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Bevezetés

Az 10j genommodositasi technikak kifejlesztése jelentdsen megnovelte annak a
lehetdségét, hogy barmilyen célszervezet genomjaban célzott valtozasokat tudjunk 1étrehozni.
Ezen technikak alkalmazasa az orvosi kezelésekt6l, a mezégazdasagon at az alapkutatasig nagy
lehet6séget rejt magaban. Az egyik kritikus kérdés, amelyet meg kellett oldani ahhoz, hogy a
genomszerkesztés széles korben hasznéalhaté legyen, olyan moédszerek kifejlesztése volt,
melyek a DNS célzott modositasat lehetévé teszik. Habar a meganukleazok (MN), a cinkujjas
nukleazok (ZFN) és a TALE-nukleazok (TALEN) fontos 1épést jelentettek a teriilet fejlédése
soran, egyértelmiien a CRISPR/Cas9 (CRISPR: halmozottan eléforduld, szabalyos kozokkel
elvalasztott palindromikus ismétlédések, angolul: clustered regularly interspaced short
palindromic repeats; Cas9: CRISPR asszocialt fehérje 9, angolul: CRISPR associated protein
9) rendszer alkalmazasa az, ami forradalmasitotta a genomszerkesztést.

A CRISPR/Cas endonukleazok olyan RNS-vezérelt fehérjék, amelyek egy kivalasztott
DNS- vagy RNS-szekvencia célzott hasitdsdra képesek. Archaedkban és baktériumokban
adaptiv immunitast biztositanak a virusok, plazmidok és transzpozonok ellen. A CRISPR/Cas
rendszereket a tudomany jelenlegi allasa szerint két osztalyba sorolhatjuk. Az 1. osztaly olyan
alcsoportokat tartalmaz, amelyekben tobb effektor alegységgel rendelkezé komplexek
talalhatok, mig a 2. osztaly olyan rendszereket foglal magaba, amelyek egyszeriibb, egyetlen
multifunkcionalis, tobb doménnel rendelkez6 fehérjéket tartalmaznak. A 2. osztaly Il. tipusa
rendszerek nukleazai hasonlé domén felépitésii cas proteineket tartalmaznak, beleértve a RuvC-
szer(i és a HNH nukleaz doméneket, amelyek mindegyike egy-egy DNS-szalat hasit. Az els6
publikalt eredmények ota szamos kiilonféle CRISPR/Cas nukleaz hasznalatat mutattak be
genomszerkesztésre, de koziiliik a Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) valt napjainkban a
genom modositas leggyakrabban hasznalt eszk6zévé.

A Cas9 nukleazok ribonukleoprotein komplexe (RNP) magabol a Cas9 fehérjébdl és két
Cas9-asszocialt RNS-bol all [CRISPR RNS (crRNS) és a transzaktivald crRNS (tracrRNS)],
amelyek egymashoz képest komplementer szekvencidkat tartalmaznak. A DNS kotéseéhez €s
hasitasahoz sziikséges a komplementaritds a c€l DNS szekvencia és a crRNS spacer-
szekvenciaja kozott, valamint a célszekvencia (on-target) 3'-végénél egy rovid PAM motivum
(protospacer-adjacent motif) jelenléte. Megmutattak, hogy az SpCas9 nukleazok a kivant
célszekvencidkhoz iranyithatok egy fuzionalt cr- és tracrRNS-sel, amelyet sgRNS-nek

neveznek.



Habar az SpCas9 fehérje hasznalatdnak a korabbi rendszerekhez képest sok elénye van,
ez arendszer is rendelkezik néhany limitaciéval. A komolyabb limitacioi kozé tartozik a valtozo
hasitasi hatékonysag (azaz a kivant célszekvencia hany szazalékat sikeriil modositani), valamint
a specificitas/pontossag (azaz az on-target és az off-target hasitas aranya). Az SpCas9 fehérjével
a célszekvenciak tobbségén jo hasitasi hatékonysag érhetd el, de jelent6s off-target hatas
mellett; azaz a nukleaz olyan szekvencidkat is hasit, amelyek korlatozott, részleges
komplementaritast mutatnak csak az sgRNS spacer szekvenciajaval. Megmutattak, hogy az
SpCas9 képes hasitani olyan off-target szekvencidkat is, amelyek akar 5-6 bazis-eltéréssel is
rendelkeznek a spacer szekvenciahoz képest, és ezen off-target szekvenciakat in silico nehéz
prediktalni. Ez problémat jelenthet szamos kutatasi alkalmazas esetén, és korlatozhatja a
nukledz terapias célokra valo felhasznalasat.

