan és 50 % gyengén
hasitott szekvencia— csikozott oszlopok) és harom kiegyenstlyozatlan (93,4 % hatékonyan és 6,6
% gyengén hasitott szekvencia— sziirke oszlopok) teszt adathalmazon hasonlitottuk Gssze. A
kiegyensulyozott és nem kiegyenstlyozott adathalmaz szekvenciait véletlenszertien valogattuk le
a 100K teszt adatkészletbol. Az MCC értékek igen (C), de a G-atlag érétékek nem (D) érzékenyek
arra, hogy kiegyensulyozott vagy kiegyensulyozatlan adatkészleteket hasznalunk-e. Az oszlopok
a harom adatkészletre vonatkozo atlagos predikcio értékét a hibazaszlok a szorast jelolik.

Mivel a G-atlag értékek csokkennek az 100K konyvtaron hosszabb motivumokon alapuld
predikcidk esetében (>4), mikdzben azok emelkednek a tanitdé adathalmazon, arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez a tultanitds jelensége miatt lehetséges (23/B abra).
Ezért, a késobbi adatok predikciojahoz a NucCom4-et hasznaltuk melyet Hi-CRISPR A-
nak neveztiink el (a High Fidelity CRISPR prediction angol elnevezést roviditve). A Hi-
CRISPR A mellett két korabbi publikdcidban hasznalt neuralis halon alapuld algoritmust
(DeepCRISPR®**, DeepSpCas9'??) is felhasznaltuk az adatok predikcidjara, melyeket
szintén az 1M konyvtaron tanitottunk. Ezeket Hi-CRISPR B és Hi-CRISPR C-nek

neveztik el.

Azt vizsgalando, hogy a kiilonb6zd Osszetételli adathalmazok mennyire befolyasoljak a
predikcid mindségét, a 100K adathalmazbol véletlenszeriien kivalasztottunk néhany ezer
szekvenciat, ugy, hogy egy kiegyensulyozott (a fele hatékony, a masik fele pedig rosszul
hasitott szekvencia) és egy nem kiegyensulyozott (1,8% illetve, 6,6 %-a rosszul hasitott
a WT-SpCas9, illetve az SpCas9-HF1 esetében) adathalmazt kapjunk. Ezeken az
adatokon a Hi-CRISPR predikciok maximum 0,94-es G-atlagot értek el az SpCas9-HF1-
el fliggetleniil az adathalmaz Gsszetételétdl (23/C, D abra). A WT-SpCas9 esetében ezek
az értékek kissé alacsonyabbak, feltehetéen a nagyon kiegyensulyozatlan WT-SpCas9
tanit6 adathalmaznak kdszonhetden (lasd 117. referencia, 5. kiegészitd dbra). Tovabba a
sajat algoritmusainkat dsszehasonlitottuk korabban publikalt WT-SpCas9 predikciokkal
ezeken az adathalmazokon. Ahogy az korabbi tanulmanyokbdl sejtheté volt, az MCC
értekek a prediktalt adathalmaz dsszetételétdl igencsak fiiggenek, mig a G-atlag kevésbé
volt érzékeny (lasd 117. referencia, 5. kiegészité &abra). Azért, hogy az adatok
Osszetételétdl a kiértékelés ne fliggjon ennyire, a késobbi kisérletekben a G-atlagot

hasznaltuk.
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5.2.4. Az SpCas9-HF1 aktivitasanak elorejelzése emlos sejtekben

Kivancsiak voltunk, hogy a bakterialis sejtekben kapott eredmények mennyire relevansak
emlds sejtekben. 57 olyan szekvenciat valasztottam ki, amelyeket korabban a bakterialis
rendszerben mar vizsgéaltam, és N2a emlds sejtekben tanulméanyoztam, hogy az SpCas9-
HF1 milyen mértékben hasitja ezeket. Ehhez egy korabban publikéalt plazmid alapt

fluoreszcens moddszert a GFxFP esszét hasznaltam?>-8¢

, melyben a GFP fluoreszcens
fehérje kodold szekvenciaja két félre van bontva homoldg szekvencidkkal. A két fél
kozotti SpCas9 hasitds a homolog részek javitasat indukalja a sejtben, ami a GFP
szekvenciajanak helyreallasat okozhatja (6. abra). Az emlds sejtekben a szekvencidk
tobbsége hasonloan viselkedett, mint a bakterialis rendszerben. Ez arra engedett
kovetkeztetni, hogy az SpCas9-HF1 aktivitasat a sejtes kornyezet szadmottevéen nem

befolyasolja (24/A abra).
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24. abra. Az SLS szelekcié eredményeinek validaliasa emlos sejtekbdl szirmazoé adatokon

(A) 20 hatékonyan és 37 gyengén hasitott szekvenciat valasztottunk ki a bakterialis szelekcios
konyvtarbol, és ezeket N2a emlds sejtekben, egy GFP helyreallitasi esszé (GFxFP esszé)
segitségével vizsgaltuk. A bakterialis rendszerben hatékonyabban hasitott szekvenciak (kék
pontok) szintén hatékonyabbak voltak emlds sejtekben, mint a gyengén hasitottak (piros pontok).
A hasitott és nem hasitott szekvencidk kozotti kiilonbség statisztikailag szignifikansnak bizonyult
(p<0,0001; fiiggetlen mintas t-proba Kolmogorov-Smirnov normalitds teszttel). Az abran
szerepld pontok hadrom parhuzamos transzfekcio atlagat jelolik, amelyek mindegyike esetében a
negativ kontrollok hattér GFP jelét kivontuk az SpCas9-HF1 kezelt mintdkbol. (B, C) A
bakterialis konyvtarak segitségével azonositott kedvezd és kedvezodtlen motivumok validalasa
egy 50000 szekvenciat tartalmazo emlds adatkészlet segitségével. A hétérképek az SpCas9-HF 1,
az eSpCas9 és a WT-SpCas9 atlagos aktivitasatol vald szazalékos eltérését mutatjak a jelzett
motivumokat tartalmazo 0Osszes szekvencidban, az 50000 szekvenciat tartalmazd emlds
konyvtarban. Az abrakon az SpCas9-HF1 aktivitasat legjobban elront6é 15-15 olyan négy (B) és
0t (C) nukleotid hossziu motivum lathat6, melyeket a bakterialis SLS szelekcidban azonositottunk.
Az adatok alapjan ezek a motivumok emlds sejtekben is kedvezdtlenek az SpCas9-HF1
aktivitasara. A motivumok némelyike csak a két megndvelt pontossagu SpCas9 varianst érinti
(fels6 panel), mig a WT-SpCas9-et nem, hasonldan a bakterialis konyvtarban kapott adatokhoz.
A hoétérképeken az adott motivum szekvenciaja, valamint a spacerben elfoglalt helyzete (a
motivum els6 bazisanak szama) is fel van tiintetve. (D) A Hi-CRISPR A (magenta), B (kék) és C
(sarga) elorejelzések Osszehasonlitasa a DeepHF (fekete) algoritmussal (G-atlag értékek
abrazolasaval) ot fliggetlen adathalmazon, valamint a DeepHF tanitasahoz hasznalt konyvtaron
(Wang et al.).

Tovabba, arra is kivancsiak voltunk, hogy van-e kiilonbség a kanonikus, valamint az
oncélzo gRNS-ek aktivitdsdban. SpCas9-HF1 fehérjével GFxFP rendszerben tiz
(kordbban a bakteridlis rendszerben) aktiv €s tiz kevésbé aktiv spacer segitségével
hasonlitottam Ossze a két gRNS tipust (25. abra). Az SpCas9-HF1 aktivitdsa erds
korrelaciot mutatott a két gRNS tipussal (r=0,98), ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a
fehérje aktivitasat emlds sejtekben elsdsorban annak jellemz6i hatdrozzak meg, nem

pedig az 6ncélzo és a kanonikus gRNS kozotti kiilonbségek.
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25. abra. Az SpCas9-HF1 aktivitasa 20 kiilonb6z6 célszekvencian kanonikus vagy 6ncélzé
gRNS-ekkel

Az SpCas9-HF1 hasitasi aktivitdsat kanonikus (sziirke oszlopok) és oncélzd6 gRNS-ek
hasznalataval (fehér) hasonlitottuk 0ssze GFxFP esszé segitségével, N2a eml6s sejtekben. Husz
kiilonboz6 spacert valasztottunk ki az 100K bakterialis konyvtarbol, amelyek koziil tiz kevésbé
hatékony (spacer 1-10) és tiz pedig hatékony (spacer 11-20) volt a bakterialis SLS szelekcio
alapjan. A két gRNS tipus aktivitasa erdsen korrelalt (Pearson r=0,98) a 20 célszekvencian. Az

oszlopok harom parhuzamos transzfekcio atlagat, a hibazaszlok a szorast jeldlik.

Kisérleteink kiértékelése kozben megjelent egy publikdcid, amely az SpCas9-HF1
aktivitasanak predikcidjara fejlesztett ki egy algoritmust (DeepHF)!!2, amely 50000
genomi célszekvencia hasitdsdn alapul. Ez az adathalmaz segithette a megkdzelitésiink
tovabbi értékelését, hiszen eddig nem allt rendelkezésre emlds sejtekben késziilt nagyobb
adathalmaz, amely SpCas9-HF1 hasitasi informéciot tartalmazott volna. Ebben a
publikacidban az 50000 gRNS hasitasat nem csak a WT-SpCas9-en ¢és az SpCas9-HF1-

en vizsgaltak, hanem a megndvelt pontossagi eSpCas9-en is.

Elészor azt vizsgaltuk meg, hogy az SpCas9-HF1 aktivitasat legjobban befolydsold
szekvencia motivumok, amelyeket mar kordbban azonositottunk bakterialis sejtekben
(21. 4abra), ugyanigy megtaldlhatoak-e ebben az emlds sejtekben készitett
adathalmazban. Itt is 15-15 olyan négy (24/B abra) és 6t (24/C abra) bazis hossza
motivumot valasztottunk ki, amelyek a leginkabb elrontottdk az SpCas9-HF 1 aktivitasat
bakterialis sejtekben. Amennyiben ezek a motivumok emlds sejtekben is elrontjdk az

SpCas9-HF1 aktivitdsat ezen motivumokkal rendelkezd spacerek hasitasi hatékonysaga
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el kell, hogy térjen az atlagtdl. Ezekrdl azt taldltuk, hogy valdban eltérnek. Mint a

bakterialis adatok kiértékelésénél itt is két csoportra osztottuk ezeket a motivumokat.

