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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

2.1. CRISPR attekintés

Szamtalan bioldgiai mechanizmus felfedezéséhez és tanulmanyozasahoz elengedhetetlen a
genetikai informdacio szerkesztésének képessége. Az alkalmazott tudoményok, a biotechnologia
és az orvostudomany teriiletén is hatalmas sziikség van olyan technikakra, amelyekkel a DNS
specifikus szakaszait lehet iranyithatdban modositani. A minddssze néhany éve elterjedt
CRISPR rendszer forradalmi valtozasokat okozott annak koszonhetéen, hogy egyszeriien, egy
rovid RNS szekvencia modositasaval képes nagy hatékonysaggal a kivant DNS szakaszt
modositani.

A CRISPR rendszer elterjedését megel6zden restrikciés enzimeken alapuld génszerkesztd
technologiakat is alkalmaztak a genom modositasara, ilyenek a cink-ujj nukleazok (ZFN) és az
aktivatorszerli effektor nukleazok (TALEN). Ezen technoldgiak hatranya, hogy minden egyes
kisérlethez fehérjeszinten kell megvaltoztatni a molekuldkat, mivel ezeknél a modszereknél a
DNS szekvencidk felismerése nem RNS-DNS, hanem fehérje-DNS kotésen alapul®?,

A természetben a CRISPR/Cas rendszer a kiilsé behatolokkal szembeni védekezés része
prokariotakban, melynek soran felismerik és elhasitjak a timado6 organizmusok nukleinsavait.
A védekezés az adaptacio, az expresszio és érés, valamint az interferencia szakaszokbol all (1.
abra). Az adaptacio soran a Cas9 fehérjék az idegen DNS-b6l rovid szakaszokat (a
protospacereknek nevezett szekvenciakat) a prokaridta genomba épitik. Ezeket a beépitett
szekvenciakat spacereknek hivjak (1. abra, a). A spacereket a CRISPR lokusz ismétlodo
szekvenciai hataroljak, és egy Ujabb tdmadés esetén felhaszndlhatok a védekezéshez. Az
expresszios és érési szakaszban atirddnak a Cas9 fehérjéket, a pre-crRNS-eket (CRISPR RNS),
¢s a tracrRNS-t (transzaktivald crRNS) kodolo gének. A pre-crRNS-ekbdl 1étrejonnek az egy-
egy spacer szekvenciat tartalmazo, egyedi crRNS-ek (1. abra, b). Az interferencia fazisban
1étrejon a Cas9-CrRNS és tracRNS fehérje-RNS komplex. A tracrRNS részben komplementer
a CrRNS-el és egyiittesen egy RNS duplexet hoznak létre, amelyet felismer és kot a Cas9. A
nukledz a spacer szekvencia segitségével Watson-Crick bazisparosodas alapjan azonositja az
idegen DNS molekulakat, amelyeket mindkét szalon elhasit (1. abra, c). A cél-DNS
felismeréséhez sziikség van még egy konzervalt, néhany bazisparos szakasz jelenlétére a
célszekvencia mellett, ez a protospacer melletti motivum (PAM) szekvencia, amelynek
segitségével a Cas9-CRNS-tracrRNS komplex megkiilonbozteti az idegen DNS-t a sajat DNS-
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1. Abra. A prokariétikban létezé természetes CRISPR/Cas9 rendszer mechanizmusa és a
genomszerkesztésre hasznalt modositott CRISPR/Cas9 technologia

a— C, A természetben 1étezd CRISPR/Cas9 rendszer mechanizmusdnak harom f6 fazisa van.

a, Adaptacio: a baktériumok az ket tamado virusokbol a ,protospacernek” nevezett specifikus genomi
szekvencidkat szereznek, és beépitik azokat a CRISPR lokuszba. Ezek a spacerek. b, Expresszio és érés: A
tracrRNS, a Cas9 enzim és a CrRNS exresszalodnak. A pre-crRNS-ekbdl egyedi spacereket tartalmazo crRNS-ek
keletkeznek. c, Interferencia: megtorténik a crRNS és a tracrRNS bazisparosodasa, amely crRNS: tracrRNS
hibriddé¢ alakul, majd ezek késébb a Cas9 fehérjékkel komplexet alkotnak. A hibrid RNS alapjan a Cas9 fehérje
megtalalja a spacerrel komplementer protospacer célszekvenciat, melyek kozott bazisbarosodas torténik, majd a
Cas9 nukleaz hasitja a target DNS mindkét szalat. d, A genomszerkesztés soran a kiméra gRNS-t a tracrRNS és a
crRNS hibridizaciojaval allitjak eld. A gRNS spacere alapjan a Cas9 nukleaz felismeri azokat a célszekvenciakat,
amelyek a protospacerrel szomszédos motivum (PAM) szekvenciatdl upstream helyezkednek el és a DNS mindkét
szalat hasitja®. Abra forrasa: Barman és mtsai, 2019 alapjan.



A Streptococcus pyogenes baktériumbodl szdrmazd Cas9 endonukledz (SpCas9) jelenleg a
génmodositasra legelterjedtebben alkalmazott CRISPR/Cas rendszer. A specificitast a CrRNS
(1. abra, c), vagy ennek mesterségesen tovabbfejlesztett verzidjaként a crRNS és a tracrRNS
fazidjabol 1étrehozott guideRNS (gRNS) 5° végén elhelyezkedd 20 bazisparos szekvencia, a
spacer biztositja. A spacer segitségével keriil felismerésre a célszekvencia (target)
komplementer DNS-RNS hibridizacié alapjan (1. abra d, és 2. abra). A target szekvencia
duplaszalt DNS-e kihurkoldodik és a komplementer szekvenciak kozott RNS-DNS
heteroduplex keletkezik a gRNS és a cél DNS kozott. A Cas9 nukleaz hasitja a targetet és a
targettel komplementer DNS szélat is, igy kettés szalt toréseket general?.

A mai molekularis biologiai technikdkkal mar kdnnyedén valtoztathaté a spacer szekvencidja,
ennek koszonhetd a rendszer robbanasszerii elterjedése®®. A Cas9 fehérje segitségével szinte
barmilyen genomi szakasz szabadon modosithatd, ezért jelentds biotechnoldgiai, orvosi €s

tudomanyos felhasznaldsa van.

5.

Genomi DNS PAM

Cas9 Nukleaz
9

5' rlll,l SN -

N s

PAM-t6l
20. bazis

| AR LR T L

2. Abra. Cas9 nukleaz a gRNS-el és a genomi target DNS-¢l

Az abran a Cas9 nukledz, a gRNS és a genomi target DNS egyiittesen lathaté sematikusan abrazolva. Kék szinnel
a fehérje, ollokkal a DNS duplaszalu hasitasa, feketével a target és kdrnyezetének szekvencidja, pirossal a PAM
szekvencia van jelolve. A gRNS spacer szekvencidja, amely a targettel komplementer, sargaval van jeldlve és a
guideRNS 3’ részével folytatdodik, amelynek erés masodlagos szerkezete van. A spacerben fekete nyillal van
jelolve a gRNS 5’ els6 bazisa, amelyet 20. pozicidnak szoktak nevezni, mert a PAM-t6l 20 bazisra talalhato a
targetben az ennek megfeleld nukleotid. Abra forrasa: https://horizondiscovery.com/en/products/gene-
editing/gene-editing-reagents/crispr-guide-rna oldal alapjan.


https://horizondiscovery.com/en/products/gene-editing/gene-editing-reagents/crispr-guide-rna
https://horizondiscovery.com/en/products/gene-editing/gene-editing-reagents/crispr-guide-rna

Az SpCas9 az NGG szekvencidju, 3 bazisparos PAM motivumot ismeri fel. A DNS
duplaszaltorése az SpCas9 esetében a targetben a 17. és a 18. bazisparok kozott torténik a spacer
5’ végétdl szamolva és tompa végek keletkeznek (3. dbra). A Bacteridk és Archedk kiilonb6z6
fajai kozott a CRISPR/Cas rendszer szamos variacioja alakult ki, amelyek alapjan a CRISPR
rendszerek tobbféle osztilyba és csoportba sorolhatok. A kiilonb6zd, eddig felfedezett
CRISPR/Cas fehérjék eltér6 PAM motivumokat ismerhetnek fel, és eltér6 lehet a DNS hasitas
modja is (3. abra)®.

Enzim neve Mérete PAM motivumja és DNS hasitasi modja
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3. Abra. Néhany eddig felfedezett CRISPR/Cas rendszer PAM szekvenciija és DNS hasitasi médja

Az abran néhany eddig felfedezett Cas fehérje és az altaluk felismert PAM motivumok, valamint a DNS hasitasi
modjuk lathato. Kék szinnel a PAM motivumok szekvencidi, piros nyilakkal a PAM szekvenciatdl a megjeldlt
bézispéarnyi tavolsagra létrejove hasitas helye lathato. 8. Abra forrasa: Komor és mtsai, 2016 alapjan.

.

A kiilonféle Cas nukleazok altal 1étrehozott DNS duplaszaltorés két f6 mechanizmussal
javitodik a sejtekben, és mindkét javitasi mechanizmus altal moédosulhat a DNS szekvencia (4.
abra, a). Az NHEJ mechanizmus altal indel mutaciok hozhatok létre a kivant szakaszon, a
homolog rekombinacios hibajavitas (HR) soran pedig templat DNS jelenlétében a szekvencia
pontos moédositasa érhetd el’. Az SSA hibajavitas a homoldg rekombinicios javitds egyik

altipusa (nincs abrazolva), amely két ismétlddd szekvencia kozott torténik.



Az SSA hibajavitas soran az 5-3” irdnyban visszaemésztett szalaknal a két ismétlddo szekvencia
szolgal templatul, amelynek eredményeképp az eredetileg kétszer el6fordulo szekvencia helyett

csak 1 kopia marad meg €s a kdzbenso szekvenciak kiesnek.

A CRISPR rendszerrel tobbféle mdodon valosithatd meg a genom irdnyitott szerkesztése,
melynek néhany tipusa a 4. abra a, b és c részén lathatdo. Génmodositas hozhato 1étre
,klasszikus” modon, a duplaszala DNS hasitasa altal kivaltott DNS javitasi eljarassal (3. dbra
a). A DNS kotésre képes, de hasitasra nem képes inaktiv dCas (nukleaz inaktivalt, dead Cas)
fuzionalhatd6 deaminazokkal, hogy egy aminocsoportot a citozinban, vagy adeninben
hidrolizaljanak, mellyel specifikus bazis modositas, C->T, illetve A->G konverzi6 érhet6 el.
Az RNS-ek bazis szerkesztéséhez az RNS-re haté adenozin-dezaminazokat fuzionaljak a
dCas13 enzimhez'® (4. abra b). Egy masik médszer a transzpozabilis elemek helyspecifikus
(4. abra ¢). A prime editing nevii modszer szintén alkalmas génszerkesztésre (nincs abrazolva).
Ennek sordn egy, csak a DNS egyik szalat hasito mutans Cas9-et (nikéz) fuzionalnak reverz
transzkriptazzal. A gRNS 3’ végét pedig a target mddositasara alkalmas donor szekvenciaval
hosszabbitjak meg, amelyet a reverz transzkriptdz atir, a keletkezett ssDNS pedig beépiil az

egyik szalon hasitott target szekvenciaba®l.