Szamos kutatds irdnyult arra, hogy kiilonféle modszerekkel csokkentse az SpCas9
nukledz off-target hatasat. A nagyobb pontossagii SpCas9 hasitast lehetéveé tevd moddszerek
fejlesztésének két f6 iranya van: (i) az SpCas9 fehérje hatasat oly modon probaljak meg
korlatozni a sejtekben, hogy az tovabbra is megfeleléen nagy aktivitassal birjon az on-target
hasitas esetén, de semmilyen vagy nagyon alacsony off-target aktivitassal rendelkezzen. Erre
altalaban két megkdzelitést alkalmaznak: az expozicid idejét vagy mértékét korlatozzak
(példaul indukalhato Cas9-el vagy in vitro expresszalt ribonukleoprotein komplex
alkalmazasaval), vagy a fehérje aktivitasat korlatozzak olyan sgRNS-ekkel, amelyekben a
spacer szekvencia csonkitott (truncated) vagy meghosszabbitott. (ii) A masik lehetséges irany
az, hogy noveljiik a felismerési szekvenciat példaul parositott SpCas9-nikdzok hasznalataval
vagy Kkatalitikusan inaktiv SpCas9-parok hasznalataval, amelyeket nem-specifikus Fokl
nukleaz doménekhez fuzionaltak.

Azonban az egyik legigéretesebb megkozelités az off-target hatas csokkentésére a
megnovelt pontossagth SpCas9 variansok 1étrehozasa. Az elsé két ilyen publikalt varians az
eSpCas9 és az SpCas9-HF1 volt, melyeket racionalis tervezéssel hoztak 1étre. Mindkét mutans
jelentdsen csokkentette a fellépo off-target hatast. Még akkor is ezt tapasztaltak, ha teljes genom
off-target analizissel vizsgaltak oket, habar még mindig talaltak olyan off-target szekvenciakat,
amiket a két varians hasitott. Azonban ezek a szekvenciak elsésorban olyanok voltak, amelyek
csak egy bazissal tértek el az on-target szekvenciatol. Tovabba a célszekvencidk egy
részhalmaza, amelyet az SpCas9-HF1 publikacioban atipikusnak neveztek és ismétlédd vagy
homopolimer szekvenciakbol alltak, még mindig jelentés mértékii off-target hatast mutattak.

Ezen két megjelent publikaciot kovetden tovabbi megndvelt pontossagti SpCas9 varidnsokat is



leirtak: az ugyancsak racionalis tervezéssel kifejlesztett HypaSpCas9-et és az evoSpCas9-et, az
utobbit egy szelekcids sémaval azonositottak.

Azonban kimutattadk, hogy a megnévelt pontossagi variansok rosszul miikddnek
bizonyos tipusi 5' médositott sgRNS-ekkel. Ennek a kérdésnek gyakorlati vonatkozasai is
vannak: Az sgRNS-ek atirasara altalanosan alkalmazott promoterek (U6 és T7) szekvencia-
kovetelménye miatt gyakran hasznalnak 5' mddositott sgRNS-eket a vad tipust (WT) SpCas9-
el, ahol megfelel6 20G-N19-NGG célszekvencidk bioinformatikailag nem azonosithatok. Egy
masik publikalt eredmény, hogy a megndvelt pontossagli variansok bizonyos on-targetek esetén
alacsonyabb aktivitast mutatnak, mint a WT SpCas9. Tovabba arrdl is beszamoltak, hogy a
megnovelt pontossagl varidnsok nem miikddnek hatékonyan RNP formaban, aminek a klinikai

alkalmazasok szempontjabol is nagy jelentdsége van.



Ceélkitiuzések

A megnovelt pontossagli SpCas9 variansokkal kapott eredmények nagyon biztatoak, de
tovabbra IS vannak olyan célszekvencidk, amelyek csak a jelents Off-target hatas mellett
hasithatéak ezen variansokkal. Sajnos nagyon rossz hatékonysaggal prediktalhatoak, hogy
melyek ezek a szekvenciak.