Az els6 csoportban olyan PAM kozeli motivumok talalhatoak, amelyek mind az SpCas9-
HF1, mind a WT-SpCas9 aktivitdsat negativan befolyésoltak kordbban. A bakterialis
adatokkal 6sszhangban ezen GCC tripletet tartalmaz6 motivumok koziil volt, amely 78
%-kal csokkentette az SpCas9-HF1 ¢és 80 %-kal a WT-SpCas9 atlagos hasitasi
hatékonysagat a spacer 18-20-as pozicidiban. A bakterialis adatoknak megfelelden ez a
motivum a 16-18, valamint a 17-19 poziciokban is rontotta mindkét fehérje aktivitasat,
melyeket korabbi tanulményok nem azonositottak, beleértve a vizsgalt adathalmazt k6z16
publikéciot is.

A masik csoportban olyan motivumokat talaltunk, amelyek (szintén a bakteridlis
konyvéarakon kapott adatokkal Osszhangban) az SpCas9-HF1 aktivitdsat negativan
befolyasoltak, de a WT-SpCas9-re nincsenek hatassal. Ezek tobbsége a GTNAC
motivummal fedett 4t a spacer 10-14-es pozicidiban. Azt is szerettiik volna kideriteni,
hogy ezek a motivumok csak az SpCas9-HF 1-re jellemzdek-e vagy pedig altaldnosabban
mas megndvelt pontossagli SpCas9-re is hatéssal lehetnek. igy a DeepHF adathalmaz
eSpCas9 hasitési adatait is elemeztiik. Az elsd csoportba tartozé motivumok az eSpCas9
hatékonysagat is (a WT- és SpCas9-HF1-hez hasonl6an) meglehetdsen csokkentették.
Erdekes médon a masodik csoportba tartozé motivumok - amelyek a WT-SpCas9
hatékonysagat nem befolyasoltdk - az eSpCas9 hasitasi hatékonysagat is csokkentették,
koriilbeliil SpCas9-HF1-el latottak felére.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy az egymilliéo SpCas9-HF1 bakterialis hasitasi adat alapjan a
legjobbnak bizonyult szekvencia motivumok is észrevehetdk-e a DeepHF emlds
adatkészletben. A legjobb 15 négy bazisos motivumok latszélag nem eldonthetden, az 6t
bazis hosszi motivumok pedig latszolag egyértelmiibben a megnovelt hiiségii
variansokra voltak pozitiv hatdssal, mig a WT-SpCas9-re nem voltak hatdssal. A
probléma pontosabb koriiljarasa érdekében egyfajta kontrollként 10 kiilonbozo,
egyenként 15 véletlenszerli motivumot és az ezekhez tartozo atlagos hasitasi értéket
tartalmazd adathalmazt hasonlitottuk 6ssze mind a legjobb és a legrosszabb 4 és 5 bazis
hosszi motivumkészletet az 0sszes fehérje esetében (lasd 117. referencia, 8. kiegészit6

abra). A WT-SpCas9 esetében sem a legrosszabb sem a legjobb motivumok nem voltak

70



DOI:10.14753/SE.2021.2532

statisztikailag megkiilonboztethetok a véletlenszerlien generdlt motivumoktol. Az
eSpCas9 és SpCas9-HF1 esetében mind a négy mind az 6t bazis hosszusagi motivum-
szett szignifikansan kiilonbozott a véletlenszerii adathalmazoktol. A legjobb motivumok
esetében a négy bazis hosszu motivumok egyik fehérjénél sem, az 6t bazis hosszuak
viszont az eSpCas9 és SpCas9-HF1 esetében a legtobb véletlenszeri adathalmaztol

szignifikansan kiilonbozott.

Az altalunk Kkifejlesztett 1 millio bakteridlis szekvencian tanitott Hi-CRISPR
predikcioinkat szerettiik volta dsszehasonlitani a DeepHF eml6s adathalmazon késziilt
predikcioval. Ot kisebb adatkészletet gyiijtottiink dssze a szakirodalombol, valamint a
DeepHF algoritmus kidolgozasahoz hasznalt 50000 spacert tartalmaz6 adathalmazt
hasznaltuk a predikciok teljesitményének Osszehasonlitdsara. A négy eldrejelzési
algoritmus hasonlo6an jo teljesitményt mutatott ezeken az adathalmazokon, a Hi-CRISPR-
ek valamivel magasabb atlagos G-atlag értékeket értek el az 6t kisebb adatkészleten (0,85
osszevetve 0,83-mal, 24/D abra). Ahogy az sejthetd volt, a DeepHF jobban teljesitett a

nagy adatkészleten, amelyen azt tanitottak.

5.2.5. Az SpCas9 alternativ PAM felismerése ¢és az NmCas9 oncélzo gRNS-ekkel

A koncepcidt igazolandd, megvizsgaltuk, hogy az SpCas9 nem-kanonikus PAM
felismerése (NGG helyett NAG) Osszeegyeztetheté-e a mi modszeriinkkel'?1122, Az
stgRNS PAM részét NAG-ra cseréltiik, és hatékonyan miikodott a megvaltoztatott RN'S
E. coli sejtekben is egy kordbban emlds sejtekben NAG PAM-mal miikodo spacerrel (26.
abra). Létrehoztam egy NAG PAM-mal rendelkezd oncélzd gRNS konyvtarat és ezt a
WT-SpCas9-cel hasitottam. A kisérlet azt mutatta, hogy a fehérje a szekvencidknak csak
a 37 %-at hasitotta el. Ezt Gsszevetve a kordbbi WT-SpCas9 NGG PAM-mal vald
hasitasaval (ahol a szekvencidk kb. 98%-at hasitotta el), lathatd, hogy a NAG PAM-mal
a fehérje sokkal szelektivebb. Ezekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy ezt a tulajdonsagot,
valamint més médositott PAM specificitast Cas9 variansok szekvencia-szelektivitasat is

lehetséges meghatarozni az SLS modszerrel.
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26. abra. Az SpCas9 nem-kanonikus PAM felismerése stgRNS-ekkel

Az Ooncélzdo gRNS-t igy modositottuk, hogy a PAM szekvencia részén az SpCas9 kanonikus
»NGG” PAM felismerd helyét a nem kanonikus ,,NAG” PAM-ra cseréltiik. A NAG stgRNS
aktivitasat egy olyan spacerrel vizsgaltuk, mely korabban N2a sejtekben vad tipusua gRNS
struktaraval és NAG PAM-mal magas aktivitast mutatott. Az ,,0ngyilkos” plazmid Cas9-cel nem
rendelkez0, és Cas9-et expresszald E. coli sejtekbe transzformalasa utan a talélo sejtek szama
tobb mint harom nagysagrenddel csokkent (zold oszlop, a jobb oldali panelen nem lathatd
méretli), a NAG stgRNS aktivan miikddott. Kontrollként egy olyan plazmidot hasznaltunk,
amelyen egy kanonikus gRNS ugyanezzel a spacer szekvenciaval rendelkezett, valamint a
plazmidon a célszekvencia is jelen volt (magenta, a jobb oldali panelen nem lathat6 méretii).
Negativ kontrollként egy hasonld gerinccel rendelkezd, de gRNS-t nem kodold plazmidot
hasznaltunk (sziirke), amely a két sejt kompetencidjanak Osszehasonlitasdhoz is fel tudtunk
hasznalni. Végiil, egy 100000 szekvenciabol allo NAG stgRNS konyvtarat hoztunk létre és ezeket
is a két sejtbe transzformaltuk (fehér). A kontrollhoz képest az SpCas9 a szekvencidk 37%-at
elvagta. Az oszlopok 6t parhuzamos transzformacié kolonia-szamainak atlagat a hibazaszlok a

szorast jelolik. A kolonidk valds szamat az oszlopok alatt jeldltiik.

Az SpCas9 tobb ortologjat is rutinszerlien hasznaljak emlds sejtekben, de ezek koziil
azonban csak a Staphylococcus aureus Cas9-re fejlesztettek ki predikcios eljarast!??.
Kivancsiak voltunk arra, hogy mas ortologok szdmara is eléallithatok-e oncélzdo gRNS-
ek. Szintén koncepcidtervként, a Neisseria meningitidis Cas9-cel (NmCas9) asszocialt

RNS-eket (itt gRNS helyett, crRNS-t és tracrRNS-t haszndlunk, 14sd 3/A dbra) a mar
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korabban bemutatott technikdval modositottuk. A crRNS spacer melletti és a tracrRNS
megfeleld nukleotidjait gy valtoztattuk meg, hogy tartalmazza az NmCas9 PAM
szekvencia motivumat (NNNNGATT).

Azt talaltuk, hogy az igy modositott 6ncélzo cr-, és tractrRNS-el a nukledz a kanonikus
RNS-ekhez hasonlé aktivitast mutatott E. coli baktériumokban (27. abra). Ha a vad
tipusu crRNS-t egy oncélzo tracrRNS-sel parositottuk, nem mutatott aktivitast, még
akkor sem, ha a megfeleld PAM-mal rendelkezé célszekvencidt is elhelyeztik a
plazmidon. Ezekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az 6ncélzé6 gRNS-ekkel szamos Cas9
ortolog kompatibilis lehet, és hogy ezek szekvencia-specificitdsadt lehetséges

meghatdrozni a modszeriinkkel.
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27. abra. Az SpCas9 egyik ortologja, az NmCas9 esetében is 1étrehozhatok miikodé 6ncélzo
RNS-ek

Az NmCas9 crRNS-ét tigy modositottuk, hogy egy PAM-szekvenciat kodoljon (ugyanugy, mint
korabban az SpCas9 esetében) és a tracrRNS komplementer pozicioit is ezeknek megfeleloen
mutaltuk, hogy az RNS masodlagos szerkezete ne valtozzon, igy kialakitva az 6ncélzé cr- és
tractRNS-eket. A konstrukciot egy negativ szelekcids rendszerben vizsgaltuk, hasonldan az
SpCas9-HF 1-hez, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben a rendszerben az NmCas9 expresszioja
indukalhaté arabindz hozzaadasaval. Az abran a koloniak szama lathato indukcid nélkiil (fekete
oszlopok) valamint indukcioval (sziirke oszlopok) a kiilonb6z6 crRNS/tracrRNA/target
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kombinaciok esetében. Az NmCas9 indukalasa a koloniaszam jelentds csokkenését eredményezi,
ha a vad tipusi cr- és tracrRNS-eket a megfeleld célszekvenciaval rendelkez6 plazmiddal
hasznaljuk (mésodik oszloppar), valamint akkor is, amikor 6ncélzé crRNS (stg) hasznalunk a
hozz4 tartozé modositott tractrRNS-sel (negyedik oszloppar). Ez azt jelzi, hogy az NmCas9 aktiv
a modositott RNS-ekkel. Erdekes modon, amikor egy vad tipusti tracrRNS-t kombinéltunk az
oncélzdo crRNS-el (harmadik oszloppar), az NmCas9 nem hasit, tehat (az SpCas9-HF1
kisérletekkel Osszhangban) ez az RNS-ek masodlagos szerkezetét megzavarja, ami a fehérjét
milkodésképtelenné teszi. Negativ kontrollként egy vad tipusu cr- és tractrRNS-ekkel rendelkezd
plazmidot hasznaltunk, célszekvencia nélkiil (els6 oszloppar).
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6. Megbeszélés

A Cas9 nukledzok hasznalata forradalmasitotta a genomszerkesztést és ma mar a
kiilonb6z6 alkalmazasok teljes arzendlja segiti az orvosi és alapkutatasi munkéakat. Mint
minden ) modszernek, ennek is szdmos korlatja 1étezik, amelyek kikiiszobolésével még

hatékonyabb és pontosabb lehet ez a technologia.