A CRISPR/Cas rendszerrel génszabalyozas is végbe vihetd. Tobbféle transzkripcids, vagy
epigenetikus szabalyozot lehet kozvetleniil fuziondlni, vagy RNS-protein kdlcsonhatasokkal
kozvetve kapcsolni a dCas-okhoz. A gének expresszidjat lehet aktivalni, (CRISPRa), vagy
gatolni (CRISPRi), a kapcsolt szabalyozd fehérjék funkciondlis jellegétdl filiggden.

crer

a dCas nukleazok segitségével (4. abra d).
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4. Abra. Génmoédositas és génszabalyozias CRISPR-el

Az abran a CRISPR/Cas rendszerek altal elérhetd fobb génmodositasi és génszabalyozasi tipusok lathatok. a, A
kiilonféle nukleazok altal létrehozott DNS duplaszaltorés két f6 mechanizmussal javitodik a sejtekben, NHEJ,
vagy homoldg rekombinacids hibajavitassal (HR). b, Az inaktiv Cas nukledzok fuzionalhatok deaminazokkal,
mellyel specifikus bazis modositas érheté el. Az RNS-ek bazis szerkesztéséhez az RNS-re hatdé adenozin-

crer

indukalni a transzpozaz komplexek, inaktiv Casl2 iranyitasaval. d, A transzkripcids, vagy epigenetikus
szabalyozokat lehet kozvetleniil fuziondlni, vagy RNS-protein kdlesonhatasokkal kdzvetve kapcesolni a dCas-
okhoz. A gének expresszidjat lehet aktivalni, (CRISPRa), vagy gatolni (CRISPRIi), a kapcsolt szabalyozo fehérjék

crer

keresztiil”. Abra forrasa: Moon és mtsai 2019 alapjan.

Annak ellenére, hogy a CRISPR/Cas rendszereknek ma mar szamtalan biotechnologiai
alkalmazasa van, vannak limitaciéi iS. Az egyik, hogy nem minden target szekvencidval
képesek hatékony miikodésre. Ennek megoldasara nyujthat segitséget a tobbféle ismert nukleaz
alkalmazasa, valamint olyan Cas9 verziok hasznalata, ahol az SpCas9 nemcsak NGG, hanem
NG PAM-al is képes miikddni, amelyekkel megndvelhetd a lehetséges targetek szama'?®, A
CRISPR-es alkalmazasokndl nagy nehézséget okoz a hatékony bejuttatas is, ezeknek a
fejlesztésével szamos csoport foglalkozik'*. A CRISPR masik hatranya az off-target hatas,

amely részletesebben a kdvetkezd fejezetben kertil kifejtésre.
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2.2. A CRISPR/Cas rendszerek off-target hatasa és az ennek csokkentésére iranyulo
torekvések

A CRISPR/Cas rendszerek hasznalata soran felmeriil6 egyik legnagyobb probléma az off-target
hatds. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy a CRISPR/Cas rendszerek éltal célozni kivant DNS
szekvencian kiviil a Cas fehérjék mas, a célszekvenciahoz hasonlé genomi pozicidkat is
hasitanak®®. Ez nemkivant mellékhatdsokat eredményezhet a kisérlet, vagy a potencialis
gyogyaszati beavatkozas soran.

Ma mar a kiilonb6z6 Cas fehérjékre tobbféle adatbazis nyujthat segitséget olyan targetek
kivalasztasahoz, amelyeknek viszonylag kevés szamu off-targete van az adott organizmusban.
Azonban az valtozatlanul rosszul prediktalhato, hogy melyik off-target keriil hasitasra. Ezért
szamos stratégiat kozoltek a szakirodalomban a gRNS modositasatol kezdve, a Cas9 fehérjék
modositasan keresztiil a fiziés fehérje rendszerek létrehozasaig®.

Az 5. abra a részén szerepelnek ezek koziil a megnovelt specificitasu Cas9 variaciok idérendi
sorrendben az SpCas9?"°-ig bezardlag. Az egyik legizgalmasabb és egyben legelterjedtebb
modszer ezen mutaciokkal 1étrehozott megndvelt specificitasu SpCas9 variansok alkalmazasa
az off-target hatds csokkentése érdekében. Az eSpCas9 1°, SpCas9-HF1 17, HypaCas9 8 és
SpCas9?™© 19 3 fehérjeszerkezet ismeretében, kiilonb6zé mutacidk bevitelével késziiltek, az
evoCas9 %, xCas9 12 és a Sniper-Cas9 # pedig iranyitott evolticioval (5. dbra a).

Az off-target hatas csokkentésére iranyuld masik modszer a gRNS-ek moédositasa. Ezek

tobbsége az RNS 5’ végén fordul eld, beleértve a gRNS kettd vagy harom bdazissal valo

t22 t23

csonkitasat=, két guanin nukleotiddal valé meghosszabbitasat™ és az 5° vég DNS-el vald
helyettesitését!>?*. A kémiailag modositott nukleotidok, péld4ul a 2°- O-metil-3° -foszfono-
acetat (MP) és az athidalé nukleinsavak (2°, 4-BNANC [N-Me]) a gRNS meghatarozott
szakaszain szintén nagymértékben csokkentik az off-target hatast'>?>%(5. 4bra b).

Az 5. 4bran felsorolt megoldasokon kiviil elterjedt mddszernek szamit még a dCas9 fuzidja
kiilonboz6 fehérjedoménekkel. Ilyen példaul az inaktivalt dCas9-el fuzionalt Fok1 nukledazok
alkalmazasa®’. Mivel a dCas9 csak a DNS kotésére képes, semmilyen targetet nem képes
hasitani, igy az off-targeteket sem. A fazidés megoldasok koziil az egyik legijabb megkozelités
a dCas9 ¢s egy bazis modositod fehérje (mint a citidin vagy adenin deaminéz) fizioja, amelynek
segitségével DNS torése nélkiil is lehet mutaciokat bevinni a génekbe (4. abra, b) 8%,

Egy masik modszer az off-target hatas csokkentésére a Cas nukleaz aktivitasanak idébeli

.....

csokkentésével a kivant targetek még elhasitodnak, az off-targetek pedig mar kevésbé31=2,
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Az off-target hatast sikeresen csokkenti még a nikdzok hasznalata. Ezek olyan mutans
nukleazok, amelyek csak a DNS egyik szalat képesek hasitani3.

A felsorolt modszereken kiviil tobben bemutattak, hogy a Casl2a nukleazok specifikusabbak,
mint az SpCas934-%,

(a) eSpCas9 SpCas9-HF1 HypaCas9 evoCas9 xCas9 3.7 Sniper-Cas9 SpCasg™™
| - | - 1| |
2016 2017 2018 2019
P N N
< el N S P <
SREL & FRN ¥ @
eSpCas9 ]

K810A/K848A K1003A R1060A

SpCas9-HF

N497A R661AQE95A Q926

NE92A M694A Q695A HE98A

M495V Y515N KS26E R661Q

A262T R324L S409I E480K ES43D Me94| E1219V

F539S M7631 K890N

spcaso> [ NN T |
L64P K6sP

(b) Teljes hosszuséagu gRNS Csonkolt gRNS Meghosszabbitott gRNS

Részleges DNS szubsztitiicié

—

Current Opinion in Structural Biology
5. Abra. A CRISPR/Cas off-target hatas csokkentésére iranyulo torekvések a fehérje, vagy a gRNS
modositasaval

a, A fels6é panel a kiilonféle megnovelt specificitast Cas9 valtozatokat abrazolja a megjelenésiik éve szerint
idérendi sorrendben, az SpCas9?"-ig bezardlag. Alatta bal oldalon lathaté a fehérjeszerkezet modellezve, a Cas9
doménekkel. Mellette jobb oldalon a kiilonb6z6 megndvelt specificitasi Cas9 valtozatok szekvencidjaban
létrehozott mutaciok sematikus abrazolasa lathatd. b, A specificitas novelése érdekében alkalmazott gRNS
modositasok vazlatos rajza. MP: 2°- O-metil-3° -foszfono-acetat. BNANC: 2°, 4’-BNANC [N-Me] °. Abra forrasa:
Zuo és mtsai, 2020 alapjan.
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2.3. Casl2a nukleazok

A kozelmultban Zetsche és mtsai megvizsgaltak a Casl2a (masnéven Cpfl) nukleazokat, hogy
alkalmazhatok-e génszerkesztési feladatokra®2’. Ez a munka a Cas12a-k olyan, a 6. abran is
lathato tulajdonsagait tarta fel, amelyek altalanosnak tiinnek ugyan a Cas12a nukleazok kozott,
de a Cas9-ekre nem jellemzéek. A Casl2a egyetlen crRNS-el miikodik, ellentétben a Cas9-el,
amely tracrRNS-t is igényel a target felismer6 aktivitashoz. A Casl2a-k altal felismert PAM-
motivum meglehetésen T-ben gazdag, ellentétben példaul az SpCas9-el, amely NGG
szekvenciaji PAM-ot ismer fel. Mig a Cas9 nukleazok tompa DNS végeket hoznak 1étre a DNS
kettds szl torésekor, a Cas12a 4 vagy 5 nukleotid hosszi 5' tilnytl6ju végeket eredményez®>*'.
Az 0ttér6é tanulmanyban Zetsche és mtsai 16 db Casl2a nukleazt vizsgaltak meg in vitro,
melybdl kett6t talaltak alkalmasnak hatékony genomszerkesztésre a HEK-293FT sejtekben. Az
AsCasl2a-t az Acidaminococcus sp. BV3L6, az LbCasl2a-t a Lachnospiraceae ND2006
baktériumokbol azonositottak. Ezekben a kisérletekben kevés targeten és csak az NHEJ javitasi
utvonal kiakndzasaval vizsgaltdk a Casl2a nukledzok aktivitasat és eredményeik alapjan az

AsCas12a és LbCas12a altal létrehozott indel gyakorisag magasabb volt, mint az SpCas9-¢*>%'.

Cas9
(et VS Cpf1
5 3 PAM
3+ JLT] [T .. TTTN
crRNS ==~
: s._/]]777~=— crRNS
tracrRNS /7 a
‘ Duplaszalu torés ‘ Duplaszalu torés
3 IO OO ; . 3T~ O, .
- ) 5 3 e

6. Abra. A Cas9 és a Cas12a nukleazok osszehasonlitisa

Az abra bal oldalan a Cas9-, jobb oldalon a Cas12a fehérje-RNS komplex lathato, a f6 miikddésbéli eltéréseikkel
jelolve. A Cas9 tompa véget hoz 1étre a hasitas utan, a Cas12a pedig ragadds véget. A Cas9 specificitasat biztositd
kis RNS két részbol all és az 5 vég feldli oldala tapad ki a DNS-re, a Cas12a kis RNS-e egy részbdl all és a 3° vég
fel6li oldala tapad ki a DNS-re. Az SpCas9 az NGG PAM-ot, az Lb- és az AsCas12a a TTTN PAM-ot ismeri fel.
Mig a Cas9-nél a DNS hasitdsa a PAM-hoz kdzel, a Cas12a-nél a PAM-t61 tavol torténik®®. Abra forrasa: Vanegas
és mtsai, 2019 alapjan.
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Az el6z0 fejezetben emlitésre keriilt, hogy a Casl2a nukledzokrdl tobben kimutattdk, hogy
alacsonyabb off-target-aktivitassal birnak, mint az SpCas9. A genom egészére kiterjedé off-
target elemzések és a célzott mélyszekvenalas azt sugalljak, hogy a Casl2a nukleazok csak egy
vagy két bazis eltérést toleralnak, ellentétben az SpCas9-el, amelynél arrél szamoltak be, hogy
akdr 5-6 nukleotidos eltérést is toleralnak a gRNS spacer szekvenciaja ¢és a target szekvencidja

k6z6tt3436,

2.4. A CRISPR/Cas9 miikédését befolyasolja a gRNS-ek mennyisége és hossza

A CRISPR rendszer hatékonysagat tobbféleképpen is befolyasolhatja a gRNS. Ezek koziil az
egyik legfontosabb, hogy megfelelé mennyiségii RNS legyen jelen, amely kotédni tud a
nukleazhoz. T6bb csoport kimutatta, hogy a Cas9 miikodéséhez elengedhetetlen a guideRNS-
ek megfelel6 mennyiségii jelenléte. Kiilonbozé alkalmazasokban adott telitési szintig ndvelve
a guideRNS-ek mennyiségét, novelheté a Cas9 hatékonysaga, a nem megfeleld mennyiségi
gRNS pedig akar teljesen eliminalhatja az aktivitast®®*?. Emiatt kiemelkedden nagy sziikség
van arra, hogy a guideRNS expresszi6 megfeleld hatékonysaghi legyen a CRISPR-es
alkalmazasoknal.