Tovabba nehéz eldonteni, hogy melyik SpCas9 varianst célszerli valasztani a tobbi
varianssal szemben az olyan alkalmazasok esetén, ahol az off-target-mentes hasités
kiemelked6en fontos, mivel ezen nukleazokat kiilonboz6 kisérletes rendszerekben jellemezték
(kiilonféle célszekvenciakon és sejtvonalakban és kiilonféle modszerekkel a genom-szintii
specificitasuk meghatarozasahoz).

Annak ellenére, hogy altalanossagban elmondhatd, hogy a megnovelt pontossagu
variansok alkalmazéasanak koszonhet6en az off-target hatas jelentésen csokkent az SpCas9
hasznélata esetén, a bevezetésben megemlitett limitaciok (pl. alacsony aktivitds 5' modositott
SgRNS-ekkel vagy RNP formdban torténd alkalmazés esetén, valamint a csokkent szamu
rendelkezésre allo célszekvencia) megakadalyozzak a megndvelt pontossagu variansok teljes

potencialjanak kihasznalasat.

Ezért a kovetkezo célokat tuztem ki:

1. A megnovelt pontossdgl variansok szisztematikus jellemzését ugyanazon
kisérletes rendszerekben €s ugyanolyan koriilmények kozott.

2. A mar publikalt variansokhoz képest egy 11j, még jobban mikddo és nagyobb
pontossagu SpCas9 varians létrehozasat.

3. A megnovelt pontossagll variansok és a kiilonféle tipusti 5' modositott sgRNS-
ek kozotti kompatibilitas vizsgalatat.

4. Annak vizsgalatat, hogyan lehetne tovabb ndvelni a genommodositas
specificitasat a megndvelt pontossagu varidnsok és mas specificitas-noveld

modszerek kombinalasaval.



Modszerek

Plazmid konstrukcidok

A vektorokat szokasos molekularis bioldgiai technikak alkalmazéasaval allitottuk eld,
beleértve a one-pot klonozasi modszert, az E. coli DH5a-kozvetitett DNS-Gsszeallitasi

modszerét, a NEBuilder HiFi DNS-0sszeallitasat és a Body Double klonozasi modszert.

Sejtkultarak fenntartasa és transzfekcioja

Ezen kisérletek sordn az alabbi sejtvonalakat alkalmaztuk: egér N2a, human HEK293,
NZ2a.dd-EGFP (altalunk létrehozott sejtvonal, amely egy példanyban integralva tartalmazza az
EGFP-folA dihidrofolat reduktaz destabilizaciés domén fuzids fehérjét kodold kazettat,
amelyet a Prnp promotere hajt meg), N2a.EGFP és HEK-293.EGFP (altalunk létrehozott
sejtvonal, amely egy példanyban integralva tartalmazza az EGFP kazettat, amelyet a Prnp
promotere hajt meg). A transzfektalast TurboFect transzfekcids reagenssel végeztiik a gyartd

altal ajanlott protokoll szerint.

EGFP hasitasi teszt

Az SpCas9 variansokat teszteltiik az EGFP hasitasi tesztben ugy, hogy a sejtekben a
fluoreszcencia jel megsziinését mértilk. Az egy példanyban integralt EGFP riporter fehérjét
kodold szekvenciaban eldidézett SpCas9 altal célzott kett6s szala DNS torés (DSB) utan a
hibajavitas a hibara hajlamos nem-homolog vég-a-véghez illesztésbol (NHEJ) torténik meg, és
ez leolvasasi keret eltolodast okozo mutacidkat hozhat létre, aminek a kovetkeztében
megsziinik a fluoreszcens jel. Ezen kisérleteket N2a.EGFP és N2a.dd-EGFP sejtekben
végeztik. Az SpCas9 variansokat és az sgRNS-eket plazmid vagy RNP formaban

transzfektaltuk. A transzfektalt sejteket dramlési citométerrel mértiik.