Az egyik ilyen korlatja a rendszernek, hogy a Cas9 nukledzok szelektivek a célozni kivant
szekvenciara, ¢és a kiilonbozd Osszetételii célszekvencidkat eltérd hatékonysaggal
hasitjadk. Mind a klinikai felhasznéaldsban, mind a felfedezd kutatasokban is rendkiviil
fontos, hogy a célzott DNS szekvencia hasitasa hatékony legyen. A DNS Cas9
nukledzokkal valé kettds szali torése jeloli ki és indukdlja azokat a hibajavitd
mechanizmusokat, amelyeket gének kiiitésénél, vagy egy esetleges kivant szekvencia
genomba valod bevitelénél kihasznilunk. Minél hatékonyabb a DNS hasitasa annal
hatékonyabban tudjuk ezeket a feladatokat elvégezni. Ezért rendkiviil fontos elére tudni,
hogy az esetleges gRNS jeloltekbdl a leghatékonyabbat vélasszuk ki egy késébbi
genommodositasi feladatra. Ezt az igényt kielégitendd, szamos moddszer sziiletett a

hasitasi hatékonysag kisérletes meghatarozéasara.

A PCR alapt mddszerek (pl. NGS, TIDE vagy T7EI) hatranya, hogy nem hasznéalhatok,
ha maga a PCR nem megvaldsithatd példaul, mert ismétlédé szekvencidk vannak a
célszekvencia koriil vagy a célszekvencia egy GC gazdag régioban helyezkedik el.
Tovabbi probléma lehet, hogy ha a DNS hasitas kovetkeztében egy nagyobb szakasz esik
ki, mint amire az azt detektdldé PCR primerek tervezve vannak, akkor ezeket az
eseményeket nem detektaljuk. Egy tovabbi korlatjuk, hogy a sikeres és specifikus genomi

PCR is nagyon sok esetben optimalizalast kivan.

Jo alternativak a fluoreszcens kiértékelésen alapuld modszerek, melyek nem igénylik a
PCR hasznalatat, valamint gyorsan kiértékelhetok. Mi egy olyan 4dramlési citometrian
alapulo fluoreszcens modszert fejlesztettiink ki, amely képes konnyen és megbizhatdan a
gRNS-ek hatékonysagat genomi kontextusban vizsgalni. Szamos maés fluoreszcens
riporter rendszer minden vizsgalt gRNS-re 1Uj kloénozési 1épést vagy Iépéseket
igényel®>124-126 Ezzel szemben a mi rendszeriinket elézetesen mar elkészitett barmilyen
gRNS-sel tovabbi klonozasi 1épések nélkiil egyszerlien lehet hasznalni. Tovabbi eldny,

hogy az aktivitds hatékonysdgat nem egy plazmidon, hanem a gRNS genomi
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kontextusaban képes vizsgdlni, az oda beépitett GFP expresszids kazettdval. Minél
hatékonyabb egy gRNS anndl hatékonyabb lehet a genomi beépiilés. A még hatékonyabb
beépitést egy 6nvagd plazmiddal értiik el, amely a sejten beliil linearizalédva éri el a
hatékony integraciot. A modszer publikéldsanak idejében tovabbi lekiizdendd problémat
jelentett, hogy az elérhetd SpCas9 predikcidés mddszerek rendkiviil pontatlanok voltak és
praktikusan nem lehetett 6ket hasznalni®®*%2, Azéta ezek az algoritmusok fejlédésen

mentek keresztiil®**>!12, de az a probléma tovabbra is fennall, hogy a kifejlesztett Cas9

k95,112 k59,127

varianso ¢s egyéb Cas fehérjé csak toredékére érhetd el, megbizhatd
predikcios eljaras.

A moddszeriinket limitalta, hogy hidba hasznalhat6 joval egyszeriibben, mint a korabbi
modszerek, a GFP kazetta beépiilési hatékonysdga csak a tranziens expresszid
lecsengésével volt kiértékelhetd, amely 12-15 napig is tarthat. Egy indukalhaté
annyi, mint a szekvenalas alapi modszerek idétartama, viszont valamivel hosszabb, mint
a T7EI vagy Surveyor nukledzt hasznalé modszereké. Az eredményeinkbdl az is
nyilvanvalova valt, hogy a véletlenszeri integracido a sejtek tipusatdl és allapotatol
fiiggden kissé eltérhet. Ezért a célzott integracid pontos meghatarozasahoz sziikséges egy
negativ kontroll hasznalata minden kisérletben, mint a sejten beliil hasitott, nem célzottan
tesz kiilonbséget, a célzott (on-target) és off-target beépiilések kozott. Ez azonban

alacsonyan tarthatd a spacer szekvencidk gondos kivélasztasaval, off-target keresd

programok 9128 valamint a megnovelt pontossagt SpCas9 nukleazok hasznalataval’>7"”.

A Cas9 altal okozott kettds szala DNS torések és egy exogén szekvencia NHEJ-medialt
beépitése kozotti korrelacio jellegét €s mértékét nehéz felmérni, mivel nem nagyon
1étezik modszer a sejtekben kialakuld kettds szaltorések kozvetlen mérésére. A legtobb
modszer, mint példaul az NGS™, a TIDE®® vagy a GUIDE-seq!® a DNS torések nem
tokéletes javitdsa utan fellépd véletlenszerlien beépiilt vagy torlodott (indel)
szekvenciakat képes mérni. A sejtben torténd szaltorések, valamint a javitott szekvenciak
kozotti osszefiiggést sem lehet egyértelmiien kideriteni. A DNS torés utan fellépd javitas
sok tényezdtdl fiigg, mint a hasitas koriil 1évé szekvencidktol, valamint az itt megtalalhatd
mikrohomologiak jelenlététdl és poziciojatol, amelyekrdl tigy gondoljak, hogy nagyban

befolyasoljak a hibamentes és a hibaval terhelt NHEJ és mikrohomologia-medialt javitas

76



DOI:10.14753/SE.2021.2532

(MMEYJ) aranyat'3%-132. A HR és az NHE] altal kozvetitett javitas aranyat befolyasold
feltételeket és tényezOket szintén nehéz kideriteni. Emellett mindkét f6 javitorendszer
képes a toréspontokra exogén DNS-t beépiteni, de a tényezdk, amelyek ezt
befolyasolhatjak, szintén kevéssé ismertek, mint példaul az NHEJ-medialt integracid és
az NHEJ-javitds ardnya. Ezenkiviil az alkalmazott mddszerek nem feltétleniil mérik
pontosan a javitasi rendszer altal generalt mutaciok gyakorisdgat. Példaul nem teljesen
ismert, hogy az indelek kovetkeztében fellépd mutaciok eloszlasa és jellege hogyan
befolyasolja a Surveyor/T7EI nukleaz-vizsgalatok eredményét!3*!34, Tovabba a PCR-
alapti médszerek altaldban figyelmen kiviil hagyjdk a nagyobb inszerciokat illetve
deléciokat, amelyek eléforduldsanak ardnya szintén befolyasolhatjdk a kisebb indelek
szamét. Igy nem nyilvanvalo, hogy az gRNS-ek relativ hatékonysaga azonos lenne, ha
két kiilonbozd moddszerrel mérnénk Oket. Mindazonaltal minden itt megemlitett
megkozelités alkalmas lehet arra, hogy megkiilonboztessiik veliik a nagyon gyenge és a

hatékony spacer szekvenciakat.

A modszeriinket eldszor a HR kozvetitett célzott integracioval hasonlitottuk Ossze,
ugyanazokat a gRNS-eket hasznalva. Ugyeltiink arra is, hogy a gRNS-ek homolog
karokhoz viszonyitott pozicidja ne befolyasolja a homolog rekombinéaci6 hatékonysagat.
Habar lehet, hogy mas nehezebben kiderithetd tényezdvel is lehetne szamolni, ez lehetdvé
tette a két javitorendszer altal kozvetitett gRNS-ek hatékonysaganak kozvetlenebb
Osszehasonlitasat. A modszert tovabba - azonos gRNS-ek hasznélataval - a TIDE, és az
T7 endonukledz I esszével is Osszehasonlitottuk, melyek a Cas9 altal kivaltott indel
gyakorisagokat mérik. Ezek a kisérletek megerdsitették, hogy megkozelitésiink képes
megkiilonboztetni a gyenge és hatékony spacer szekvencidkat, és hasznos, konnyen
hasznalhat6 alternativdja lehet ezeknek a modszereknek a hatékony gRNS-ek

kimutatésara.

A moddszeriink elengedhetetlen része, hogy egy GFP-plazmidot a sejten beliili
linearizaljunk. Erdekes médon, ha a plazmid nem a sejten beliil, hanem restrikcids
enzimekkel linearizaltan kertil a sejtbe, az integracio hatékonysaga meglehetésen romlik.
A sejten beliil hasitott plazmidok integralasanak pontos mechanizmusa nem jol ismert.
Feltételezziik, hogy a kiilonbség abbol adodhat, hogy a kor alaka plazmidok a sejten
beliili DNéazokkal szemben ellenallobbak lehetnek, mint a linearis fragmensek. Az is

elképzelhetd, hogy a linearis DNS végek olyan mddositasokat szenvednek a sejten beliil,
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faktoroknak kevesebb ideig vannak kitéve.

Az NHEJ-kozvetitett célzott génbevitel rendkiviil hasznos eszkdz lehet, ha nincs sziikség
a DNS-végek tokéletesen pontos 0sszekapcsoldsara, valamint, ha el lehet keriilni vele azt
a faradsagos munkéat, hogy minden egyes genomi szekvencidra j homolog karokat
kelljen tervezni és klonozni. Tovabbi hasznos felhasznédldsa a modszeriinknek, hogy
konnyli egyszerii funkciovesztéses allélokat létrehozni, a DNS kazetta célzott
beépitésével. A célzott beépités utdn a génkiiitott fluoreszcens kloénok szelekcioja
rendkiviil egyszerii FACS hasznélataval. Tovabba, modszeriinket sikeresen alkalmaztuk
arra, hogy egy tobb mint 10 kilobazis nagysagu kazettat szelekcio nélkiil tobb mint 30 %-
os hatékonysaggal a genomba hatékonyan beépitsiink. Azt is demonstraltuk, hogy egy
szelekcios marker segitségével, két expresszidos kazettdt 90 %-os hatékonysaggal
kapcsoltan lehet beépiteni a genomba. Nem fluoreszcens kazettdk beépitésekor is nagyon
jo hatékonysaggal tudtuk haszndlni a szelekcids markerrel ellatott 6nvagd plazmid
rendszert, mivel itt is egy expresszios kazetta bevitele volt a cél, tokéletesen pontos
integracio6 nélkdl.