Szamos kutatas szerint a guideRNS-ek mennyiségén tul, azok 5° végének hossza is
nagymértékben befolyasolja a Cas9 nukleaz aktivitasat. Azt talaltak, hogy mig a guideRNS-ek
5’ végeének 1-2 bazissal val6 roviditése még nem, addig 3 vagy tobb bazissal vald csonkolasa
mar rontja az SpCas9 nukleaz aktivitasat, a 4 bazissal valo rovidités pedig mar szinte teljesen
eliminalja??*3*. A guideRNS-ek 5’ végének roviditése egyarant képes hatni az on- és off-target
aktivitasra. Fu és mtsai azt talaltak, hogy az 5’ végiikon 1-2 nukleotiddal révidebb guideRNSek
off-target hatasa kisebb, on-target aktivitdsa viszont hasonlé mértékli, mint a normal
hosszasagn gRNS-eké??. Tsai és mtsai késébb szintén megerdsitették, hogy a 2-3 nukleotiddal
rovidebb gRNS-ek alacsonyabb off-target aktivitassal birnak™.

A guideRNS-ek 5’ végének azonban nemcsak a roviditése, de a hosszabbitasa is befolyasolhatja
az SpCas9 off-target és on-target aktivitasat. Tobben azt talaltak, hogy egy plusz G nukleotid
hozzaadasa a guideRNS 5’ végén csokkenti az SpCas9 off-target hatasat. Wienert és mtsai azt
talaltak, hogy kozben az on-target hatékonysag hasonld volt az 5’ G nélkiili és a G-vel
meghosszabbitott guideRNS-ek hasznalatakor*®. Cho és mtsai viszont megmutattdk, hogy a
plusz G nukleotidok a guideRNS 5’ végén nemcsak az off-target aktivitast csokkentik, de

t*’. A gRNS-ek expresszidja altalaban az 5’

kozben az on-target hatékonysag is csokken
végikon egy G nukleotiddal torténik, melynek okait részletesebben a kdvetkezd fejezetben

mutatom be. Ezért vagy olyan targeteket valasztanak, amelyek guaninnal kezdédnek, vagy a

14



guideRNS-cket modositjak a spacerben, hogy a 20. (a 20. pozicid a 2. abran lathato), vagy 21.
pozicidban G legyen. Ez a guideRNS 5° végén helyezkedik el, ami viszont az el6bbickben
bemutatott eredmények szerint modosithatja a nukledz hasitasi hatékonysagat. Mig azonban az
SpCas9 akar a guideRNS-ek 5’ végének 1-3 nukleotiddal valo roviditését, valamint az 5° vég
plusz G-al valo hosszabbitasat is jol toleralja, s6t ezek az off-target hatast is csokkenthetik,
addig azok az SpCas9 variansok, amelyeket ugy modositottak, hogy magasabb specificitassal
birjanak, joval kevésbé toleraljak ezeket a modositasokat, és az on-target aktivitasuk jelentdsen
csokkenhet ilyen guideRNS-ek hasznélataval*®>C,

A guideRNS-eket kémiailag is lehet szintetizaltatni, amellyel pontosan szabalyozhat6 az RNS
hossz és mennyiség, viszont alkalmazasuk jelentds koltségekkel jar. A gRNS-ek eldallitasara
emiatt két koltséghatékonyabb modszer terjedt el a gyakorlatban: a T7 promoter segitségével
in vitro RNS transzkripcio, illetve a kiilonb6z6 organizmusokban mas-mas kis RNS
expressziora alkalmas promoterek hasznélata.

A fejezetben bemutatott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a CRISPR/Cas rendszerek
hasznalata soran kiemelkedéen nagy sziikség van arra, hogy a guideRNS-ek hossza és
mennyisége megfeleld legyen. Kovetkezésképp nagy igény van a gRNS expressziora gyakran
alkalmazott promoterek alapos megismerésére, amellyel fény deriilhet arra, hogy melyik
promoterrel hogyan érhetd el a leghatékonyabb RNS expresszid és a megfeleld hossziisagi

gRNS-ek legnagyobb aranya.

2.5. A CRISPR gRNS-ek expresszidjara alkalmazott prométerek

A CRISPR/Cas rendszert altalaban vagy plazmidokrol expresszalva, vagy in vitro expresszalva
¢és az organizmusba RNS-fehérje komplexet juttatva alkalmazzdk. Mind a nukle4dz, mind a
spacereket tartalmazo kis RNS-¢k, akar az in vitro, akar a plazmidrol torténd expresszidjahoz a
legtobb organizmusban néhany ismertebb promotert hasznalnak. Emlés sejtekben a gRNS-ek
expressziojara legyakrabban alkalmazott prométerek az U6, a 7sk és a H1, in vitro a T7. E.coli
baktériumokban pedig gyakran hasznalt promoéter a J23119.

Tobb tanulmany szerint a +1-es pozicidban elhelyezkedd nukleotid befolyasolhatja az RNS
51-53

crey

varhatoan innen torténik altaldban az elsé RNS bazis szintézise a DNS templat alapjan.
Az ettdl downstream elhelyezkedd pozicidkat a promotertdl valo tavolsaguk alapjan szdmozzak
és plusszal jelolik. A +1-t61 upstream 1évé pozicidk szamozasa ugyanilyen modon torténik és

minusszal jelolik ket (7. abra).
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minusszal, downstream pedig plusszal jelolik a pozicidkat. Az dbran a T7 promoter szekvenciaja szerepel.

Az U6, 7sk, HI promoéterek a 3. tipustt Polimeraz III (Pollll) promoterek kozé tartoznak,
melyek a Pol 1l promoéterek kdzott olyan szempontbol egyedinek tekinthetdk, hogy kizarolag
upstream szabalyozo elemeket tartalmaznak. Ide tartozik a proximalis szekvencia elem (PSE),
disztalis szekvencia elem (DSE) és a TATA box (8. abra). Altaldban j6l meghatarozott
transzkripcios kezdé poziciojuk van, a +1-es pozicio, valamint egy polyT szekvencia a
terminacids szignaljuk. Ennek kdszonhetden ezek a promoterek, mint példaul a 7SK, U6 és a
H1 szinte barmilyen kis RNS expresszidjara konnyedén felhasznalhatok. Ezen promoterek
hasznalata széles korben elterjedt kis RNS-ek expressziora, tobbek kozott shRNS-ek
expressziojahoz alkalmazzak oket RNS interferenciandl, valamint guideRNS expressziora
CRISPR/Cas rendszerekhez™".

Bar a H1 promotert is gyakran alkalmazzak, de tobben megallapitottak, hogy az iniciacios
pozicidja nem fix, ezért kiilonbozo hossziisagn RNS-ek iroédnak at rola®>2,

Gao és mtsai azt talaltak, hogy az U6 és a 7sk human promotereknél befolyasolja az atiras kezd6
pozicidjat a +1-es pozicioban elhelyezkedd nukleotid. Mindkét promoterrel akkor pontosan a
+1 a transzkripcio inicidcidjanak pozicioja, ha a +1-ben purin van®. Ma és mtsai a human U6
promoterrdl 3 kiilonb6zo, de a +1-ben G-t tartalmazo szekvenciat vizsgaltak meg 0j-generacios
szekvenalassal (NGS), néhany ezer readdel. Ok szintén azt talaltdk, hogy ebben az esetben a
transzkripci6 iniciaciéja majdnem mindig a +1-r6l torténik>2. Tébben azt talaltak, hogy az U6
befolyasolja a +1-es pozicidban 1évé nukleotid. Az elmult években leirtdk, hogy mindkét
promoter +1A-val is hatékonyan hasznalhato guideRNS-ek expresszidjara®®. Gao és mtsainak
eredményei szerint a +1-es pozicidban az A €s a G nukleotid kdzel azonos RNS szintet biztosit

mindkét proméoternél>>4,
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Ma ¢és mtsai azt is megallapitottdk, hogy olyan moddositott human U6 promotereknél,
amelyeknél a transzkripcid iniciacido poziciojatol upstream 1évé nukleotidokat modositottak
restrikcios endonukleaz hasitohelyek bevitelével, még a +1-es pozicioban purinnal sem fix az

inicidcio pozicidja és nemcsak a +1-rdl indul el az atiras>2,

Név Organizmus| +1-rél eddigi eredmény

huma AésG:
ue uman hasonld mennyiség( és pontos

hosszusagl RNS-ek

AésG:
7sk human hasonlé mennyiség(i és pontos

hosszisagli RNS-ek

ueT? —.IEI—:I—:::—’—) hibrid | G-vel mutattak be
T7 —I_) fag G preferencia

J23119 4, E.coli ?

8. Abra. CRISPR gRNS expressziéra gyakran alkalmazott prométerek

A tablazatban a CRISPR gRNS-ek expresszidjara alkalmazott promoterek koziil 1athatd néhany, par relevans
tulajdonsagukkal. Kozépen egy nagyon sematikus adbrazolasuk lathaté néhany szekvencia elemiikkel, gy, mint a
disztalis szekvencia elem (DSE, sotétsziirke box), proximalis szekvencia elem (PSE, vilagossziirke box) és a
TATA box (kék box). Az abran szerepel az is, hogy milyen organizmusbdl szarmaznak, valamint dsszefoglalva a
+1-es poziciordl eddig megjelent irodalmi adatok.

Romanienko és mtsai létrehoztak egy hibrid promotert, melyet U6T7-nek neveztek el, abbol a
célbol, hogy ugyanaz a plazmid konstrukcié alkalmas legyen eml6s sejtekben és in vitro is Kis
RNS expressziora. Az U6T7 hibrid promoter szekvenciajaban abban kiilonbozik az U6
szekvenciajatol, hogy az U6 utolsd 18 bazisparnyi szekvenciat 3' iranybol kicserélték a T7
promoter szekvenciajara, illetve egy bazist megvaltoztattak (9. abra). Megmutattak, hogy
emlGsokben és in vitro is hatékony expresszio érhetd el vele. Az U6T7 promotert a promotertdl
downstream egy, vagy két G-vel javasoltak hasznalni, az eddigi U6 és T7 promoteres

publikiciok alapjan®.
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IATA -|23 +|l
a.hU6 (pX330) TTTATATATcttgitggaaaqqﬁaaa@Gggtcttcgagaaqacctgttt

b.T7 (pDR274) ‘taa tacgactcactagggagagaccgagagagggtctc

c.hU6T7 TTTATATATct tg1ctaa tacgactcac tagﬁgagagaccgagagagggtctc

9. Abra. Az U6T7 prométer létrehozisa

Az abran a T7 promoter szekvenciija, valamint a human U6 és az UBT7 hibrid promoéterek szekvenciarészletei
lathatok. Az U6T7 promotert gy hoztak 1étre, hogy a human U6 promoéter utolso 18 bazisparnyi szekvenciajat 3'
iranybol kicserélték a T7 promoter szekvenciajara, illetve egy bazist megvaltoztattak. Abra forrasa: Romanienko
¢és mtsai, 2016 alapjan.

A T7 RNS polimeraz (T7 RNAP) egy rovid prométerrel rendkiviil hatékony expresszidra képes.
A T7 promotert széles korben hasznaljak fehérjetermeléshez baktériumsejtekben €s nagy
mennyiségii RNS eléallitasara in vitro, mint példaul aptamerek, ribozimek, siRNS-ek, CRISPR
rendszer RNS-ei. Habar a legtobben a +1-es pozicidban guaninnal hasznaljak a T7 promotert,
tobben leirtak, hogy alacsonyabb hatékonysaggal in vitro +1 A-val is miikodik az expresszio,
s6t kevésbé hatékonyan, de primidinrdl is megy az atiras®**®. Ezekben a korai kisérletekben,
melyek nem a mai legkorszertibb technikakkal késziiltek, megmutattak, hogy mig guaninnal
altalaban a +1-r6l indul az atiras, addig a tobbi esetben heterogénebb hosszisagi RNS-ek
keletkeznek®3. Az azonban a szakirodalomban nem konzisztens, hogy a T7 promoétert egy darab
G-vel (10. abra), vagy 24"°°%%8 vagy akir 3 G-vel érdemes hasznalni®®®?, és jelenlegi
ismereteink szerint e 3 variacid esetében nem tortént még olyan atfogd kutatds, amely
szisztematikusan Gsszehasonlitotta volna, hogy melyik variaciorol mennyi RNS

expresszalodik, ezaltal melyik a legalkalmasabb variacié expressziora.