Western blot

Az SpCas9 variansokat immunoblot elemzéssel teszteltiik annak ellendrzésére, hogy a
mutaciok nem valtoztatjdk-e meg az SpCas9 expresszids szintjét, €és hogy a hasonld
koriilmények kozott kifejezett fehérjék mennyisége Osszehasonlithato-e. Az N2a.dd-EGFP
sejteket transzfektaltuk, majd a transzfekcios hatékonysag ellendrzésének céljabol a
transzfekciot kovetd negyedik napon aramlasi citométerrel lemértiik a sejteket, és a maradék
sejteket Harlow pufferrel felszuszpendaltuk. A blottot egy ¢jszakan at 4 © C-on elsédleges anti-

FLAG és anti-p-aktin antitestekben inkubaltuk. Masnap a mosasi 1épések utan a membranokat
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HRP-konjugalt masodlagos anti-egér antitesttel inkubaltuk. A fehérjékbol szarmazoé jelet ECL
segitségével hivtuk eld és CCD-kameraval detektaltuk.

Transzkripcid aktivalas

Azon tul, hogy az SpCas9 egy programozhat6 nukledz, az egyik alkalmazasi lehetdsége
az, hogy effektor doméneket célzottan a genom egy kivalasztott lokuszahoz juttassunk vele az
endogén gén expresszidjanak modulalasahoz. A transzkripcio aktivalasi kisérleteinkhez a
Konermann és munkatarsai altal publikalt modszert hasznéltuk, melyben olyan moddositott
SgRNS-eket hasznaltunk, amelyek két minimalis hairpin aptamert tartalmaznak a tetraloopban
¢és a stem loop 2-ben, és szelektiven kotik a dimerizalt MS2 bakteriofag burokfehérjéket. A
katalitikusan inaktiv SpCas9-cel komplexalt sgRNS kotddik a célszekvencidhoz és az sgRNS-
en talalhaté hairpinek az MS2-p65-HSF1 fuzionalt fehérjéket odatoborozzak, amely

transzkripcid aktivalast tud medialni.

GUIDE-seq és TIDE

GUIDE-seq modszerrel kiilonb6zé SpCas9 varidnsokat vizsgaltunk 13 kiillonb6zo
célszekvencian, plazmid vagy RNP formaban, HEK293.EGFP sejtekben. A modszer soran €16
sejtekben elforduld és mesterségesen eldidézett ketts szalit DNS torések helyére egy védett,
rovid, kettdsszali oligodeoxinukleotid (dsODN) hatékonyan integralodik. Az egyes
célszekvenciatol eltérd helyek koriili genomidlis kornyezetet e rovid szekvencia és a ligalt
adapterek felhasznalasaval amplifikaljuk, majd 0j generacios szekvenalast kovetden in silico
azonositjuk a ténylegesen el6forduld off-target szekvenciakat. Az on-target hasitast minden

kisérlet soran vagy EGFP hasitasi teszttel vagy TIDE moddszerrel ellendriztiik.

’Onvagd’ EGFP-expresszids plazmid hasznalata NHEJ-medialt integraciéhoz

Ennek a megkozelitésnek a legfontosabb eleme egy *6nvagd’ plazmid hasznalata, amely
fokozza a célzott integraciot. A modszer hasznalata soran kétféle plazmidot transzfektalunk: (i)
egy plazmidot, ami expresszalja az SpCas9-et és egy genomi helyet célzo sgRNS-t; valamint
(i1) egy ’0nvagd’ donor plazmidot, ami tartalmaz egy EGFP-kazettat és egy sgRNS-t, ami magat
a donor plazmidot c€lozza (és nem talalhato célszekvencidja a genomban). A transzfekcio utan
az SpCas9 nemcsak a genomi on-target szekvenciat, hanem a donor plazmidot is hasitja. A
hasitott genomi DNS javitdsa soran a lineédris donor plazmid hatékonyabban integralodik a

genomba, mint egy cirkularis donor plazmid.



Eredmények

A megnovelt pontossaglt SpCas9 variansok kozott megfigyelhetd egy specificitas és egy target-

szelektivitds szerinti rangsor, ami szerint a targetek szintén sorrendbe allithatdak.