Az NHEJ klénozast szekvencidk pontos beépitésére, példaul endogén gének jelolésére is
lehetséges haszndlni, habar csokkent hatékonysaggal. Mivel a donor DNS két
orientacidban ¢€és harom leolvasasi keretben is integralédhat, a célzott beépiilési
események koziil csak néhany szarmazik a donor DNS j6 leolvasasi keretbe épitésébdl.
Ennek hatékonysaga attol is fligghet, hogy az adott DNS szekvencia beépitése kozben a
pontos vagy a hibaval terhelt NHEJ vagy MME]J preferalt vagy, hogy az inszerci6 helyén
1évé szekvencidk bizonyos indeleket elényben részesitenek-e a tobbivel szemben. A
hatranyok ellenére, igaz csokkent hatékonysaggal, de képesek voltunk a modszerrel az
SPRN gén START kodonja mdgé promoterrel nem rendelkez6 GFP szekvencidkat
hibamentesen bevinni’*. Megjegyzendd, hogy ilyen génbevitel alkalmazasakor,
amennyiben nem akarjuk, hogy az 6nvago plazmidon taldlhaté gRNS expresszios kazetta
is beépiiljon ugy az 8. abran taldlhatdo modszert kell kovetni, és egy kiilon plazmidon
elhelyezett univerzalis gRNS-sel kell felnyitni a plazmidot, mint ahogy az az idézett

publikacidban is tortént.
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A gRNS-ek hatékonysaganak felderitésére egy tokéletes eldrejelzd algoritmus lenne a
legjobb megoldas, amely barmilyen spacer szekvencidrdl el tudja donteni, hogy az adott
kisérletben mennyire fog hatékonyan miikodni. Ezt az elméleti célt nem sikeriilt még
elérnie a kutatoknak, de a WT-SpCas9 esetében mar léteznek viszonylag hatékony
tobbnyire gépi tanulast alkalmazd predikcios eljarasok®*>!12, A kiilonb6zd
alkalmazasokra fejlesztett Cas9 variansok szdma tobb nagysagrenddel meghaladja, az
ezeket prediktald algoritmusok szamat. A predikcios eljardsok alacsony szama nem
meglepd, hiszen ilyen algoritmusok kifejlesztése, nagy koltséget és id6t jelentd feladat.
Mindazonaltal, a kiilonb6z6é megvaltoztatott PAM felismerésii, vagy megndvelt
pontossagi SpCas9 nukledzok rutinszerii hasznalatdhoz sziikség lenne olyan megbizhato
predikcidkra, amely a WT-SpCas9-re mar elérhetéek. Célunk volt, az SpCas9-HF1
variansra is megbizhato predikcids eljarast fejleszteni, hiszen a pontosabb nukleazok
hasznalata minden alkalmazés esetében preferalt, és ez az egyik legtobbet hasznalt ilyen

varians.

Egy olyan modszert fejlesztettiink ki, amellyel a korabbi moddszerekkel ellentétben,
teljesen véletlenszerti, és nagysagrendekkel nagyobb mennyiségli szekvencian alapuld
predikcios eljarast lehet létrehozni Cas9 varidnsokra. Az ilyen -eldrejelzések
kifejlesztésénél, sziik keresztmetszet a nagy mennyiségli és megbizhaté Cas9 hasitési
informaciok létrehozéasa, amelyet a célkdnyvtar létrehozdsi modszerével, valamint a
szelekcios SLS rendszerrel meg lehetett valositani. Az SpCas9-HF1-el tortént korabbi
vizsgalatok, Osszesen néhany szdz hasitasi adatot szolgéltattak’7°, melyeket joval
megndvelt Wang és mtsai. altal nem rég publikalt 50000 gRNS!'2. A mi médszeriinkkel
generalt tobb mint 1 milli6 hasitasi informacio joval tobb mint az 6sszes eddigi publikalt
egyiittvéve, igy azt reméltiik ezek alapjan megbizhat6d eldrejelzést tudunk kifejleszteni

erre az SpCas9 variansra is.

A modszeriink 6ncélzd6 gRNS-eket (stgRNS) haszndl, melyek a sajat expresszios
plazmidjaikat hasitva ,,6ngyilkos” modon mitkddnek. Egymilli6 ilyen stgRNS-bdl allo
konyvtarat készitettlink, majd ezeket WT-SpCas9 ¢és SpCas9-HF1-et expresszalo
baktériumokba transzformaltuk (SLS szelekcid). A hatékony szekvencidkat a Cas9-ek
elvagjadk, a plazmid lebomlik, igy az eredeti, illetve a szelektdlt konyvtarakat
Osszehasonlitva, megallapithatok a jol és kevésbé jol vaghatd szekvencidk. Az SLS

megkozelités elénye, hogy a célzott szintézisen alapuld modszerekkel szemben, egy ilyen
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hatalmas mennyiségli adat 1étrehozdsahoz kevesebb id6t és koltséget igényel. Az
elérejelzd algoritmusok fejlesztésénél komoly problémat szokott okozni, a nagy szdmu
hasitasi informacié 1étrehozasa, megismételhetdsége, valamint egy olyan rendszer
kidolgozéasa, amelyben egyértelmii az adatok kiolvasasa. Ezekre itt mind megoldast
talaltunk, illetve arra szdmitottunk, hogy ez a mddszer a késébbiekben megkonnyitheti az

SpCas9 szamos ortoloégjanak €s varidnsanak a szekvencia-specificitasanak a feltarasat.

Némileg meglepd volt, hogy egy bakterialis adatokon kifejlesztett predikcios eszkdz ilyen
jol teljesit az emlds adatokbol szarmazod hasitasi informaciokon, amely egy emlds
adatokon tanitott predikcioval''? sszemérhetd hatékonysagt. Ugy véljiik, hogy ez annak
tulajdonithato, hogy a megkozelitésiinkben hasznalt sokkal nagyobb szamu szekvencia
kedvezd hatésai, a bakterialis és emlds rendszerek kozotti kiillonbségek negativ hatasait
ellensulyozzék. Az adataink arra utalnak, hogy bakterialis és eml6s sejtekben az SpCas9-
HF1 aktivitasaban val6 kiilonbség kisebb, mint egyes konkrét kisérletek koriilményei
kozt. Emlés sejtekben soha nem konkrétan az SpCas9-HF1 aktivitasat mérjiik, hanem az
ezt kovetd hibaval terhelt DNS javitds eredményét, hiszen a pontos javitds az eredeti
szekvenciatél megkiilonboztethetetlen, hidba volt elhasitva. Az ilyen javitdsok
eredményét a torések koriili szekvencidk befolyasolhatjak. Ez olyannyira igaz, hogy nem
rég megjelent tobb publikicid is bizonyitotta, hogy ezen javitasok eredményét
megbizhatd modon prediktalni is lehet!3-137, Ezzel szemben, homolog rekombinacioval
torténd javitast mar kevésbé befolyasolhatjak a torés koriil elhelyezkedd szekvencidk.
Egy tokéletes predikcios algoritmustol viszont azt lehetne elvarni, hogy csak a Cas9
hatékonysagat mérje fiiggetleniil a hasznalt sejttipustdl, DNS javitastol vagy a
transzfekcios hatékonysagtol. Ezek a faktorok valdszintlileg az emlds sejtekben késziilt
predikciokat legalabb annyira befolyasoljak, mint az altalunk fejlesztett algoritmusét a

bakteridlis kornyezet.

A szelekci6s kisérletek adatainak elemzése azt mutatja, hogy az SpCas9-HF1 szekvencia

preferencidja eltér a vad tipuséhoz képest, valamint elébbi moddositott szekvencia

crer

bakterialis, de emlds adatok alapjan is helytallonak bizonyult, valamint kideriilt, hogy

érdekes mddon ezt a tulajdonsdgot az eSpCas9 is hordozza. Megallapitottuk, hogy az

crer

szekvenciakat részesit elényben, mas régiokhoz képest. Ezzel szemben a 3-7 bazis hossza
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GC tartalmu motivumok a WT-SpCas9 esetében minden régioban negativan
befolyasoltak az aktivitast. A megndvelt pontossagl fehérjék tervezésének szempontjai
megmagyarazhatjak ezeket a megfigyeléseket. Ezen varidnsok tervezésekor a fehérjék
azon aminosavait mutaltak, amelyek gyengitik RNS-DNS hibrid hélixek kotését és igy
elényben részesitése ellenstlyozhatja ezeket a hatasokat. Altalanossagban elmondhato,
hogy az SpCas9-HF 1 DNS kétése a vad tipusuhoz képest nem véltozik”>-’’, hanem inkabb
az aminosav mutdciok szabdlyozzak a hasitasi aktivitasat, és megakadalyozzak, hogy a
nukledz a konformacios ellendrzési ponton athaladjon a felismerési és hasitasi folyamat

138 Tehat, az adataink azt sugalljak, hogy a spacer szekvencidk kozéps6 része

soran
kritikus szerepet jatszhat abban, hogy a megndvelt pontossagti SpCas9 nukleazoknal ki
tudjon alakulni a hasitads-kompetens konformacio. Az adatok elemzése arra is ramutatott,
hogy mind bakterialis, mind emlds sejtekben léteznek olyan motivumok a spacerben
melyek elrontjdk a WT-SpCas9 és a megnovelt pontossagii SpCas9-ek aktivitasat is;
valamint azonositottuk a GTNAC motivumot, amely csak az eSpCas9 ¢és az SpCas9-HF1

hasitasara volt igen negativ hatdssal, a WT-SpCas9 aktivitasat nem befolyasolta.