T7 promoter
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g J0A1A01000000] {00 0 O
TAATACGACTCACTATAG ;
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T7 transzkripcio
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RNS transzkript

10. Abra. T7 prométer

Az abran a T7 promoéter sematikus abrazolasa lathatd a szekvenciajaval egyiitt. A promotert altalaban a prométertol
downstream legalabb egy G nukleotiddal hasznaljak, amely az abran is lathato. A TATA szekvenciatol
downstream elhelyezkedd +1-es pozicioban G van, mely igy a promdéterr6l atirodé RNS 5” els6é nukleotidja is.
Abra forrasa: https://international.neb.com/protocols/2015/11/24/sgrna-synthesis-using-the-hiscribe-quick-t7-
high-yield-rna-synthesis-kit-neb-e2050 oldal alapjan.
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A J23119 promotert CRISPR guideRNS-ek bakterialis expresszidjara széles korben
alkalmazzak E. coli-ban®%, A J23119 egy minddssze 35 bp hossza konstitutiv promoter
szekvencia és az Anderson promoter csaldd legerésebb expressziora képes tagja®’. Eddig
ismereteink szerint nem latott napvilagot olyan eredmény, amely megmutatta volna, hogy a
J23119 promotertél downstream milyen kezdd nukleotidot, vagy nukleotidokat érdemes

alkalmazni, ugy, mint ahogy a T7, vagy az U6 és 7sk promotereknél.

Ahogy fent bemutatasra keriilt, a 7sk és az U6 promoéterrél mar ismert, hogy a +1-es pozicioban
A-val is hasznalhat6. Ennek ellenére altaliban G-vel alkalmazzak 6ket****** a T7 promotert
pedig minimum egy guaninnal hasznaljak*">®%7-52_ Emiatt az SpCas9 gRNS-ekhez altaldban
olyan targeteket valasztanak a gyakorlatban, amelyekben a spacer 5’ els6 bazisanak megfeleld
bazis G, ezaltal a valaszthato targetek kore sziikiil. Ennek feloldasara vagy a guideRNS-eket
modositjak a 20., vagy 21.-ik pozicidban G-vel, ami viszont modosithatja a nukleaz hasitasi
hatékonysagat*®®® (lasd  2.4. fejezet). A prométerek vizsgilatival kapcsolatos eddigi
kutatasokban csak a +1-es poziciot vizsgaltak szisztematikusan, azt is csak a T7, U6 és 7sk
promotereknél. Az eddigi eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az 0Osszes gRNS
expressziora alkalmazott promoternél befolyasolhatja a +1-es pozicid az expressziot és az RNS-
ek hosszat és elképzelhetd, hogy nemcsak a +1-es pozicid, hanem mds poziciok is.

Abbodl az okbol kifolydlag, hogy a CRISPR/Cas rendszert befolyasolja a gRNS-ek mennyisége
¢és hossza, valamint hasznos lenne a CRISPR-el hasznalhat6 targetek korét boviteni, felmeriil

az igény a gRNS-ekre gyakran alkalmazott promoterek alaposabb megismerése.
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3. Célkitiizések

Az elmult években Zetsche és mtsai megmutattdk az As- és az LbCasl2a nukledzokrol HEK-
293FT sejtekben, hogy alkalmasak génszerkesztésre®. Uttoré publikaciojukat kovetéen az
els6k kozott kivantuk megvizsgalni ezen 1) nukledzok alkalmazhatdsdgat génmanipulacids
eljarasokra mas emlGs sejtben is. Az SpCas9 mellett kivalasztottunk harom olyan Cas9-et,
amelyek az SpCas9 utdn a leggyakrabban alkalmazott nukleazok kozé tartoznak: a
Staphylococcus aureus-bol (SaCas9)®%, a Streptococcus thermophilus-bol (StCas9)®® és a
Neisseria meningitidis-bél (NmCas9)%® azonositott nukledzokat és ezek aktivitasat kivantuk
Osszehasonlitani a Cas12a nukledzokkal. Az 6sszehasonlitasukhoz a korabban publikalt GFxFP
esszét’?, illetve annak altalunk tovabbfejlesztett valtozatat kivantuk felhasznalni. Vizsgalataink

soran a Casl2a nukleazokkal kapcsolatosan az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Alkalmas-e a tovabbfejlesztett GFxFP riporter esszé a kiilonbozé nukleazok hasitasi
aktivitasanak vizsgalatahoz?

2. Milyen hatékonysaggal képesek az Lb-és AsCasl2a nukleazok az SSA javitas indukalasara
néhany gyakrabban hasznalt Cas9 nukleazhoz képest?

3. Alkalmasak-e az Lb-és AsCasl2a nukleazok egy donormolekula HR javitas altali beépitésére

a genomba?

A megnovelt specificitasi SpCas9 nukledzok széles korti alkalmazhatosaga nagymértékben
fiigg attdl, hogy képesek-e modositott gRNS-ekkel hatékonyan miikodni. A méddositott gRNS-
ek hasznalata bevett gyakorlat szekvenciajukban nem G-vel kezd6d6 targeteknél. A megndvelt
specificitasi SpCas9 variansokkal (melyek koziil az eCas9-et és az SpCas9-HF1-et vizsgaltuk)

kapcsolatosan az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen hatassal jar a 17, 18 és 19 nukleotid hossziisagu, 5’ végiikon rovidebb gRNS-ek
alkalmazésa a megndvelt specificitasu SpCas9 variansok aktivitasara?
2. Hogyan befolyasolja az 5° végiikon nem G-t, vagy egy nem komplementer G-t tartalmazé

gRNS-ek alkalmazasa a megnovelt specificitasi SpCas9 variansok aktivitasat?
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A CRISPR gRNS-ek expressziojara gyakran alkalmazott promoterek emldsdkben az U6, 7sk,
in vitro a T7, E.coli-ban a J23119 promoéterek. Mivel a Cas nukleazok miikodését befolyasolja
a gRNS-ek mennyisége és hossza, ezért rendkiviil fontos, hogy pontos ismereteink legyenek az
alkalmazott promoterekrél. Tobb tanulmany szerint az, hogy milyen nukleotid koveti a
néhany altalunk vizsgalt promoter esetében a promotert kovetd elsé nukleotid szerepét mar
vizsgaltak, de a tovabbi nukleotidok szerepét még nem. Ezek a +1-es poziciora iranyuld
vizsgalatok raadasul altalaban nem a jelenleg a kis RNS-ek hosszarol és mennyiségérél
legpontosabb képet add6 NGS moddszerekkel torténtek, hanem egyéb kevésbé pontos
modszerekkel, illetve az eddig napvilagot latott kevés NGS-el kapott eredményhez nagyon Kis
szamu readet alkalmaztak. A doktori értekezésem alapjaul szolgald kisérleteinkben a
kivalasztott promoterek sokkal atfogdbb vizsgalatat kivantuk elvégezni az eddigiekhez képest.
Ezt plazmidkonyvtarak létrehozasédval és a roluk termelédott RNS-ek nagy readszamu
Ujgeneracids szekvendlasaval kivantuk megvaldsitani, a promotert kovetd nemcsak az elso,
hanem az els6 4 nukleotid szerepét megvizsgalva, ezaltal mélyrehatobban tanulmanyozva a
megfigyelt promotereket. Doktori értekezésemben a promoterekkel kapcsolatosan az alabbi

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan befolyasolja az U6 promotertdl downstream 1évé nukleotidok szekvencidja a
transzkripcids iniciacios poziciot és az RNS expressziot?

2. Az U6 promoter esetében mennyire alkalmasak a +1A-val kezd6d6 szekvenciak kis RNS-ek
expressziojara a +1G-vel kez6d6do szekvencidkhoz képest?

3. Hogyan befolyasolja a 7sk promotertdl downstream 1évoé nukleotidok szekvencidja a
transzkripcids iniciacios poziciot €s az RNS expressziot?

4. Mennyi RNS expresszalodik a 7sk prométerrdl az U6 promoéterhez képest?

5. Hogyan befolyasolja a T7 prométertdl downstream 1évé nukleotidok szekvencidja a
transzkripcids iniciacios poziciot és az RNS expressziot?

6. A T7 promdterrdl egy, kettd, vagy 3 G-vel expresszalodik tobb RNS?

7. Megvaltoztatja-e az U6 promodter moddositdsa U6T7 hibrid promoterré a transzkripcids
iniciacioés kezdd poziciot?

8. Hogyan befolyasolja a J23119 promotertél downstream 1évé nukleotidok szekvenciaja a

transzkripcids iniciacios poziciot és az RNS expressziot?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Plazmidok létrehozasa a Casl?a nukleazok és a megndvelt specificitasu SpCas9
variaciok vizsgalatahoz

A plazmidokat az inaktiv nukleazok kivételével (1d. deadLbCasl2a) standard molekularis
biologiai technikdk alkalmazasaval allitottuk eld. Az Osszes elkésziilt konstrukcidt Sanger
szekvenalassal ellendriztiik (Microsynth AG). A disszertacioban bemutatott eredményekhez az
altalam, vagy segitségemmel elkészitett plazmid konstrukcidk létrehozéasa részletesebben az

alabbiak szerint tortént.

A pGF-chl-FP plazmid

A pCAG-EGxxFP plazmidot (Addgene: 50716) EcoRV enzimmel emésztettem, melybe egy
kloramfenikol rezisztencia gént ligaltam egy a csoportunkban korabban Iétrehozott plazmidbol.
A kloramfenikol kazettat Pagl és Bglll enzimekkel emésztettem, majd a végeket Klenow-

fragmenttel toltottem fel.

A pGF-ori-FP plazmid

A pCAG-EGxxFP plazmidot (Addgene: 50716) EcoRV enzimmel emésztettem, melybe a pUC
replikacios ORI-t ligaltam egy altalam kordbban 1étrehozott plazmidbdl. A kazettat Beul és
Bglll enzimekkel emésztettem, majd a végeket Klenow-fragmenttel toltottem fel. Ezutan

kiejtettem az eredeti ORI-t Eco311 és Sacl enzimekkel emésztve a vektort.

Spacer kiénozasok

A vektorokat vagy Addgene-rél rendeltiik, vagy a csoportunkban korabban késziiltek. Az
SpCas9 spacert tartalmaz6é gRNS expresszios plazmidokat ugy allitottuk eld, hogy a spacer
szekvenciat kodolo szintetizalt DNS-oligonukleotidokat 4 nt hosszusagu tilnytloval egy Bbsl
restrikcios enzimmel emésztett pmCherry gRNS (Addgene: 80457) plazmidba ligaltuk.
Egylépéses emésztés-ligalasi protokollt kovettiink. A szintetikus DNS oligonukleotidokat
hibridizaltuk, és a duplaszalu linkereket (2,5 uM) 50 ng plazmiddal, 3 egység BbslI restrikcids
enzimmel ¢és 1,5 egység T4 DNS ligazzal osszekevertik 500 uM ATP-t tartalmazd Green
pufferben (Thermo Fisher Scientific). Az elegyet egy o6ran at 37 °C-on tartottuk, mieldtt
kémiailag kompetens, Stable E. coli sejtekbe (NEB) transzformaltuk. Az LB agar lemezen
végzett teny€sztés utan létrejott koloniak koziil kettdbdl a plazmidokat restrikcids enzimes

emésztéssel teszteltiik és a megfeleld klonokat elkiildtiik szekvenalni.
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Az SaCas9 spacereket ugyanigy klonoztuk, de a vektort (Addgene: Px601) Eco31l enzimmel
emésztettiik, az St- és NmCas9 spacereket pedig Esp31-vel. Az As-és LbCasl2a plazmidokat
szintén igy allitottuk eld, és a vektort (Addgene: pTE4396, pTE4398) szintén Esp3l enzimmel
emészettik. Az Esp3l emésztésekhez 1 mM DTT-t (Sigma-Aldrich) és Tango puffert
hasznaltunk.

dead LbCasl2a-et kédolo plazmid

Az inaktiv LbCasl2a-et ugy hoztam létre, hogy a 832-es aminosavat alaninra mutaltam. Az
LbCasl2a vektort (pY016, Addgene: 69988) két fragmensben PCR-el amplifikaltam, és a
primerekben a két fragmensre egymassal atfedd szakaszok voltak, az egyik primerpar pedig a
D832A mutaciot hordozta. A két PCR fragmenst E.coli kompetens sejtekbe transzformaltuk,
homolég rekombinéciods hibajavitdson alapuld klonozasi eljarasssal .