A tanulmény elsé 1épéseként egyazon rendszerekben kivantuk jellemezni a vad tipusu
(WT), a mar leirt megnovelt pontossaga SpCas9 variansokat (e-, -HF1, Hypa- és evoSpCas9),
valamint azokat, amelyeket ezeknek a mutacidinak a kombinalasaval hoztunk létre
(Hypa2SpCas9 és HeFSpCas9). Az SpCas9 varidnsok elsé 0sszehasonlitd kisérleteit EGFP
hasitasi teszttel végeztiik. Els6 1épésben az SpCas9 variansok on-target aktivitasat teszteltiik 47
sgRNS alkalmazasaval, amelyek 20 nukleotid hossza, a célszekvenciaval tokéletesen

komplementer spacer szekvenciat tartalmaztak, és az EGFP kodolo szekvenciat céloztak meg.

crer

crer

tenni a variansok specificitasa kozott az adott targeten.

A kiilonféle megndvelt pontossagl varidnsok ezen Osszehasonlitdsa soran fény deriilt
arra, hogy ezen variansok kozott sorrend allithatdo fel a specificitasuk alapjan, amely
parhuzamosan novekszik a target szelektivitasukkal (nagyobb target szelektivitassal rendelkezd
varians esetén ezzel forditottan csokken az aktivitas atlaga és csokken a rendelkezésre alld
szekvenciak halmaza is) a kovetkezd sorrendben: WT SpCas9 < eSpCas9 < SpCas9-HF1 <
HypaSpCas9 < Hypa2SpCas9 < evoSpCas9 < HeFSpCa9. Erdekes médon ezen kiilonbségek a
variansok kozott nem voltak egyértelmiiek az eredeti publikaciokbol.

Figyelemre méltd, hogy a célszekvenciak hasithatosaga a fenti variansokkal egyiitt
szisztematikusan valtozik az on-target kisérletekben, ami lehetdvé teszi a célszekvenciak
hasithatdsaguk szerinti rangsorolasat is. A kiilonb6zd pontossagli nukledz varidnsok off-target
hasitasi hajlandésdga szintén szisztematikusan valtozik a mismatch teszt soran a
célszekvenciakon, és ugyanaz a célszekvencia sorrend figyelheté meg rajta, mint az on-target
eredmények esetén. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az SpCas9 variansok hasitasi
hatékonysaga és specificitasa Osszefliggnek és nagysagukat nagyban befolyasolja az adott
célszekvenciak nukleotid sorrendje. Azt feltételezziik, hogy az eredményeink soran latott
mintazat oka a (i) target szekvencia egyedi hozzajarulasanak, (ii) a megnovelt pontossagu
mutacioknak és (iii) a mismatcheknek (amennyiben vannak) az 6sszead6do hatasa. Ezeknek a

hatasoknak az ered6je az, ami elsésorban szabalyozza a hasitasi aktivitast minden egyes hasitasi
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esemény esetén. A target sorrendet jobban megnézve lathatjuk, hogy a rangsor egyik végén
vannak azon - altalunk ’nagy-hozzdjaruldasu’ szekvenciaknak elnevezett - szekvenciak,
amelyeket minden varians képes hasitani, de csak a legmagasabb pontossagu varians hasitja
6ket minimalis off-target hatassal. A rangsor masik végén vannak azon - ’Kis-hozzdjaruldsu’ -
szekvenciak, amelyeket csak az Kisebb specificitasu variansok és a WT SpCas9 képesek
hasitani, viszont lényegesen alacsonyabb szintii off-target aktivitas mellett. A nagyobb
pontossagll variansok, mint példaul a HeF-, evo-, Hypa2SpCas9, nem hasitjadk hatékonyan
ezeket az alacsony-hozzajarulasu célszekvenciakat.

A célszekvencidk ezen tulajdonsaga alapjan feltételezhetd, hogy nem lehetséges egy
’szuper’ SpCas9 varians l1étrehozasa, amely off-target hatas nélkiil nagy hatékonysaggal hasitja
az Osszes célszekvenciat. Ennek megfelelden eredményeinkbdl az kdvetkezik, hogy sziikség
van egy sor ndvekvo pontossagu SpCas9 variansra, hogy lehetséges legyen az optimalis nukleaz

kivélasztasa a rangsorban barhol elhelyezkedd célszekvenciahoz.

5’ meghosszabbitott SQRNS-ek illeszkedd 5° G nukleotiddal jobban csokkentik a megndvelt

pontossagn nukledzok aktivitasat, mint nem illeszkedd 5° G nukleotiddal.