A moddszeriink arra alkalmas, hogy azonositsuk azokat a szekvencia-jellemzdket,
amelyek a legerdsebben gatoljak az SpCas9-HF1 hasitasi hatékonysagat. Ezért inkabb
azokat a szekvencidkat tudja jobban meghatdrozni, amelyek keriilendék ahelyett, hogy
kifinomultabb kiilonbséget tenne az atlagos, vagy kifejezetten jol miikodd szekvencidk

kozott.
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7. Kovetkeztetések

Az itt bemutatott 6nvagd plazmid modszert sikeresen alkalmaztuk arra, hogy a hatékony
¢s kevésbé hatékony gRNS-eket kisérletesen azonositani tudjuk. A gRNS-ek
hatékonysadganak mérése mellett, a modszert fel lehet haszndlni nagyobb DNS
szekvencidk homologia-fiiggetlen (NHEJ-medidlt) beépitésére is a genomba. A
vonatkozo publikacio!* elbirdlasa alatt'4%-142) valamint a publikacidé megjelenése utan'4*
145 is szamos hasonlé elven milkodd modszert mutattak be. Ezek koziil volt amely kevésbé
hatékonyan!4!:144 " de volt amely viszonylag hatékonyan alkalmazta szekvencidk NHEJ-
medialt beépitését, mint példaul a ,,homology-independent targeted integration™ (HITI)
modszer'®, Kozos jellemz6jiik, hogy az integracid hatékonysagat azzal novelik meg,

hogy a bevinni kivant szekvenciat tartalmazd6 PCR terméket!#*

vagy plazmidot
intracellularissan hasitjak. Ezeknek a modszereknek eldnye, hogy az integracid
hatékonysaga a homolog rekombindcidhoz képest magasabb, valamint az, hogy olyan
sejtekben is lehetdveé teszik gének bevitelét, ahol a HR nem, vagy csak limitaltan
miikodik, példaul posztmitotikus sejtekben. A PCR termékek intracelluléris hasitdsa is a
kevésbé hatékony génbeviteli modszerek koz¢é tartozik. A hatékonysag csokkenése abban
allhat, hogy nem egy cirkularis plazmidot, hanem egy linearis DNS hasitanak. A lineéris
fragmensek jobban kitettek lehetnek a sejtben eléforduld exonukledzoknak, valamint a
két helyen hasitott linearis PCR termék harom részre bomlik, igy a bevinni kivant
szekvencia 1:2 aranyban lesz jelen a masik két fragmenshez képest. A hasitds helyére
torténd integraciokor ezek a fragmensek kompetalhatnak és csokkenthetik a génbevitel
hatékonysagat. A linedris fragmensek sejtben torténd hasitasat az eredeti pubikacionkban
mi is koriljartuk!?®, és hasonld megallapitasra jutottunk: a cirkularis plazmidok

intracellularis hasitasa joval hatékonyabb, mint a linearis fragmenseké.

A modszeriink génbevitelre torténd hasznositasdt HR deficiens CST sejtekben is
kiprobaltuk és sikeresen jeloltiink egy gént a GFP fluoreszcens fehérjével. Itt a célzott
gén utolsod intronjat hasitottuk, majd a donor plazmidon a kiesett intron részt, valamint az
utolsd exont és az ezzel leolvasasi keretben 1évé GFP fehérjét vittiik vissza a sejtekbe. Ez
a modszer azért hasznos, mert az intron szekvencidban jobban megtiirtek az esetlegesen

keletkez6 inszercidk és deléciok, igy ez nem befolydsolja nagy mértékben a kisérlet
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sikerességét. Egy nem rég megjelent publikdcoban hasonld modszerrel, sejtekben

linearizalt plazmiddal hajtottak végre intron-jelolést egér neuronokban'43,

A gRNS-ek hatékonysdganak meghatarozdsa a kisérletes megkdzelitések mellett,
megbizhatd in silico mdédszerekkel is lehetséges. A vad tipusi SpCas9 aktivitasanak
meghatdrozasara mar tobb algoritmus is sziiletett a kdzelmultban. Az évek soran az
SpCas9 fehérje mellett, tobb Cas9 ortologot, valamint mas Cas fehérjéket sikertilt
genommérndkségre alkalmazni. A kiilonb6z6 Cas fehérjék, valamint SpCas9 variansok
specificitasa eltérd a vad tipustt SpCas9-hez képest. Ez a jelenség nyilvanvalobb lehet az
eltér6 PAM-mal rendelkezd és/vagy az evolucidsan tdvolabb allo fehérjék, mint a Casl2a
fehérjék, az SaCas9 vagy az NmCas9 esetében, de kisérletesen az SpCas9 variansokrol is
kideriilt, hogy nem ugyanazokat a szekvencidkat preferaljak. Az itt bemutatott munkaban
az egyik ilyen variansra fejlesztettiink ki predikcids eljarast. A vonatkozoé publikacionk
elkészitésével egy iddben jelent meg az elsd olyan predikcids algoritmus, amely
kifejezetten egy SpCas9 varidns mitkddését jelzi elére, amely megbizhatonak bizonyult
¢s az altalunk kifejlesztett algoritmushoz is hasonlitottuk (24/B-C abra). A publikacionk
revizidja soran egy masik csoport is bemutatta, hogy kiillonboz6, széles korben hasznalt
megndvelt pontossagn fehérjére miikodési hatékonysagat lehetséges eldre jelezni!!'2,
Mindkét modszer az itt bemutatotthoz képest eltéré modszert alkalmazott: eldre tervezett
gRNS/célszekvencia konyvtarakat szintetizaltak, majd ezeken a konyvtarakon végezték
el a hasitast, a kiilonboz6 SpCas9 varidnsokkal. Ennek a médszernek az alkalmazasa a mi
modszeriinkkel szemben meglehetdsen limitalja a vizsgalt szekvencidkat, hiszen
technologiailag, valamint pénziigyileg is korlatozott szekvencidkat igy eldallitani. Ezzel
szemben a mi modszeriinkkel teljesen véletlenszerti gRNS konyvtarak hozhatok 1étre,
sokkal olcsobban és egyszeriibben. Igy ugy gondoljuk, hogy a szamos még nem vizsgalt
Cas9 ortolog, valamint Cas9 varians miikodési hatékonysadganak meghatarozésa ezzel a

modszerrel elérhetové valik.
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8. Osszefoglalas

A CRISPR/Cas9 rendszerek genommodositasra vald haszndlata a modern molekularis
biologia egyik forradalmi ujitdsanak tekinthetd, hiszen a kordbbi modszerekhez képest
sokkal konnyebben és olcsobban hasznalhatdé gének modositdsdra. A mddszer korlatai
kozé tartozik, hogy a Cas9 fehérje a kiilonbozd célszekvencidkat kiilonbozo
hatékonyséagokkal hasitja, igy ennek megismerése kulcsfontossagli az 6sszes alkalmazas

esetén.

Az egyik megkozelités, hogy a jelolt gRNS-eket kisérletesen teszteljilk, majd a
legjobbnak bizonyuld célszekvencidkkal végezziik el az adott génmodositasi feladatot. Itt
egy fluoreszcens detekcion alapuldé modszert dolgoztam ki, amelyben a gRNS-ek
hatékonysdga genomi kornyezetben egyszerlien vizsgalhatd, nem igényel tovabbi
klénozasi 1épéseket, valamint PCR amplifikaciot és szekvenalast sem. Az SpCas9 ¢és a
kiilonb6z6 gRNS-ek altal 1étrehozott DNS torések helyére egy GFP expresszios kazettat
épitettem be és a fluoreszcens sejtek kovetésével az adott gRNS hatékonysagat tudtam
vizsgalni. A hatékony integraciot a plazmid sejten beliili felnyitasaval értem el, majd
létrehoztam egy onvago plazmidot, amely tartalmazza az 6nmaga linearizalasért felelds
gRNS-t, igy univerzalisan hasznalhato barmely jelolt gRNS-sel. Az 6nvago plazmiddal
szamos sejtvonalban meg tudtam hatarozni gRNS-ek aktivitasat és a megkdzelitést mar
1étez6 modszerekkel validaltam. A rendszert a kisérletes tesztelésen tul, NHEJ-medialt

génbevitelre is felhasznaltam.

Csak néhany Cas9 varians esetében elérhetdk olyan predikcids algoritmusok, amelyek
valtozo hatékonysaggal, de képesek eldre jelezni a gRNS-ek aktivitdsanak varhato
mértékét. A kiillonb6zd Cas9 ortolégok ¢és varidnsok kiillonbozd szekvencia
preferencidkkal rendelkeznek, igy ezek rutinszerli hasznéalatdhoz sziikség lenne egy
predikcios eljarasra. A problémdra egy olyan modszert fejlesztettem ki, amellyel
nagyszamu Cas9 hasitasi informacid egyszeriien hozhat6 létre és az igy generalt adatok
alapjan létrehozhatdo egy predikcios algoritmus. A modszerrel a gyakran hasznalt
megnovelt pontossagu Cas9 varidns az SpCas9-HF 1 szekvencia preferenciait hatdroztuk
meg, majd egy megbizhatd predikcids algoritmust fejlesztettiink ki, amelyet szdmos

adathalmazon validaltunk.
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9. Summary

Repurposing CRISPR/Cas9 systems for genome engineering tasks has revolutionized
molecular biology, owing to the ability of the technique to modify genes significantly
easier and cheaper than pre-existing methods. A key limitation for the widespread use of
the method is that the cutting efficiency of the Cas9 nuclease varies across different target
sequences, therefore exploring the behavior of the Cas9 molecule is key for all subsequent

applications.

A widely used approach for the experimental testing of suitable target sequences for
genome engineering applications, is capturing the best candidate gRNA from a pool.
Here, I developed a simple, fluorescence-based method to examine the efficacy of
different gRNAs within the genomic context. This method requires no further cloning
steps, PCR, or sequencing. In this method, first, a GFP expression cassette is integrated
into the DNA break sites introduced by the action of Cas9 and different gRNAs, and then
the GFP positive cells can be quantified via flow cytometry to indicate the efficiency of
the corresponding gRNA. To enhance the integration of this cassette, the plasmid was
linearized within the cell. To further optimize the system as a whole, I have constructed
a self-cleaving plasmid which bears a gRNA targeting its own plasmid, thus, this plasmid
can be applied universally with any candidate gRNA. gRNA activity can be quantified
with this method in numerous cell lines and the system was validated using existing
methods. Besides experimental testing, I have also used this method for NHEJ-mediated

gene integration.