A Casl?2a nukledzok vizsgdlataihoz felhasznalt tovabbi plazmid konstrukciok az
Irodalomjegyzékben a 35., a megnovelt specificitasi SpCas9 variaciokkal kapcsolatos

vizsgalatokhoz pedig a 48. szdmmal jelzett publikacidinkban megtalalhatok.

4.2. Sejttenyésztés

Az N2a sejteket (Neuro-2a egér neuroblasztoma sejtek, ATCC - CCL-131) és az N2a sejtekbdl
a csoportunkban létrehozott N2a.EGFP sejteket (olyan sejtvonal, amely az EGFP kazetta
egyetlen kopiaju integralt példanyat tartalmazza, amely a PRNP promoterrdl expresszalodik),
valamint a HEK-293 (Gibco 293-H) sejteket 37 °C-on tenyésztettiik parasitott atmoszféraban,
5% CO2 tartalom mellett, magas gliikoztartalmii Dulbecco’s Modified Eagle’s tapkozegben
(DMEM). A médiumot 10% hovel inaktivalt magzati szarvasmarha szérummal, 4 mM L-
glutaminnal (Gibco), 100 egység/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel egészitettiik
Ki.

4.3. A GFxFP vizsgalat

A GFxFP esszé miikodésének részletes bemutatasa az 5.1.1-es fejezetben talalhato.

A sejteket 48 lyuku lemezekre raktuk ki egy nappal a transzfekcio elétt 3x10* sejt/lyuk
sejtszammal. 24 oraval késobb koriilbeliil 40% -0s konfluencia mellett a sejteket a plazmid-
konstrukciokkal transzfektaltuk Turbofect reagenssel (Thermo Fisher Scientific), roviden az
alabbiak szerint: 250 ng plazmid DNS-t és 1 pl Turbofect-et Gsszekevertiink 50 pl

szérummentes DMEM-ben, és az elegyet 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten,
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majd hozzaadtuk a sejtekhez. A transzfekcios tapkozeget a sejteken 24 oras inkubalas utan friss
DMEM-re cseréltiik ki. Minden mintabol harom parhuzamos transzfektalast hajtottunk végre.
Mindegyik mintaval egyiitt mCherry expresszios plazmidot kotranszfektaltunk a transzfekcios
hatékonysag ellendrzése céljabol. A sejteket aramlasi citometriaval elemeztiik két nappal a

transzfekcio utan.

4.4. Genomi homol6g rekombinacios teszt

NZ2a sejtekben a PRNP gént célzd crRNS-t tartalmazo As- és LbCasl12a nukleazokat kodolo
plazmidokat kotranszfektaltuk egy donor plazmiddal, és megfigyeltiik a GFP-t expresszalo
sejtek szamat. A donor molekula egy promoter nélkiili GFP nyitott leolvasasi keretet (ORF)
tartalmazott, amelyet 1000 bp hossziusagu, a PRNP génnel homolég karok fognak kozre. A
célzott integracidé utdn a PRNP ORF helyébe a GFP ORF kertil, ahol a GFP expressziojat a
PRNP gén promotere vezérli.

A sejteket 6 Iyuku platekre tettiik ki egy nappal a transzfekcié eldtt 1x10° sejt/lyuk sejtszammal.
Masnap, koriilbeliil 30% -os konfluencia mellett, a sejteket transzfektaltuk a plazmid-
konstrukciokkal Turbofect reagenssel az alabbiak szerint: 6sszesen 4000 ng plazmid DNS-t és
4 ul Turbofect-et Osszekevertink 400 pl szérummentes DMEM-ben, ¢és az clegyet
szobahdémérsékleten 30 percig inkubdltuk miel6tt hozzdadtuk a sejtekhez. A sejteken 1évo
transzfekcios tapkozeget 24 6ras inkubalas utan friss DMEM-re cseréltiik ki. Mintanként harom
parhuzamos transzfektalast hajtottunk végre. Két nappal a transzfekcid utan a sejteket
tripszinnel felszedtiik ¢és a kovetkezéképpen osztottuk tovabb: a sejtek 10%-at uj 6 lyukua
lemezekre tettiik, a sejtek 90%-at pedig aramlasi citométer segitségével elemeztiik. 9 nappal a

transzfekci6 utan a mintakat ismételten megmértiik aramlasi citométerrel.

4.5. EGFP hasitasi teszt

Az essz¢ soran az N2a.EGFP sejtek EGFP szekvencidjat céloztuk a vizsgalt nukleazokkal és az
aktivitdsuk mérésé¢hez az EGFP jel csokkenését figyeltiik meg a kontrollokhoz képest.

Az N2a.EGFP sejteket egy nappal a transzfekcio el6tt 48 lyuku lemezekre raktuk ki koriilbeliil
3x10° sejt/lyuk stirtiséggel. A transzfektalast Turbofect transzfekcios reagenssel végeztiik a
gyartd altal ajanlott protokollnak megfelelden. A transzfekciokat harom parhuzamossal
hajtottuk végre. Az N2a.EGFP sejteket kétféle plazmiddal egyiitt transzfektaltuk: SpCas9
expresszios plazmiddal (137 ng), valamint gRNS-t és mCherry-t kodol6 plazmiddal (97 ng), 1
ul Turbofect reagenssel, lyukanként.
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A transzfekcio hatékonysagat az mCherry-t expresszald sejtek mCherry szignalja alapjan
szamoltuk Ki, melyet 72 o6raval a transzfekcié utan mértiink le aramlasi citométerrel. Az EGFP
szignalt ~ 72, és ~ 168 oraval mértiilk meg a transzfektalas utan. Az EGFP hattérszintjét minden
kisérlethez a nem transzfektalt sejtek alapjan illetve kétféle kontroll felhasznalasaval hataroztuk
meg: (i) egy nem EGFP targettel komplementer spacert tartalmazé gRNS-t és egy mCherryt
kodold plazmid valamint egy aktiv SpCas9 plazmid kotranszfekcidjaval, vagy (ii) egy
deadSpCas9 expresszids plazmid és egy EGFP-t célz6 gRNS-t és mCherry-t kodolo plazmid
kotranszfekciojaval.

Az EGFP hasitas szdzalé¢kos ardnyat az aldbbiak szerint szamoltuk. Az egyes mintakban az
EGFP-pozitiv sejtek szazalékos aranyat levontuk a kontrollokbol kapott EGFP pozitiv
szazalékos aranyanak atlagabol, és a transzfekcios hatékonysag értékével sulyoztuk. A
transzfekcios hatékonysag értékét a mintakban levd mCherry felhasznalasaval kaptuk:
megmértik az egyes mintakban az mCherry-pozitiv sejtek szazalékos aranyat, és kiszamoltuk
azok eltérését az Osszes transzfektalt mintan egyesével az mCherry-pozitiv sejtek atlagos
szdzalékos aranyatdl (Atlag) mCherry - Minta mCherry) / (Atlag mCherry). Mindegyik

mintanal harom parhuzamost dolgoztunk fel és értékiiket atlagoltuk.

4.6. Aramlasi citometria

Az aramlasi citometriat az Attune Acoustic Focusing citométerrel (Applied Biosystems) és a
BD FACSCanto Il-vel (Becton Dickinson Immunocytometry Systems), valamint a CytoFLEX
Flow citométerrel (Beckman Coulter) végeztiik. Az adatok elemzéséhez Attune Cytometric
Software v.2.1.0 és CytExpert 2.0 verziokat hasznaltuk. Az életképes egyes sejteket az oldalso
¢€s a menetiranyu fényszorasi paraméterek alapjan kapuztuk, és az 6sszes kisérlet soran 6sszesen
5000-10 000 életképes egyedi sejtet vettiink figyelembe mintanként. Az Attune akusztikus
fokuszald citométer paraméterei: a GFP jel detektalasahoz 488 nm-es diddas lézert
alkalmaztunk az excitaciohoz és az emissziohoz 530/30 nm-es szlir6t. Az mCherry jel
detektalasdhoz 488 nm-es diddas 1ézert alkalmaztunk az excitacidhoz, 640LP szlrot az
emissziohoz. A CytoFLEX aramlési citométer paraméterei: a GFP fluoreszcencia jelet 488 nm-
es diodas 1ézerrel gerjesztettiik és 525/40 nm-es sziirdt hasznaltunk az emissziohoz; az mCherry
fluoreszcens jelet 638 nm-es diddas 1ézerrel gerjesztettiik és a 660/20 nm-es sz{ir6t hasznaltunk.
A BD FACSCanto Il aramlasi citométer paraméterei: az iRFP670 jelének detektalasahoz 633

nm-es didda lézert hasznaltunk és 660/20 nm-es szur6t.

25



4.7. Plazmid kényvtarak létrehozasa

A promoterektdl downstream 1évé nukleotidok szerepének vizsgalatdhoz olyan plazmid
konyvtarakat hoztunk 1étre, amelyekben a promotert kovetd elsé 4 nukleotid randomizalt és az
RNS-t kodold régidoban tovabbi 12 degeneralt nukleotid van. Ez a 12 bazisparos barkod szolgal
arra, hogy a kiilonb6z6 hossziisagl ¢s mennyiségli RNS-ek kiinduldsi mennyiségét, valamint a

DNS templatjaik szekvenciajat azonosithassuk.

Plazmid konyvtar készités 1épései (11. abra):

1. Plazmid konyvtar vektorainak létrehozasa
2. Plazmid konyvtar inszertek 1étrehozasa

3. A vektorok ¢€s az inszertek Gsszeillesztése
4, Transzformacid

5. Plazmid konyvtar tisztitasa

Prométer gRNS atfedé o

i Plazmid
izolalas P
\ ) - »
/ b
Vektor 4 — Transzformacio Plazmid Konyvtr
Inszert
Transzfekcio l
s Adapter komplementer P
** e > = o« N ligats
RNS

izolalas

11. Abra. Prométerek elemzéséhez alkalmazott médszer 1épései

A folyamatabran a promoterek elemzéséhez alkalmazott modszer 1épései lathatoak sematikusan a plazmid
konyvtar vektorainak és inszertjeinek Osszeillesztésétél kezdve az NGS-ig, az eml8s promoteres konyvtarakra
jellemzéen. Eldszor 1étrehoztuk a plazmid konyvtarakat a vektor és inszert sszeillesztésével. Az inszertek két
végének szekvenciai megegyeztek a linarizalt vektorok végeinek szekvenciajaval, azaz a promoéter és a gRNS
szekvenciaival. Az inszertekben a promotert kovet6 elsé 4 nukleotid randomizalt, valamint a gRNS-ek egy tovabbi
12 bazisparos randomizalt szakaszt, barkodot is tartalmaznak. Az 6sszeillesztést a transzformacio kovette, amely
utan a plazmid konyvtarak tisztitasa kovetkezett. A plazmid konyvtarakat az emlds sejtes promoéterek esetében
HEK-293 sejtekbe transzfektaltuk. Ezt kovette az RNS-ck izolalasa, majd a reverz transzkripcié egy gRNS-re
specifikus primerrel. A cDNS-ek 3’ végére adaptereket ligaltunk egyedi modszerrel. Az adapter egy részben
duplaszalt DNS molekula. Az adapter mindkét vége és az adapterrel komplementer oligd 3’ vége foszforilaltak.
A komplementer oligd 3’ végén 4 randomizalt nukleotid segiti el6 a szintén randomizalt nukleotidokat tartalmazo
cDNS konyvtarakkal valo ligalast. A ligatumokat PCR-el amplifikaltuk, majd NGS-el szekvenaltuk, a kiindulasi
plazmid kdnyvtarakkal egyiitt.
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4.7.1. Plazmid konyvtar vektorainak létrehozasa