Az 5> modositott sgRNS-eket gyakran hasznaljdk a WT SpCas9-el, ha
bioinformatikailag nem lehet megfelel6 20G-N19-NGG-célszekvencidkat azonositani a kivant
genomi régioban. A leggyakrabban alkalmazott promoterek (példaul az emlds sejtekben
hasznalt human U6 promoter vagy az in vitro atirashoz hasznalt T7 promoter) esetén a hatékony
transzkripcidhoz a szekvencia 5' végén egy G nukleotidra van sziikség. Ezen 5> G nukleotid
feltétel teljesitésére leggyakrabban alkalmazott 5° moddositds soran az SgRNS spacer
szekvenciajat meghosszabbitjak egy extra huszonegyedik 5’ G nukleotiddal (21G-sgRNS).
Megvizsgaltuk ezen mddszer kompatibilitasat a megndvelt pontossagu variansokkal, és azt
talaltuk, hogy a 21G-sgRNS-ek negativan befolyasoljak ezen nukleazok aktivitasat
(6sszhangban a tanulmanyunk kozzététele utan megjelent publikaciokkal). Erdekes médon azt
tapasztaltuk, hogy a spacer szekvencia meghosszabbitasa egy a targetalt DNS szalhoz
illeszkedd 'S' G nukleotiddal sokkal karosabb ezen nukledz variansok aktivitdsara, mint egy
nem-illeszkedé 5° G nukleotiddal torténé meghosszabbitas. Az eredményekbdl kovetkezik,
hogy a megndvelt pontossagu nukleazok altalanossaghan nem kompatibilisek az 5’
meghosszabbitott SgRNS-ekkel, és rutinszeriien csak tokéletesen illeszkedd 20G-sSgRNS-ekkel

hasznalhatok.
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A megnovelt pontossagtl varidnsok WT-szinti kotési aktivitast mutatnak olyan

célszekvenciakon, melyeket nem tudtak hatékonyan hasitani.

Az SpCas9 nukleazok egyik alkalmazasi lehet6sége, hogy effektor doméneket célzottan
a genom egy kivalasztott lokuszahoz tudunk iranyitani vele, és igy egy endogén gén
expressziojat tudjuk szabalyozni. Az eSpCas9 és az SpCas9-HF1 nukleazok ugy lettek
megtervezve, hogy gyengébb kolcsonhatast alakitsanak ki @ DNS szélakkal. Ezért nem volt
vilagos, hogy vajon a ribonukleoprotein komplexeik DNS kétése tovabbra is azonos szinti lesz-
e, mint a WT SpCas9 esetén. Kivancsiak voltunk, hogy az eSpCas9 és SpCas9-HF1, valamint
a magasabb pontossagi HeFSpCas9 milyen szinti transzkripcid aktivaciot képes eldidézni. A
varakozasokkal ellentétben az Gsszes vizsgalt nukleaz hasonlo aktivitast mutatott, mint a vad
tipus. Mind a 21G-sgRNS, mind a csonkitott spacerrel rendelkez6 SQRNS-ek esetén 15-20-
szoros aktivaciot mértiink. Ezen eredmények, bar kozvetettek, de arra utalnak, hogy a
megndvelt pontossagi nukleazok kotédése az olyan célszekvenciahoz, amelyeknél a hasitasi
hatékonysag lecsokkent, nem romlik el még 5’ modositott sgRNS-ek esetén sem.

Azért, hogy egy direktebb in vitro megkdozelitéssel is megvizsgaljuk a nuklazok kotédési
aktivitasat, elektroforetikus mobilitasi eltolodasi vizsgalatot (EMSA) végeztiink. Azt
tapasztaltuk, hogy bar a HeFSpCas9 nem mutat nukleaz aktivitast a kivalasztott
célszekvencidkon, mégis megdrzi a DNS-koto képességének nagy részét ezen targetek esetén.
Tovabba annak érdekében, hogy jobban megértsiik az 5' G nukleotid meghosszabbitas hatasat,
megvizsgaltuk az eSpCas9 és SpCas9-HF1 nukleazok in vitro kotédését illeszkedd 21G-
SgRNS-ekkel. Megallapitottuk, hogy bar az EGFP hasitasi tesztben az 5> G meghosszabbitas
teljesen megsziinteti a nukleazok hasitasi aktivitasat ezeken a targeteken, ugy tiinik, hogy a

kotodésiik valtozatlan marad.