Prediction algorithms for gRNA activity are available only for few Cas9 variants, and
these prediction tools show varying accuracy. Cas9 orthologs and variants possess
different sequence preferences, and reliable prediction methods are necessary for their
routine use. To overcome this limitation, I have developed a simple method which can be
used to generate large amounts of Cas9 cleavage information and therefore can be
exploited to create a prediction algorithm based on the acquired data. Using this approach,
we have determined the sequence specificity of a widely used high fidelity Cas9 variant
(SpCas9-HF1) and developed a reliable prediction method which was then validated on

several datasets from the literature.
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13. Fiiggelék

13.1. Onvagé plazmidokhoz haszndlt primerek listdja

Spacerek klonozasahoz hasznalt primerek 6nvago plazmidokkal

spacer neve oligo 1 oligo 2

OTL Ispacer CACCGGCGCAACGCGATCGCGTAA AAACTTACGCGATCGCGTTGCGCC
OTL2spacer CACCGATCAATTTCGCCGCAACGC AAACGCGTTGCGGCGAAATTGATC
prplspacer CACCGTTGGCCCCATCCACCGCCAT AAACATGGCGGTGGATGGGGCCAAC
prp2spacer CACCGGCCTCCCTCATCCCACGATC AAACGATCGTGGGATGAGGGAGGCC
prp3spacer CACCGATTTTGCAGATCAGTCATCA AAACTGATGACTGATCTGCAAAATC
prp4spacer CACCGTCCTGATCGTGGGATGAGGG | AAACCCCTCATCCCACGATCAGGAC
prpSspacer CACCGTCAGTCATCATGGCGAACCT AAACAGGTTCGCCATGATGACTGAC
piwilspacer CACCCGGTACACGACTATCCGTGC AAACGCACGGATAGTCGTGTACCG
piwi2spacer CACCCCGGATACTAGCCGCATAGC AAACGCTATGCGGCTAGTATCCGG
shospacer CACCGCTACGGCTCCTCTCTGCGCG AAACCGCGCAGAGAGGAGCCGTAGC
Rbspacer CACCGCAAAGCCCTACACCCCAAA AAACTTTGGGGTGTAGGGCTTTGC
Ttnspacer CACCCGAAGAAGTCAAAACTCACG AAACCGTGAGTTTTGACTTCTTCG
ptenspacer CACCGAGATCGTTAGCAGAAACAAA | AAACTTTGTTTCTGCTAACGATCTC
p53spacer CACCGCCTCGAGCTCCCTCTGAGCC AAACGGCTCAGAGGGAGCTCGAGGC
hprplspacer CACCGCAGTCATTATGGCGAACCT AAACAGGTTCGCCATAATGACTGC
hprp2spacer CACCGAACCTTGGCTGCTGGATGC AAACGCATCCAGCAGCCAAGGTTC
pten2spacer caccGCTAACCTAAGTTCTGCCACG 2aacCGTGGCAGAACTTAGGTTAGC
prp8spacer CACCGCCTCTGCAAAAAGCGGCCA AAACTGGCCGCTTTTTGCAGAGGC
prp9spacer CACCGCCACGAGAATGCGAAGGAAC | AAACGTTCCTTCGCATTCTCGTGGC
prplOspacer CACCGTCCTTCGCATTCTCGTGGTC AAACGACCACGAGAATGCGAAGGAC
dcunld2spacer caccgTCATGGACTAGCCTTCAGGG 2aacCCCTGAAGGCTAGTCCATGAC
vimlspacer caccGTAAACCTTTTCTACGTCTTT 2aacAAAGACGTAGAAAAGGTTTAC
vim2spacer caccGTCAGGAGCGCAAGATAGATT aaacCAATCTATCTTGCGCTCCTGAC
vim3spacer caccGAATAAAAATTGCACACACT aaacAGTGTGTGCAATTTTTATTC
vim4spacer caccGACAGTGCAGTACCAGCAAGA aaacTCTTGCTGGTACTGCACTGTC
dcun3spacer caccGAGGGTCATGGACTAGCCTTC 2aacGAAGGCTAGTCCATGACCCTC
dcun5spacer caccGTGTCACGGACTAGCCTTCA 2aacTGAAGGCTAGTCCGTGACAC
dcun6spacer caccGAGTGTCACGGACTAGCCTTC 2aacGAAGGCTAGTCCGTGACACTC

TIDE-hoz és T7EI-hez hasznalt genomi PCR primerek

primer neve primer szekvencidja

pten-fwd TGCGAGGATTATCCGTCTTC
pten-rev ATAGACGCTTTGGGTTGTGC
p53-twd ACGTGGTTGGTTACCTCTGC
p53-rev CTCTGGGCCTTACCAGGATA
pten2-fwd GGCCAACTACTCCTGTGCAT
pten2-rev GCATCTTCCAGACACAACAA
rb-fwd GCGTGCTACACATGGCTTTA
rb-rev AGGGAAGGAAAGGGAAGTGA
prpstart-for TACCAGTTGGGGTAACTCTTGTCA
prpstart-rev ATGTACCGCTACCCTAACCAAGTG
prpstop-for GATCCATTTTGGCAACGACT
prpstop-rev TAGTTGGGGCTTTGTTTTGG
piwi2-fwd GCCTAGGCCAGGATTGAACT
piwi2-rev TGGTACTGCAGCAACACAGG
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dcunld2-for

GTGTCCAGTTAAATGGTCATG

dcunld2-rev

CTTGTAGTCATCAACCCTTG

Az integralt onvago plazmid szekvenalasahoz hasznalt primerek

primer neve primer szekvencidja

plasmid 5'-for CTCGCTCTGCTAATCCTGTT
plasmid 3'-rev CATGAAGCAGCACGACTTCT
p53-fwd ACGTGGTTGGTTACCTCTGC
p53-rev CCTCTGACTTGAGCGTCG

13.2. Konyvtarkészitéshez, valamint az stgRNS-ek klonozdasahoz haszndlt primerek

Primerek az NGG PAM-os stgRNS konyvtarhoz

oligo neve

szekvencia

NGG-konyvtar-random-
oligo

GCCTTAGGTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAACCCNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNCGCTAGCATTATACCTAGGACTGAGCTAGCT
GTCAA

NGG-konyvtar-feltoltés

TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGT

NGG-konyvtar-vektor-for

TAGAAATAGCAAGTTAACCTAAG

NGG-konyvtar-vektor-rev

TACCTAGGACTGAGCTAG

Primerek az NGG PAM-os stgRNS konyvtarhoz

oligo neve

szekvencia

NAG-konyvtar-random-
oligo

GCCTTAAGTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAACTCNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNCGCTAGCATTATACCTAGGACTGAGCTAGCT
GTCAA

NAG-konyvtar-feltoltés

TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGT

NAG-konyvtar-vektor-for

TAGAAATAGCAAGTTAACTTAAG

NAG-konyvtar-vektor-rev. | TACCTAGGACTGAGCTAG
NGS primerek
oligo neve szekvencia
NGS-lib-i5-for AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACIiS-
~1o-1>-10 index] TCGTCGGCAGCGTC
NGS-lib-i7-r CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATIi7-
v index] GTCTCGTGGGCTCGG

A bakterialis konyvtarak NGS indexelése

minta neve | leiras i5 index neve i5 index i7 index neve i7 index
szekvencidja szekvencidja
lib100 100 000-es NGS i5 S507 AAGGAGTA | NGS_i7 N703 | TTCTGCCT
konyvtar
1ib500 500 000-es NGS i5 S508 CTAAGCCT NGS i7 N703 | TTCTGCCT
konyvtar
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1ib600

600 000-es
konyvtar

NGS_i5_S510

CGTCTAAT

NGS_i7_N703

TTCTGCCT

WT100/1

WT-SpCas9-cel
vagott 100 000-
es konyvtar /1

NGS_i5_S502

CTCTCTAT

NGS_i7_N701

TCGCCTTA

WT100/2

WT-SpCas9-cel
vagott 100 000-
es konyvtar /2

NGS_i5_S503

TATCCTCT

NGS_i7_N701

TCGCCTTA

WT100/3

WT-SpCas9-cel
vagott 100 000-
es konyvtar /3

NGS_i5_S505

GTAAGGAG

NGS_i7_N701

TCGCCTTA

WT500/1

WT-SpCas9-cel
vagott 500 000-
es konyvtér /1

NGS_i5_S506

ACTGCATA

NGS_i7_N701

TCGCCTTA

WT500/2

WT-SpCas9-cel
vagott 500 000-
es konyvtar /2

NGS_i5_S507

AAGGAGTA

NGS_i7_N701

TCGCCTTA

WT500/3

WT-SpCas9-cel
vagott 500 000-
es konyvtar /3

NGS_i5_S508

CTAAGCCT

NGS_i7_N701

TCGCCTTA

WT600/1

WT-SpCas9-cel
vagott 600 000-
es konyvtér /1

NGS_i5_S510

CGTCTAAT

NGS_i7_N701

TCGCCTTA

WT600/2

WT-SpCas9-cel
vagott 600 000-
es konyvtar /2

NGS_i5_S502

CTCTCTAT

NGS_i7_N702

CTAGTACG

WT600/3

WT-SpCas9-cel
vagott 600 000-
es konyvtar /3

NGS_i5_S503

TATCCTCT

NGS_i7_N702

CTAGTACG

HF100/1

SpCas9-HF 1-el
vagott 100 000-
es konyvtér /1

NGS_i5_S505

GTAAGGAG

NGS_i7_N702

CTAGTACG

HF100/2

SpCas9-HF 1-el
vagott 100 000-
es konyvtar /2

NGS_i5_S506

ACTGCATA

NGS_i7_N702

CTAGTACG

HF100/3

SpCas9-HF 1-el
vagott 100 000-
es konyvtér /3

NGS_i5_S507

AAGGAGTA

NGS_i7_N702

CTAGTACG

HF500/1

SpCas9-HF 1-el
vagott 500 000-
es konyvtér /1

NGS_i5_S508

CTAAGCCT

NGS_i7_N702

CTAGTACG

HF500/2

SpCas9-HF 1-el
vagott 500 000-
es konyvtar /2

NGS_i5_S510

CGTCTAAT

NGS_i7_N702

CTAGTACG

HF500/3

SpCas9-HF 1-el
vagott 500 000-
es konyvtar /3

NGS_i5_S502

CTCTCTAT

NGS_i7_N703

TTCTGCCT

HF600/1

SpCas9-HF 1-el
vagott 600 000-
es konyvtér /1

NGS_i5_S503

TATCCTCT

NGS_i7_N703

TTCTGCCT

HF600/2

SpCas9-HF 1-el
vagott 600 000-
es konyvtar /2

NGS_i5_S505

GTAAGGAG

NGS_i7_N703

TTCTGCCT

HF600/3

SpCas9-HF 1-el
vagott 600 000-
es konyvtar /3

NGS_i5_S506

ACTGCATA

NGS_i7_N703

TTCTGCCT
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A pAT-9218 és pAT-9251 plazmidokhoz felhasznalt primerek