A konyvtarakhoz eldszor 1étre kellett hozni azokat a rekombinans plazmidkonstrukciokat,
amelyek a kivalasztott promotereket €s az SpCas9 gRNS-t tartalmazzak. Egy PUC plazmid
alapu vektor volt a hattér, amely ampicillin rezisztenciat és egy nagy kopiaszamu replikacios
orig6t tartalmazott. Ebbe klonoztam be a kiilonb6z6 promotereket és az SpCas9 guideRNS-t a
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 plazmidbol (Addgene: 42230), egy hasitohelyeket
tartalmazo, igy konnyedén cserélhet6 spacerrel. Az U6 promotert a pX330-U6-Chimeric_BB-
CBh-hSpCas9 plazmidbol (Addgene: 42230), a 7sk promoétert a ph7SK-gRNA plazmidbol
(Addgene: 53189) PCR-el amplifikaltam, a J23119 promotert és az U6T7 promoéterhez a T7
promoter szekvenciajat pedig linker klonozassal épitettem be a PUC hatterti plazmidokba. Az
Osszes elkésziilt konstrukcidt Sanger szekvenaldssal ellendriztiik (Microsynth AG). A plazmid
konyvtarak vektorainak létrehozasa a fent ismertetett modon eléallitott plazmidokbol PCR-es
amplifikalassal tortént. A PCR-ekhez Q5 polimerdaz (NEB) enzimet hasznaltunk, majd Dpnl
(Thermofischer Scientific) emésztést kovetden a vektor PCR-t NucleoSpin Gel and PCR Clean-
up (Macherey-Nagel) kittel tisztitottuk. A konyvtar vektor amplifikatumaihoz hasznalt

primereket az 1. Tablazat tartalmazza.

Plazmid kényvtar inszertjeinek oligéi

Név Forward primer Reverz primer

U6 spori TATCTTGTGGAAMGGACGAAACACC TTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

U6 prp TATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC TTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

U6 1551 TATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC TTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

7sk spori AGCTTGTGCGCCGCTTGG CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

7sk prp AGCTTGTGCGCCGCTTGG CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

7sk 1551 AGCTTGTGCGCCGCTTGG CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

UbT7 spori CTTGCTAATACGACTCACTATA CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

UGT7 prp CTTGCTAATACGACTCACTATA CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

U6T7 1551 CTTGCTAATACGACTCACTATA CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

BBaj23119 spori [GTCCTAGGTATAATGCTAGC CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

BBaj23119 prp |GTCCTAGGTATAATGCTAGC CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

BBaj23119 1551 |GTCCTAGGTATAATGCTAGC CCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA
Plazmid kényvtar vektorainak oligéi

Név Forward primer Reverz primer

U6 spori GGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATA TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCA

U6 prp GGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATA TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCA

U6 1551 GGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATA TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCA

7sk spori GCGCACAAGCTATATAAMACCTGAAGGAAGTCT CTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

7sk prp GCGCACAAGCTATATAAACCTGAAGGAAGTCT CTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

7sk 1551 GCGCACAAGCTATATAAACCTGAAGGAAGTCT CTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

U6T7 spori TATAGTGAGTCGTATTAGCAAGATATATAAAGCC |CTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

UBT7 prp TATAGTGAGTCGTATTAGCAAGATATATAAAGCC |CTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

UBT7 1551 TATAGTGAGTCGTATTAGCAAGATATATAAAGCC |CTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

BBaj23119 spori |GCTAGCATTATACCTAGG TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCA

BBaj23119 prp |GCTAGCATTATACCTAGG TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCA

BBaj23119 1551 |GCTAGCATTATACCTAGG TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCA

1. Tablazat. A plazmid konyvtarak inszertjeihez és vektoraihoz szintetizalt primerek szekvenciai

A plazmid konyvtarak inszert és vektor fragmenseit PCR-ekkel amplifikaltuk dsszeillesztésiik el6tt, a tablazat az
ehhez felhasznalt primerek szekvencidit tartalmazza 5°-3 iranyban.
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4.7.2. Plazmid konyvtar inszertek létrehozasa

Az inszertek tartalmaztak az SpCas9 gRNS szekvenciajanak olyan modositott szakaszat, ahol
a promoter utani elsé 4 nukleotid a spacerben és egy tovabbi 12 bazispar hosszi, barkodként
hasznalt szekvencia randomizalt nukleotidokbol all. Az inszertekhez DNS oligdkat
szintetizaltattunk, melyek két végiikon a vektor plazmidok két végével (promoter, illetve a
gRNS) azonos atfed6 szekvenciakat tartalmaztak. Az inszert oligdk sematikus abrazolasa a 11.
abran lathatd, amely Osszefoglalja a promoterek vizsgalatdhoz alkalmazott mddszer tovabbi
Iépéseit is. Az inszerteket, melyekhez a szintetizalt oligunukleotidok szekvenciai a 2.
tablazatban talalhatok, a szintetizalt oligokbol, PCR-el amplifikalva hoztuk 1étre, a primerek
szekvenciai az 1. tablazatban vannak. A PCR-termékeket gélbdl izolaltuk, majd NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) kittel tisztitottuk. A PCR-ekhez Q5 polimeraz (NEB)

enzimet hasznaltunk.

Név Szekvencia 5'-3'

U6 spori GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACTGACACGTTCCTTCGGNNNNGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATA
U6 Prp GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACCCCTCATCCCACGATCNNNNGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATA
U6 1551 GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACGCTTGTGCCCCAGGATNNNNGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATA
7sk spori GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACTGACACGTTCCTTCGGNNNNGAGGTACCCAAGCGGCGCACAAGCT
7sk Prp GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACCCCTCATCCCACGATCNNNNGAGGTACCCAAGCGGCGCACAAGCT
7sk 1551 GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACGCTTGTGCCCCAGGATNNNNGAGGTACCCAAGCGGCGCACAAGCT
UGBT7 spori GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACTGACACGTTCCTTCGGNNNNTATAGTGAGTCGTATTAATCGCC
U6T7 Prp GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACCCCTCATCCCACGATCNNNNTATAGTGAGTCGTATTAATCGCC
U6T7 1551 GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACGCTTGTGCCCCAGGATNNNNTATAGTGAGTCGTATTAATCGCC
BBaj23119 spori |GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACTGACACGTTCCTTCGGNNNNACTAGTATTATACCTAGGACTGAGC
BBaj23119 Prp GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACCCCTCATCCCACGATCNNNNACTAGTATTATACCTAGGACTGAGC
BBaj23119 1551 |GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTANNNNNNNNNNNNTAGCTCTAAAACGCTTGTGCCCCAGGATNNNNACTAGTATTATACCTAGGACTGAGC

2. Tablazat. A plazmid konyvtar inszertjeihez szintetizalt oligonukleotidok szekvenciai

A plazmid kdnyvtarak inszertjeihez oligonukleotidokat szintetizaltattunk, ezek szekvenciai lathatoak a tablazatban
5’-3’ iranyban.

4.7.3. A vektorok és inszertek osszeillesztése

Az inszertek és a vektorok Osszeillesztését Gibson klonozasi technikaval végeztiik’2, amely
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix-el (NEB) tortént, a protokoll szerint, 50 °C-on 1

oran at. Az inszert:vektor molaris aranya 3:1 volt.

4.7.4. Transzformacio
A plazmid konyvtarakat ultrakompetens Dh5alpha (NEB) sejtekbe mértem, majd jégen 15
percig inkubaltam. Ezutan hésokkoltam 42 °C-on 1 percig, amit 400 ml LB ramérése utan 15

perc razas kovetett 37 °C -on. Az inkubécio6 utan kiszélesztettem a konyvtarakat és egy ¢jszakan

at 37 °C -on inkubaltam.
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4.7.5. Plazmid konyvtarak tisztitasa
A konyvtarak telepszamainak becslése utan LB-vel mostam le a lemezeket, melyekbdl ezutan
GenElute HP Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich) kittel tisztitottam ki a plazmid konyvtarakat.

Az 0sszes konyvtarat Sanger szekvenalassal ellendriztiik (Microsynth AG).

4.8. A cDNS konyvtarak létrehozasa
A cDNS konyvtar készités 1épései (11. abra):

4.8.1. Emlos sejtek RNS konyvtarainak létrehozasa

4.8.2. Bakterilis promoteres RNS konyvtarak 1étrehozasa
4.8.3. In vitro T7 transzkripcid

4.8.4. Reverz transzkripcid

4.8.1. Emlés sejtek RNS konyvtarainak létrehozasa

Az U6, 7sk ¢és U6T7 emlds promoteres plazmid konyvtarakat HEK-293 sejtekbe
transzfektaltuk. A sejttenyésztésrdl tovabbi informacié a 4.2. fejezetben talalhato. A sejteket
T75 mérett flaskakban szaporitottam fel, a kiindulasi sejtszam 4 millid/flaska volt és a sejtek a
kirakas utan 24 oOraval keriiltek transzfektalasra. A transzfekcidos agens Jetfect reagens
(Biospiral-2006. Kft.) volt, egy flaskara 15 pg plazmidkeverék keriilt, amely a
plazmidkonyvtarbol és egy kontroll GFP-t expresszaldo plazmidbdl allt 9:1 ardnyban.
Transzfekcid utan 48 oraval a transzfekcios hatékonysagot a sejtek 10%-abdl citometridsan az
Attune Acoustic Focusing citométerrel, az Attune Cytometric szoftverrel ellendriztiik (1asd 4.6.
fejezet). A sejtek kirakasa utan 72 oraval a sejtek 90%-abol RNazol (Molecular Research
Center) segitségével tisztitottuk az RNS-t. Az RNS-ek integritdsait minden mintanal
gélelektroforézissel ellendriztiik. Minden plazmid konyvtarrol 3 parhuzamos RNS minta
késziilt. Az emlds sejtes promoterek vizsgalatahoz alkalmazott modszer 1épései sematikusan a

11. 4bran lathatok.

4.8.2. Bakterialis promoteres RNS konyvtarak létrehozasa

A bakterialis promoteres konyvtarakat tartalmazé DhSalpha sejtekb6l 30%-0s glicerines
stockot készitettiink, melyet -20 °C- on taroltunk. A stockbol 100 pl-t 10 ml ampicillint
tartalmaz6 LB médiumban egy éjszakan 4t 37 °C -on razatva inkubaltam. Az RNS-eket masnap
RNazol (Molecular Research Center) segitségével izolaltam, a sejtszam koriilbeliil 1x10° volt.
Az RNS-¢k integritasat minden mintanal gélelektroforézis segitségével ellendriztem. Minden

plazmid konyvtarrol 3 parhuzamos RNS minta késziilt.
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4.8.3. In vitro T7 transzkripcié

Az U6T7 plazmid konyvtarakrol a 3. tablazatban megadott primerekkel amplifikaltuk a T7
promotert és a guideRNS-t. Az amplifikatumokat gélbdl izolaltuk, majd NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel) Kkittel tisztitottuk. A templat PCR-ekrél in vitro
TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit segitségével expresszaltam az RNS-eket. Az
RNS-eket az RNA Clean & Concentrator (Zymo) RNS tisztito kittel izolaltam. Az RNS-ek
integritasdt minden mintanal gélelektroforézissel ellendriztiik. Minden plazmid konyvtarrol 3

parhuzamos RNS minta késziilt.

Név Szekvencia 5'-3'
T7 Forward CTTGCTAATACGACTCACTATA
T7 Reverz AAAAAAGCACCGACTCG

3. Tablazat. Az in vitro T7 RNS transzkripcio templatjahoz felhasznalt primerek szekvenciai

A tablazatban a T7 promotereket és a gRNS-eket tartalmazo kazetta PCR-es amplifikalasahoz felhasznalt primerek
lathatok 5°-3” iranyban. A primerekkel amplifikalt PCR-ek szolgaltak templatul az in vitro transzkripcidhoz.