Megnovelt pontossagu variansok hasznéalata RNP forméban tovabb ndveli a specificitast.

A SpCas9 variansok RNP formaban torténd hasznalata a leend6 klinikai alkalmazasok
egyik lehetséges modszere. Kivancsiak voltunk, hogy képesek vagyunk-e tovabb ndvelni a
megnovelt pontossadgu varidnsok genommodositdsdnak specificitasat, ha RNP formaban
hasznaljuk Oket szemben azzal, amikor ugyanazon célszekvencidkat ugyanazon nukleaz
variansokkal kivanjuk hasitani, de plazmid formaban alkalmazva 6ket human sejteken. Az
EGFP target site 20, 43 és a FANCF target site 2 példajan mutattuk meg, hogy a megnovelt
pontossagll variansokat RNP formaban haszndlva valoban tovabb csokkenthetd az off-taget
hatas. Ezen eredmények ravilagitanak az RNP-formatummal kombinalt megndvelt pontossagu

variansok hasznalataban rejlé oridsi potencialra.
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Osszefoglalas

Osszehasonlitottuk a mar publikalt megndvelt pontossagi nukleazokat (eSpCas9,

SpCas9-HF1, HypaSpCas9, evoSpCas9) és az altalunk Iétrehozottakat (Hypa2SpCas9,
HeFSpCas9) ugyanazon rendszerekben, hogy megértsiik azokat a tényezdket, amelyek
befolyésoljak a hasitasi hatékonysagukat és pontossagukat.
1. A kiilonféle megndvelt pontossagl varidnsok Osszehasonlitdsa soran fény deriilt arra,
hogy ezen variansok ko6zott sorrend allithaté fel a specificitasuk alapjan, amely parhuzamosan
novekszik a target-szelektivitasukkal (ezzel forditottan az adott varidns nem, vagy csak
csokkent aktivitassal hasitja a célszekvenciak egy részét, amelyeket a WT SpCas9 tud hasitani
¢s ennek eredményeként csokken az atlagos aktivitas és csokken az elérhetd szekvencidk
halmaza) a kovetkezd sorrendben: WT SpCas9 < eSpCas9 < SpCas9-HF1 < HypaSpCas9 <
Hypa2SpCas9 < evoSpCas9 < HeFSpCa9.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy nem csak a nukledzok, hanem a
célszekvenciak is rangsorolhatoak. A rangsor egyik végén vannak a - ’nagy-hozzdajarulasu’ -
szekvenciak, amelyeket minden varians képes hasitani, de csak a legnagyobb specificitasa
varians hasitja 6ket minimalis off-target hatassal. A rangsor masik végén vannak a - ’Kis-
hozzajarulasu’ - szekvenciak, amelyeket csak az alacsonyabb specificitast variansok és a WT
SpCas9 képesek hasitani, viszont Iényegesen alacsonyabb szintii off-target hatas mellett.

2. Az altalunk azonositott rangsorok alapjan gy tiinik, hogy nem lehetséges egy ’szuper’
SpCas9 varians létrehozasa, amely nagy hatékonysaggal hasitja az dsszes célszekvenciat, off-
target hatas nélkiil. Ennek megfeleléen eredményeinkbdl az kovetkezik, hogy sziikség van egy
sor novekvé specificitasu SpCas9 variansra, hogy lehetséges legyen az optimalis nukleaz
kivalasztasa a rangsorban barhol elhelyezkedd célszekvenciakhoz.

3. Megmutattuk, hogy a megndvelt pontossagl variansok rutinszeriien csak olyan sgRNS-
ekkel alkalmazhatok, amelyek 20 nukleotid hosszi, a célszekvencidval tokéletesen
komplementer spacert tartalmaznak (20G-sgRNS-ek). Az 5" modositott sgRNS-ek jelentésen
csokkentik a megndvelt pontossagu variansok on-target hasitasat.

4. Megmutattuk, hogy a megndvelt pontossagu variansokat nem plazmid, hanem RNP

formaban juttatva be a sejtekbe a hasitas specificitdsa tovabb ndvelhetd.
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