oligo name

sequence

bactCas9-for

CAGTGATAGAGAAAAGAATTCAAAAAAAGAGGAGAAAGGATCTATGGA
CTATAAGGACCACGACGG

bactCas9-rev

TTATTTGATGCCTGGAGATCCTTACCTTACTTTTTCTTTTTTGCCTGGCCG

Primerek az 57 spacer klonozasahoz GFxFP esszéhez

plazmid | spacer szekvenciidja oligo1 oligo2
neve
9328 | GAAAAAAAGAAGGAA | CACCGAAAAAAAGAAGGAA | ACCCGGCTTTTCCT
AAGCC AAGCC TCTTTTTTTC
9336 | GAAAAAAGGAAAGGG | CACCGAAAAAAGGAAAGGG | ACCCCTTTCCCCTIT
GAAAG GAAAG TCCTTTTTTC
9305 | GAAACTTGGAGACCCG | CACCGAAACTTGGAGACCC | ACCCAGGTCGGGT
ACCT GACCT CTCCAAGTTTC
9350 | GAAAGAGAGGACTGG | CACCGAAAGAGAGGACTGG | ACCCGGAACCCAG
GTTCC GTTCC TCCTCTCTTTC
9300 | GAAATGACGAAGAAA | CACCGAAATGACGAAGAAA | ACCCACAGTTTTC
ACTGT ACTGT TTCGTCATTTC
9319 | GAACACAGAGCTCAGG | CACCGAACACAGAGCTCAG | ACCCGTCCCCTGA
GGAC GGGAC GCTCTGTGTTC
9330 | GACAAAACGGGGGTG | CACCGACAAAACGGGGGTG | ACCCTTGCCCACC
GGCAA GGCAA CCCGTTTTGTC
9329 | GACCAGAATAGACCCA | CACCGACCAGAATAGACCC | ACCCGGTTTGGGT
AACC AAACC CTATTCTGGTC
9339 | GACCCAATGTCCACTA | CACCGACCCAATGTCCACTA | ACCCTCCTTAGTG
AGGA AGGA GACATTGGGTC
9332 | GACCTTGGTACTGGCA | CACCGACCTTGGTACTGGCA | ACCCGTGGTGCCA
CCAC CCAC GTACCAAGGTC
9337 | GACTATTAAATGAACA | CACCGACTATTAAATGAACA | ACCCTCTTTGTTCA
AAGA AAGA TTTAATAGTC
9325 | GAGAAAGGCAGTACA | CACCGAGAAAGGCAGTACA | ACCCGTTCCTGTA
GGAAC GGAAC CTGCCTTTCTIC
9338 | GAGAAGAAGAAATCA | CACCGAGAAGAAGAAATCA | ACCCACTTGTGAT
CAAGT CAAGT TTCTTCTTCTC
9341 | GAGAAGCCACAGGGTG | CACCGAGAAGCCACAGGGT | ACCCCAGCCACCC
GCTG GGCTG TGTGGCTTCTC
9335 | GAGACAATAGAGACA | CACCGAGACAATAGAGACA | ACCCTTTCTTGTCT
AGAAA AGAAA CTATTGTCTC
9331 | GAGATCCTAGAGCCTG | CACCGAGATCCTAGAGCCTG | ACCCGTGCCAGGC
GCAC GCAC TCTAGGATCTC
9334 | GAGGATCCAGTGCCAC | CACCGAGGATCCAGTGCCA | ACCCGAAGGTGGC
CTTC CCTTC ACTGGATCCTC
9355 | GAGGCCAGAACACGA | CACCGAGGCCAGAACACGA | ACCCGGGCCTCGT
GGCCC GGCCC GTTCTGGCCTC
9344 | GAGGCTGGGCTGGCCG | CACCGAGGCTGGGCTGGCC | ACCCCGCCCaaGee
GGCG GGGCG AGCCCAGCCTC
9347 | GAGGGCGGAAGGCCTG | CACCGAGGGCGGAAGGCCT | ACCCGGCCCAGGC
GGCC GGGCC CTTCCGCCCTC
9313 | GATGTTAGCACACAGC | CACCGATGTTAGCACACAGC | ACCCATGTGCTGT
ACAT ACAT GTGCTAACATC
9352 | GATTACATTCAAGGCC | CACCGATTACATTCAAGGCC | ACCCGGCTGGCCT
AGCC AGCC TGAATGTAATC
9312 | GCAACAGAAACTGTGT | CACCGCAACAGAAACTGTG | ACCCGCTTACACA
AAGC TAAGC GTTTCTGTTGC
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9321 | GCAAGAGAAATGCAG | CACCGCAAGAGAAATGCAG | ACCCCTTCTCTGC
AGAAG AGAAG ATTTCTCTTGC
9301 | GCAAGGTGGGGAGAC | CACCGCAAGGTGGGGAGAC | ACCCGCTATGTCT
ATAGC ATAGC CCCCACCTTGC
9303 | GCACAGATAAGAAAGT | CACCGCACAGATAAGAAAG | ACCCGTTCACTTTC
GAAC TGAAC TTATCTGTGC
9314 | GCACCCACAGTGGAGG | CACCGCACCCACAGTGGAG | ACCCTATTCCTCC
AATA GAATA ACTGTGGGTGC
9348 | GCACCCCACAGAGGGG | CACCGCACCCCACAGAGGG | ACcceTececececTt
GGAG GGGAG CTGTGGGGTGC
9356 | GCAGACACCAGGCTGG | CACCGCAGACACCAGGCTG | ACCCGCAGCCAGC
CTGC GCTGC CTGGTGTCTGC
9316 | GCAGCAGGCAGATTGT | CACCGCAGCAGGCAGATTG | ACCCTCAGACAAT
CTGA TCTGA CTGCCTGCTGC
9302 | GCAGCAGGCCCTTCCT | CACCGCAGCAGGCCCTTCCT | ACCCTGGAAGGAA
TCCA TCCA GGGCCTGCTGC
9318 | GCAGCTTGTTTCCCCG | CACCGCAGCTTGTTTCCCCG | ACCCTACTCGGGG
AGTA AGTA AAACAAGCTGC
9353 | GCAGGTCCCGGGCCGC | CACCGCAGGTCCCGGGCCG | ACCCCACGGCGGC
CGTG CCGTG CCGGGACCTGC
9342 | GCCACAACTGTGGTGG | CACCGCCACAACTGTGGTGG | ACCCAAAACCACC
TTTT TTTT ACAGTTGTGGC
9317 | GCCAGCAGGGCACTCA | CACCGCCAGCAGGGCACTC | ACCCCCATTGAGT
ATGG AATGG GCCCTGCTGGC
9346 | GCCCAGGGTGCGGTGG | CACCGCCCAGGGTGCGGTG | ACCCGGGCCCACC
GCCC GGCCC GCACCCTGGGC
9306 | GCCTTGAACTCAGGGT | CACCGCCTTGAACTCAGGGT | ACCCTCCAACCCT
TGGA TGGA GAGTTCAAGGC
9354 | GCGCGCGCGCGCGCGC | CACCGCGCGCGCGCGCGCG | ACCCGCATGCGCG
ATGC CATGC CGCGCGCGCGC
9343 | GGAAGCTGTGGATGCT | CACCGGAAGCTGTGGATGCT | ACCCCAGAAGCAT
TCTG TCTG CCACAGCTTCC
9308 | GGAATAAACATAAAAT | CACCGGAATAAACATAAAA | ACCCTGAGATTTT
CTCA TCTCA ATGTTTATTCC
9304 | GGACAAAACAGGGAG | CACCGGACAAAACAGGGAG | ACCCAGTGGCTCC
CCACT CCACT CTIGTTTTGTCC
9311 | GGAGACAGACTGTGCC | CACCGGAGACAGACTGTGC | ACCCCAATGGCAC
ATTG CATTG AGTCTGTCTCC
9351 | GGCCCCTCAAGGCCAG | CACCGGCCCCTCAAGGCCA | ACCCAAGCCTGGC
GCTT GGCTT CITGAGGGGCC
9340 | GGCTGGAGGTAGGAAG | CACCGGCTGGAGGTAGGAA | ACCCAGGCCTTCC
GCCT GGCCT TACCTCCAGCC
9323 | GGGAGACATGTAAGAA | CACCGGGAGACATGTAAGA | ACCCATGCTTCTT
GCAT AGCAT ACATGTCTCCC
9345 | GGGCTGAGCCCAAGAA | CACCGGGCTGAGCCCAAGA | ACCCGGCTTTCTIT
AGCC AAGCC GGGCTCAGCCC
9309 | GGTCAATGCTGTCAGG | CACCGGTCAATGCTGTCAGG | ACCCCCTGCCTGA
CAGG CAGG CAGCATTGACC
9315 | GGTGCAGCCCGGTTGT | CACCGGTGCAGCCCGGTTGT | ACCCGCTTACAAC
AAGC AAGC CGGGCTGCACC
9327 | GTATAAAAATAGACAG | CACCGTATAAAAATAGACA | ACCCAATTCTGTC
AATT GAATT TATTTTTATAC
9324 | GTCAAGTGACAGGCCT | CACCGTCAAGTGACAGGCCT | ACCCTTCCAGGCC
GGAA GGAA TGTCACTTGAC
9310 | GTCCCAAGCCAGCAGC | CACCGTCCCAAGCCAGCAG | ACCCAGTGGCTGC
CACT CCACT TGGCTTGGGAC
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9326 | GTCCCAGATGTGAAAA | CACCGTCCCAGATGTGAAA | ACCCACCTTTTTCA
AGGT AAGGT CATCTGGGAC
9349 | GTCTGGTTTCGAGACC | CACCGTCTGGTTTCGAGACC | ACCCGGCTGGTCT
AGCC AGCC CGAAACCAGAC
9333 | GTGAAGACCTTCACCA | CACCGTGAAGACCTTCACCA | ACCCCTCCTGGTG
GGAG GGAG AAGGTCTTCAC
9322 | GTGAGGAGGAAGTGG | CACCGTGAGGAGGAAGTGG | ACCCGAGCCCCAC
GGCTC GGCTC TTCCTCCTCAC
9320 | GTGGTTCTAAAGTGGC | CACCGTGGTTCTAAAGTGGC | ACCCTAAAGCCAC
TTTA TTTA TTTAGAACCAC
9307 | GTTAGTCATCATGACC | CACCGTTAGTCATCATGACC | ACCCTGGAGGTCA
TCCA TCCA TGATGACTAAC
Primerek az stgRNS és kanonikus gRNS osszehasonlitashoz
Kanonikus gRNS-ek klonozasahoz hasznalt primerek
gRNS szima | Spacer szekvencidja oligo1 oligo2
gRNS 1 GGAGAAAAAGTGAC | CACCGGAGAAAAAGTG | AAACCGCTCTGTCAC
AGAGCG ACAGAGCG TTTTTCTCC
gRNS 2 GAGAGAAATGTGAC | CACCGAGAGAAATGTG | AAACGGCGCGGTCA
CGCGCC ACCGCGCC CATTTCTCTC
gRNS 3 GACCGCAAAGTAAC | CACCGACCGCAAAGTA | AAACTCTATGGTTAC
CATAGA ACCATAGA TTTGCGGTC
gRNS 4 GCGCGCATAGTAAC | CACCGCGCGCATAGTA | AAACGGCTCTGTTAC
AGAGCC ACAGAGCC TATGCGCGC
gRNS 5 GGGGGCAATGTGGG | CACCGGGGGCAATGTG | AAACTTCGCGCCCAC
CGCGAA GGCGCGAA ATTGCCCCC
gRNS 6 GACCGGACTGTGTCC | CACCGACCGGACTGTGT | AAACTTACCGGACA
GGTAA CCGGTAA CAGTCCGGTC
gRNS 7 GAGTGAAAGAGGAC | CACCGAGTGAAAGAGG | AAACGGCCGTGTCCT
ACGGCC ACACGGCC CTTTCACTC
gRNS 8 GACCGAAAAAAAGC | CACCGACCGAAAAAAA | AAACCTACCCGCTTT
GGGTAG GCGGGTAG TTTTCGGTC
gRNS 9 GACCGTAACATTAGC | CACCGACCGTAACATTA | AAACTCCCTGCTAAT
AGGGA GCAGGGA GTTACGGTC
gRNS 10 GTGGGCCAGTTGTCC | CACCGTGGGCCAGTTGT | AAACTAACCGGACA
GGTTA CCGGTTA ACTGGCCCAC
gRNS 11 GATATAGCCCGGCA | CACCGATATAGCCCGG | AAACTCTGGTTGCCG
ACCAGA CAACCAGA GGCTATATC
gRNS 12 GTAGCGTAGCATGTA | CACCGTAGCGTAGCAT AAACCGTGTTACATG
ACACG GTAACACG CTACGCTAC
gRNS 13 GAAGTACGCCCAGA | CACCGAAGTACGCCCA | AAACCCTTGTTCTGG
ACAAGG GAACAAGG GCGTACTTC
gRNS 14 GATCCCAGCCCAGA | CACCGATCCCAGCCCA | AAACCATGTTTCTGG
AACATG GAAACATG GCTGGGATC
gRNS 15 GAAGCATTGCACCA | CACCGAAGCATTGCAC | AAACAGTGTTTGGTG
AACACT CAAACACT CAATGCTTC
gRNS 16 GATATGTATCCCCAA | CACCGATATGTATCCCC | AAACTCGTATTGGG
TACGA AATACGA GATACATATC
gRNS 17 GGAATGGGTCAAGA | CACCGGAATGGGTCAA | AAACGATGTCTCTTG
GACATC GAGACATC ACCCATTCC
gRNS 18 GTTGCATTCCATCAA | CACCGTTGCATTCCATC | AAACTATGATTGATG
TCATA AATCATA GAATGCAAC
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gRNS 19 GGTACCTCGCACCAA | CACCGGTACCTCGCACC | AAACACTGGTTGGT
CCAGT AACCAGT GCGAGGTACC
gRNS 20 GCTATGTGCCAAGTA | CACCGCTATGTGCCAAG | AAACTGTGTTACTTG
ACACA TAACACA GCACATAGC
stgRNS-ek klonozasahoz hasznalt primerek
stgRNS Spacer szekvencidja oligol oligo2
szama
gRNS 1 GGAGAAAAAGTGAC | CACCGGAGAAAAAGTG | ACCCCGCTCTGTCAC
AGAGCG ACAGAGCG TTTTTCTCCGGTG
gRNS 2 GAGAGAAATGTGAC | CACCGAGAGAAATGTG | ACCCGGCGCGGTCA
CGCGCC ACCGCGCC CATTTCTCTCGGTG
gRNS 3 GACCGCAAAGTAAC | CACCGACCGCAAAGTA | ACCCTCTATGGTTAC
CATAGA ACCATAGA TTTGCGGTCGGTG
gRNS 4 GCGCGCATAGTAAC | CACCGCGCGCATAGTA | ACCCGGCTCTGTTAC
AGAGCC ACAGAGCC TATGCGCGCGGTG
gRNS 5 GGGGGCAATGTGGG | CACCGGGGGCAATGTG | ACCCTTCGCGCCCAC
CGCGAA GGCGCGAA ATTGCCCCCGGTG
gRNS 6 GACCGGACTGTGTCC | CACCGACCGGACTGTGT | ACCCTTACCGGACAC
GGTAA CCGGTAA AGTCCGGTCGGTG
gRNS 7 GAGTGAAAGAGGAC | CACCGAGTGAAAGAGG | ACCCGGCCGTGTCCT
ACGGCC ACACGGCC CTTTCACTCGGTG
gRNS 8 GACCGAAAAAAAGC | CACCGACCGAAAAAAA | ACCCCTACCCGCTTT
GGGTAG GCGGGTAG TTTTCGGTCGGTG
gRNS 9 GACCGTAACATTAGC | CACCGACCGTAACATTA | ACCCTCCCTGCTAAT
AGGGA GCAGGGA GTTACGGTCGGTG
gRNS 10 GTGGGCCAGTTGTCC | CACCGTGGGCCAGTTGT | ACCCTAACCGGACA
GGTTA CCGGTTA ACTGGCCCACGGTG
gRNS 11 GATATAGCCCGGCA | CACCGATATAGCCCGG | ACCCTCTGGTTGCCG
ACCAGA CAACCAGA GGCTATATCGGTG
gRNS 12 GTAGCGTAGCATGTA | CACCGTAGCGTAGCAT | ACCCCGTGTTACATG
ACACG GTAACACG CTACGCTACGGTG
gRNS 13 GAAGTACGCCCAGA | CACCGAAGTACGCCCA | ACCCCCTTGTTCTGG
ACAAGG GAACAAGG GCGTACTTCGGTG
gRNS 14 GATCCCAGCCCAGA | CACCGATCCCAGCCCA | ACCCCATGTTTCTGG
AACATG GAAACATG GCTGGGATCGGTG
gRNS 15 GAAGCATTGCACCA | CACCGAAGCATTGCAC | ACCCAGTGTTTGGTG
AACACT CAAACACT CAATGCTTCGGTG
gRNS 16 GATATGTATCCCCAA | CACCGATATGTATCCCC | ACCCTCGTATTGGGG
TACGA AATACGA ATACATATCGGTG
gRNS 17 GGAATGGGTCAAGA | CACCGGAATGGGTCAA | ACCCGATGTCTCTTG
GACATC GAGACATC ACCCATTCCGGTG
gRNS 18 GTTGCATTCCATCAA | CACCGTTGCATTCCATC | ACCCTATGATTGATG
TCATA AATCATA GAATGCAACGGTG
gRNS 19 GGTACCTCGCACCAA | CACCGGTACCTCGCACC | ACCCACTGGTTGGTG
CCAGT AACCAGT CGAGGTACCGGTG
gRNS 20 GCTATGTGCCAAGTA | CACCGCTATGTGCCAAG | ACCCTGTGTTACTTG
ACACA TAACACA GCACATAGCGGTG
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GFxFP célplazmidok klonozasahoz hasznalt primerek