4.8.4. Reverz transzkripcio

A reverz transzkripciohoz Maxima H minus first strand cDNA synthesis kit with dsDNAse
(Thermo Scientific) enzimet hasznaltuk. A reverz transzkripcids primer a kovetkezo volt: 5°
GCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGAC 3°. A reakcid 65 °C-on 1 oran at zajlott.

4.9. Adapterek ligalasa a cDNS-re

A cDNS 3’ végére az adaptert T4 DNS ligaz (Thermo Fischer Scientific) segitségével ligaltuk.
Az adapter egy részben duplaszala DNS molekula volt, melyet a ligalas el6tt hibridizaltunk. Az
adapter 5” és 3’ vége és az adapterrel komplementer oligd 3 vége foszforilacioval keriiltek
szintetizalasra a Sigma-Aldrich altal. A ligalas 37 °C-on, 1 oran at tortént, 20%-0s PEG8000
(Thermo Fischer Scientific) koncentracio mellett, T4 DNS ligaz (Thermo Fischer Scientific)

enzim segitségével (lasd részletesebben a 18. abran és az 5.3.2. fejezetben).
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4.10. NGS

A plazmid konyvtarakat és a ¢cDNS konyvtarakat Illumina Nextera talnytlokat tartalmazo
specifikus primerekkel amplifikaltuk, majd a termékeket az NGS indexekkel meghosszabbitott
primerekkel amplifikaltuk egy kovetkezé PCR-el. Az els6 kords PCR primerek megtalalhatok
a 4. tablazatban. A 2. PCR utan a mintak koncentraciéit Qubit dsDNA HS (Thermo Fischer
Scientific) kit segitségével hataroztuk meg, és elvégeztiik a megfelel6 koncentraciokban torténd
Osszekeverést (pooling) az NGS-hez. A PCR-ket a BGI szekvenalta HiSeq X10-el, pair end
technologidval. A szekvenalds mindségét a FastQC v.0.11.8 segitségével ellendriztiik. Az
adapterek szekvenciait Trimmomatic 0.38-mal trimmeltiik a readekrél. A forward és reverz

readeket a FLASH-1.2.11 programmal parositottuk.

4.11. Programozas
Az el6z6 pontban leirt 1épéseket kovetden a tovabbi adatfeldolgozast Python-ban végeztiik,
mely az alabbi fobb 1épésekbdl allt:
1. A gRNS szekvenciajat tartalmaz6 readek indexek szerinti szétvalogatasa
. A kapott readek illesztése a gRNS szekvenciajara
. Barkod szekvencidk dinamikus felismerése (readen beliil valtozo pozicidban van a barkod)
. 4N szekvencidk dinamikus felismerése (readen beliil valtozo pozicidoban van a 4N)

. RNS ¢és plazmid konyvtarak készitése (4N+barkod+sokasag)

. RNS konyvtarak normalizalasa a DNS konyvtarral

2
3
4
5
6. Readszam alapjan sziirés
7
8. RNS konyvtarak 4N ¢és kiillonb6z6 hosszisag szerinti szétvalogatasa €s 0sszeszdmolasa
A

tovabbi kiértékelést Microsoft Excel segitségével végeztiik el.

4.12. Statisztika

A promoterek és a megnovelt specificitasi SpCas9 variaciok vizsgalatahoz a statisztika a
kovetkezOképp tortént. Egyszempontos varianciaanalizist hasznaltunk, melyhez Levene-
probaval ellendriztiik a varianciakiilonbségeket. Szignifikans Levene-proba esetén a Welch
variancianalizist hasznaltuk a klasszikus ANOVA helyett. A mintadk kiilonbségeink
Osszehasonlitdsahoz ANOVA alkalmazasakor Tukey, szignifikdns Levene proba utan pedig
Games-Howell post-hoc teszteket végeztiink el. A promoterek vizsgalatahoz IBM SPSS v25
programmal készitettilk el a statisztikat, a megnovelt specificitasi SpCas9 variaciok

tesztelésével kapcsolatos statisztika pedig R 3.4.1-ben késziilt.
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Plazmid kényvtarak

cDNS kényvtarak

Plazmid kdnyvtarak

cDNS kényvtérak

Név

U6 spori

UG prp

U6 1551

7sk spori

7sk prp

7sk 1551

UBT7 spori
UBT7 prp

UeT7 1551

T7 spori

T7 prp

T7 1551
BBaj23119 spori
BBaj23119 prp
BBaj23119 1551

Osszes adapter+cDNS

U6 spori

UG prp

U6 1551

7sk spori

7sk prp

7sk 1551

UBT7 spori
UBT7 prp

UBT7 1551

T7 spori

T7 prp

T7 1551
BBaj23119 spori
BBaj23119 prp
BBaj23119 1551

Osszes adapter+cDNS

Forward primer

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCTTGTGCGCCGCT

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCTTGTGCGCCGCT

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCTTGTGCGCCGCT

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGCTTTATATATCTTGCTAATACGACTCAC

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGCTTTATATATCTTGCTAATACGACTCAC

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGCTTTATATATCTTGCTAATACGACTCAC

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATATATCTTGCTAATACGACTCACTATA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATATATCTTGCTAATACGACTCACTATA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATATATCTTGCTAATACGACT CACTATA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAA

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAA

TCGTCGGCAGCGTCAGAT

Reverz primer

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCGACTCGGTGCCAC

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTAGCCTTA AACTTGCTA

4. Tablazat. A konyvtarak elsé NGS PCR primerei

A plazmid konyvtarakat és az adapterrel ligalt cDNS konyvtarakat Illumina Nextera tGlnyalokat tartalmazo
specifikus primerekkel amplifikaltuk, melyek a tablazatban lathatok 5°-3” iranyban.
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5. Eredmények

5.1. Casl?a nukleazok vizsgalata

5.1.1. A GFxFP essz¢ modositasa
A fejezet Osszes eredménye, valamint ezekkel kapcsolatos tovabbi eredmények az

Irodalomjegyzékben a 35. szammal hivatkozott publikdcionkban talalhato.

Az AsCasl?a és LbCasl2a nukleazok aktivitasanak vizsgalatahoz a Mashiko és mtsai altal
publikalt fluoreszcens riporter assay-t hasznaltuk’®, amely a 12. abra a, részén lathato. A GFP
riporter plazmidban egy GFP-szekvencia 5° ¢s 3’ fragmentumat elvalasztja egymastol két 480
bazispar hosszasagu ismétlodé szekvencia, amely a GFP szekvencia kdzéps6 részlete. Az
expresszios kazettat egy CAG promoter hajtja és egy SV40 (Simian Vacuolating Virus 40)
polyA jel zarja le. Az els6é GFP fél egy STOP kodonnal fejezddik be, ezaltal errdl a szakaszrol
nem ¢észlelhetd GFP fluoreszcencia. A masodik GFP félnek nincs sem Kozak szekvenciaja, sem
ATG kodonja. A nukleaz targetét egy poliklonozo helyre (MCS) kell klonozni a két GFP fél
kozott. A nukleazok target szekvencigjat a két, ismétlddo szekvencia kozé helyezve a nukledz
hasitasakor 1étrehozott kettds szali DNS-torés a homolog rekombinacios hibajavitas egyik
altipusaval, a single strand annealing DNS javit6 mechanizmussal (SSA) javitodik (Id. 2.1.
fejezet). Ennek az esszének, amelyet ,,GFxFP assay-nek” hivunk az az elénye példaul egy
genomi poziciokat célzo esszével szemben, hogy barmilyen nukleaz DNS hasitasi
hatékonysaganak mérését lehetévé teszi egy specifikus target hasitdsaval, mikdzben a hasitas
hatékonysagat nem befolyasoljak kiilsé tényezok. llyenek a genomi kornyezet, a target

szekvencia epigenetikus allapota, vagy a target relativ tdvolsdga a homolog karoktol.
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12. Abra. GFxFP riporter esszé

a, Az éabra a nukledzok aktivitasinak megfigyelésére alkalmazott riporter esszé elvét abrazolja. A két GFP-
félszekvencia z6lden van jelolve. Ezek mindegyike tartalmaz egy egyedi szegmenst (sotétzold) és egy atfedo,
azonos szekvenciat tartalmazo szegmenst (vilagoszold). Az expresszios kazettat egy CAG promoter hajtja (sziirke
nyil), és egy SV40 (Simian Vacuolating Virus 40) polyA jel (pA, sziirke doboz) zarja le. Az els6 GFP fél egy
STOP kodonnal fejezédik be (fekete jel). A nukledz targetét (kék téglalap) egy poliklonozd helyre (MCS, sarga)
kell klonozni a két GFP fél kozott. A nukledz hasitdsaval a célszekvencidban létrehozott kettds szala DNS-torést
az ismétl6do szekvenciak altal iranyitott SSA javitas javitja. Ennek eredményeként egy ép GFP szekvencia jon
létre, amelybdl egy aktiv GFP irodik at. b, A GFP fluoreszcenciat mutatd sejtek szazalékos aranya. A Prpl0 és
Spl oszlopok azt mutatjak meg, hogy hany %-ban tartalmaztak GFP-t azok a sejtpopulaciok, amelyek a Prpl0,
vagy Spl targeteket tartalmazé GFxFP plazmidokkal és a megfelelé gRNS-eket és Cas9-et kodold plazmidokkal
kertiltek transzfektalasra. A dSpCas9 olyan sejteket takar, amelyeket inaktiv SpCas9-et expresszalé vektorral
transzfektaltunk. Az értékek kiszamitasahoz iIRFP670 szignalt hasznaltunk a transzfekcios hatékonysiag mérésére
¢és a GFP értékeket erre normalizaltuk. A hibasavok az n=3 fliggetlen transzfekcié soran mért szazalékok szorasat
mutatjak be. ¢, A GFP fluoreszcencia intenzitasok reprezentativ hisztogramjai, amelyeket a Prp10, Sp1, dSpCas9
¢és egy nem transzfektalt sejtpopulacié mintainak aramlasi citometrias elemzésével mértiink a transzfekcio utani

méasodik napon *°.

Ennek a vizsgalati rendszernek a teszteléséhez SpCas9-et hasznaltunk két target szekvencidval
(PrP10- és Spl-ként fogok rajuk utalni a kovetkezokben). Az Spl vagy PrP10 targetet
tartalmaz6 GFXFP plazmidokat N2a egér neuroblasztoma sejtekbe kotranszfektaltuk, SpCas9-
et, a megfeleld guideRNS (gRNS)-t és iRFP670 fluoreszcens fehérjét expresszald
plazmidokkal. Kontrollként inaktiv dSpCas9-et expresszald vektort hasznaltunk a sejtek
transzfektalasara. A fluoreszcens sejtek szamat két nappal a transzfekcid utdn mértiik le. Az
IRFP670 a transzfekcio hatékonysaganak nyomon kovetését segitette eld, mig a kontroll hattér
feletti GFP szint novekedés mérése a hasitasi hatékonysag vizsgalatat.

Az Spl-target 73% -ot, mig a PrP10-target 54% -os fluoreszcens sejtszamot eredményezett a

transzfektalt populaciokban (12. abra b).
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Meglep6é modon a kontroll populacio is figyelemre méltd, koriilbeliil 30% -0s GFP-pozitivitast
mutatott. Latszolag a plazmidok egy részében a homoldg szekvencidk kozotti rekombinécio a
nukledz hasitdsa nélkiil is megtortént. Ezutan, annak érdekében, hogy megfigyelhessiik a
potencialis rekombinaciés eseményeket, amelyek mar a plazmid kezelése sordn
megtorténhetnek a baktériumsejtekben, vagy kloramfenikol rezisztencia gént (pGF-chl-FP, 13.
abra a), vagy a plazmid replikacios origojat (pGF-ori-FP) klonoztam be a GFP fragmensek
homolog szekvenciai kozotti régioba. A baktériumsejtekbol végzett plazmid izolalas utan egyik
esetben sem észleltiink rekombinalt frakciot (pGF-ori-FP és pGF-chl-FP plazmidok), amikor
restrikcids enzimes emésztéseket kdvetden vizsgaltuk dket agardz gélelektroforézissel. Ez arra
utal, hogy egy ilyen populacio, ha létezik is, kevesebb, mint 1%.