gRNS szima | GFxFP oligo 1 GFxFP oligo 2

gRNS 1 GATCAACACCGGAGAAAAAGTGACA | AATTTCTAACCCCGCTCTGTCAC
GAGCGGGGTTAGA TTTTTCTCCGGTGTT

gRNS 2 GATCAACACCGAGAGAAATGTGACC | AATTTCTAACCCGGCGCGGTCA
GCGCCGGGTTAGA CATTTCTCTCGGTGTT

gRNS 3 GATCAACACCGACCGCAAAGTAACC | AATTTCTAACCCTCTATGGTTAC
ATAGAGGGTTAGA TTTGCGGTCGGTGTT

gRNS 4 GATCAACACCGCGCGCATAGTAACA | AATTTCTAACCCGGCTCTGTTAC
GAGCCGGGTTAGA TATGCGCGCGGTGTT

gRNS 5 GATCAACACCGGGGGCAATGTGGGC | AATTTCTAACCCTTCGCGCCCAC
GCGAAGGGTTAGA ATTGCCCCCGGTGTT

gRNS 6 GATCAACACCGACCGGACTGTGTCC | AATTTCTAACCCTTACCGGACA
GGTAAGGGTTAGA CAGTCCGGTCGGTGTT

gRNS 7 GATCAACACCGAGTGAAAGAGGACA | AATTTCTAACCCGGCCGTGTCCT
CGGCCGGGTTAGA CTTTCACTCGGTGTT

gRNS 8 GATCAACACCGACCGAAAAAAAGCG | AATTTCTAACCCCTACCCGCTTT
GGTAGGGGTTAGA TTTTCGGTCGGTGTT

gRNS 9 GATCAACACCGACCGTAACATTAGC | AATTTCTAACCCTCCCTGCTAAT
AGGGAGGGTTAGA GTTACGGTCGGTGTT

gRNS 10 GATCAACACCGTGGGCCAGTTGTCCG | AATTTCTAACCCTAACCGGACA
GTTAGGGTTAGA ACTGGCCCACGGTGTT

gRNS 11 GATCAACACCGATATAGCCCGGCAA | AATTTCTAACCCTCTGGTTGCCG
CCAGAGGGTTAGA GGCTATATCGGTGTT

gRNS 12 GATCAACACCGTAGCGTAGCATGTA | AATTTCTAACCCCGTGTTACATG
ACACGGGGTTAGA CTACGCTACGGTGTT

gRNS 13 GATCAACACCGAAGTACGCCCAGAA | AATTTCTAACCCCCTTGTTCTGG
CAAGGGGGTTAGA GCGTACTTCGGTGTT

gRNS 14 GATCAACACCGATCCCAGCCCAGAA | AATTTCTAACCCCATGTTTCTGG
ACATGGGGTTAGA GCTGGGATCGGTGTT

gRNS 15 GATCAACACCGAAGCATTGCACCAA | AATTTCTAACCCAGTGTTTGGTG
ACACTGGGTTAGA CAATGCTTCGGTGTT

gRNS 16 GATCAACACCGATATGTATCCCCAAT | AATTTCTAACCCTCGTATTGGGG
ACGAGGGTTAGA ATACATATCGGTGTT

gRNS 17 GATCAACACCGGAATGGGTCAAGAG | AATTTCTAACCCGATGTCTCTTG
ACATCGGGTTAGA ACCCATTCCGGTGTT

gRNS 18 GATCAACACCGTTGCATTCCATCAAT | AATTTCTAACCCTATGATTGATG
CATAGGGTTAGA GAATGCAACGGTGTT

gRNS 19 GATCAACACCGGTACCTCGCACCAA | AATTTCTAACCCACTGGTTGGTG
CCAGTGGGTTAGA CGAGGTACCGGTGTT

gRNS 20 GATCAACACCGCTATGTGCCAAGTA | AATTTCTAACCCTGTGTTACTTG
ACACAGGGTTAGA GCACATAGCGGTGTT
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