Ezutan ezekbe a vektorokba is beklonoztuk a kordbban haszndlt Spl és PrP10 target
szekvencidkat, és megvizsgaltuk az SpCas9 altal indukalt GFP javitast N2a sejtekben. A
kloramfenikol kazettat tartalmaz6 GFxFP plazmiddal az aktiv SpCas9-tartalmi mintakban a
fluoreszcens sejtek szazalékos aranya kevesebb volt, mint a kloramfenikol nélkiil alkalmazott
GFxFP-vel. Amikor az inaktiv dSpCas9-et expresszalé vektort pGF-chl-FP plazmiddal
kotranszfektaltuk, a GFP-pozitiv sejtek tovabbra is kimutathatok voltak, bar alacsonyabb
szazalékban, mint a modositatlan eredeti plazmid, a GFXFP esetében (13. abra b). Ez arra utal,
hogy a funkcionalis GFP-molekulak még a pGF-chl-FP-vel médositott plazmidok egy részében
is expresszalodtak a nukleaz hasitasa nélkiil is. A nukleaz hasitasa mellett bekovetkezé GFP jel
csokkenése nemcsak a baktériumsejtekben mar rekombinalt plazmidok aranyanak
csokkenésével magyarazhatd, hanem a két GFP fél csokkent rekombindcios képességét is
tiikrozi, mivel a koztik 1évé tavolsagot noveli a kloramfenikol rezisztencia kazetta. A
viszonylag magas hattér-GFP-fluoreszcencia eredete nem teljesen tisztazott, de azt
feltételeztiik, hogy az N2a-sejtekben természetesen eléforduld kettds szalu torések kissé magas
szintjéb6l szarmazhat. Ennek kideritésére anti-H2AX festést végeztiink tobbféle sejten,
amellyel azt kaptuk, hogy az N2a és a HEK-293T sejtek Osszehasonlithato, de figyelemre
méltéan magasabb szintii DNS kettds szaltorést mutatnak, mint a Hela sejtek. Hasonlo
eredményeket talaltunk a pGF-ori-FP plazmiddal is, majd ezt a plazmidot hasznaltuk a tovabbi

kisérletekben.
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13. Abra. A kloramfenikol rezisztencia gén integraciéja csokkenti a fluoreszcens sejtek szaimat a GFxFP
vizsgalatban

a, A GFxFP kazetta sematikus abrazolasa, a 12. abrahoz hasonlé mddon.

A Kkloramfenikol rezisztencia gén egy sotét sziirke doboz kozépen a GFP-fél fragmensek homolog szekvenciai
kozott. b, A GFP pozitiv sejtek szazalékos aranyanak dsszehasonlitasa, ha a riporter esszét az eredeti vagy (GFxFP,
z0ld oszlopok) vagy a kloramfenikol rezisztencia génnel kiegészitett (GF-chl-FP, lila savok) GFxFP plazmidokat
tartalmaz. Mindegyik esetben két targetet teszteltlink, a PrP10-et és az Spl-et, az SpCas9 nukledz és a megfeleld
gRNS-eket kodold plazmidok kotranszfekciojaval N2a sejtekben. Kontrollként inaktiv SpCas9-et hasznaltunk
mindkét esetben (piros oszlopok, dSpCas9). Az értékeket a transzfekcids hatékonysaggal normalizaltuk, iRFP670
fluoreszcencia alapjan, amelyet transzfekcids kontrollként hasznaltunk. A hibaoszlopok a szdzalékos értékek
atlagainak szorasat mutatjak. N = 3 volt. A kloramfenikol kazetta integracioja csokkentette a fluoreszcens sejtek
szamat mind az aktiv, mind az inaktiv SpCas9-el*®.

5.1.2. Az As- és LbCasl?a hatékonyan indukalja a GFP kazetta javitasat a GFxFP
esszében

Az As- és LbCasl2a nukleazok hatékonysaganak tesztelésére emlés sejtekben HR javitast
indukaltunk 20 genomi target szekvenciat kivalasztva. Ezek harom egér prionfehérje csalad
gént céloztak meg: PRNP, SPRN és PRND. A targeteket a GFXFP plazmidba, a megfeleld
spacereket az AsCasl2a- és LbCasl2a-crRNS-eket is kodolo plazmidokba klonoztuk.
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A tesztelés soran mind az As-, mind az LbCas12a hatékonyan indukalta a GFP kazetta javitasat
mind a 20 targettel, minden esetben tobb, mint 10% fluoreszcens sejtet eredményezve a
kontrollhoz képest, megerdsitve ezen Casl2a nukledazok aktivitasanak robusztussagat (nincs
abrazolva).

Szamos Cas9 nukleazt jellemeztek annak érdekében, hogy a legszélesebb kdrben alkalmazott
SpCas9-hez hasonldan hasznalhaté nukleazt talaljanak. Ezekbdl kivalasztottunk harmat,
amelyek az SpCas9 utdn a leggyakrabban alkalmazott nukleazok kozé tartoznak: a
Staphylococcus aureus-bol (SaCas9)%, a Streptococcus thermophilus-bol (StCas9)®® és a
Neisseria meningitidis-bdl (NmCas9)*® azonositott Cas9 nukledzokat, és dsszehasonlitottuk
robusztussagukat az AsCasl?a és LbCasl2a nukledzokkal, 5-5 kiilonb6z6 és nukledzonként
eltéro targetek felhasznalasaval. Azért alkalmaztunk kiilonboz6 targeteket, mert 1étez6 genomi
poziciokat kivantuk megvizsgalni, amelynek eredményeit késdbbi kisérletekben is fel
kivantunk hasznalni és a targeteket a PAM szekvenciak alapjan valasztottuk ki. A targeteket
véletlenszerlien valasztottuk ki, azaz anélkiil, hogy a nukledzok szekvencia specifitdsara
vonatkozd eldzetes ismereteket alkalmaztunk volna. Az SpCas9 esetében ez nem igy tortént, itt
kihasznaltuk a gRNS-hatékonysag-joslé eszkozok 1étezését: sgRNA designer- t73 és az sgRNA
scorer-t 1.07, és az altaluk kozepes, vagy annal jobbnak itélt targeteket valasztottunk ki. A tobbi
nukledzhoz ekkor még nem léteztek ilyen predikcios programok. Az dsszes targetet a GFxFP
riporter rendszerrel teszteltiik, amely lehetévé teszi a nukledzok aktivitdsdnak kozvetlenebb
Osszehasonlitasat kizarva azt, hogy a targetek homolog karoktol 1évo tavolsaga, vagy a genomi
kornyezet befolyasolja a hasitds hatékonysagat. Az Osszes mintdit mCherry expresszios
vektorral egylitt transzfektaltuk, és az eredményeket az mCherry pozitiv populacion beliil
elemeztiik. A negativ kontrollok GFP fluoreszcenciajat inaktiv SpCas9-et expresszald vektor
alkalmazaséaval mértiik, és a kapott értékeket kivontuk minden egyes minta értékébdl. Minden
esetben harom parhuzamos transzfektalast hajtottunk végre. Eredményeink alapjan ebben a
vizsgalatban mindkét Casl?a nukledz ugyanannyira, vagy hatékonyabban indukalta az SSA
hibajavitast atlagosan, mint harom vizsgalt Cas9 (14. abra). Az LbCasl2a az 5 kiilonb6z6 target
alapjan atlagosan 24% az AsCasl2a 15%-os GFP szint ndvekedést eredményezett a kontrollhoz
képest, szemben a SaCas9 13%, StCas9 9% ¢és az NmCas9 3% -os eredményéhez képest. A
varakozasoknak megfeleléen az SpCas9 mutatta a legerdsebb aktivitast, bar ehhez
hozzéjarulhatott a predikcids programok haszndlata is. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
a Casl2a nukleazok fontos helyet foglalnak el az SpCas9 mellett a genomszerkesztd eszkdzok

palettajan.
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14. Abra. A kiilonb6z6é nukledzok aktivitasinak dsszehasonlitasa GFxFP-vel

A GFP hattér feletti GFP pozitiv sejtek szazalékos aranya, kiilonféle nukledzok hatdsara N2a sejtekben. Hat
nukledzt teszteltiink, mindegyiket 6t kiillonb6z6 targeten, a GFXFP esszé alkalmazasaval. Az oszlopok az egyes
nukleazok esetében az 6t kiilonb6zd target hasitasi hatékonysagara kapott atlagértékeket mutatjak. A GFP pozitiv
sejteket a transzfekcido utan két nappal mértik. Az Osszes mintat mCherry expresszios vektorral egyiitt
transzfektaltuk, és az eredményeket az mCherry pozitiv populacion beliil elemeztiik. A negativ kontrollok GFP
fluoreszcenciajat inaktiv SpCas9-et expresszald vektor alkalmazasaval mértiik, és a kapott értékeket kivontuk
minden egyes minta értékéb6]. Minden targettel harom parhuzamos transzfektalast hajtottunk végre. Az atlagos
HR-indukalé hatékonysagot 15 minta atlagabol szamoltuk nukledzonként. A hibasavok a szazalékos értékek
atlagainak szorasat mutatjak. SpCas9: zold, LbCasl2a: vilagos z6ld, AsCasl?a: sarga, SaCas9: narancs, StCas9:
piros, NmCas9: skarlat®®.

5.1.3. Az As- és LbCasl?2a nukleazok altal végzett genomi DNS-hasitas hatékony HR
javitast képes indukalni

Kovetkez6 1épésként leteszteltiik, hogy az As- és LbCasl2a nukleazok képesek-e HR javitast
indukalni a genomban. Ehhez leteszteltiink négy targetet a genomi kérnyezetiikben egy donor
molekula segitségével. A donor molekula egy promoter nélkiili GFP nyitott leolvasasi keretet
(ORF) tartalmaz, amelyet 1000 bp hossztsagt, a PRNP génnel homolog karok fognak kozre.
A célzott integracié utan a PRNP ORF helyébe a GFP ORF keriil, ahol a GFP expressziojat a
PRNP gén promotere vezérli. A PRNP-t célzo crRNS-t tartalmazd As- és LbCasl2a
nukleazokat kodolo plazmidokat kotranszfektaltuk a donor plazmiddal, és megfigyeltiikk a GFP-
t expresszalo sejtek szamat. Meglepé modon a promoéter nélkiili donor plazmid az inaktiv
dSpCas9-et expresszald plazmiddal kotranszfektalva is eredményezett némi GFP

fluoreszcenciat, amikor a transzfekcid utan két nappal mértiik a fluoreszcens jelet.

38



Ezt a tranziens fluoreszcens szignalt a tovabbi kisérletekben arra hasznaltuk, hogy
Osszehasonlitsuk a kiilonb6z6 mintak transzfekcios hatékonysagat. Ez a tranziens GFP jel
koriilbeliil 9 napon beliil lecsengett, ami mar lehet6vé tette az integralt GFP kazettakbol
szarmazo GFP jel mérését. A 15. abran lathato eredmény azt mutatja, hogy mindkét nukledz
A négy vizsgalt PRNP-célpont koziil az LbCasl?a harmat, mig az AsCasl2a két targetet
hasitott, amelyek az inaktiv nukledzzal kotranszfektalt negativ kontroll szintjénél nagyobb
aranyban eredményeztek fluoreszcens sejteket. Hasonldan alacsony fluoreszcenciaszintet
talaltunk egy olyan kontrollban is, ahol a Cas12a nukleazokat megfelel6 homolog kar nélkiili
donor plazmiddal aktiv nukleazzal kotranszfektaltuk (nincs abrazolva), ami azt mutatja, hogy a
Casl?a aktivitdsa nem eredményez szignifikdns fluoreszcenciat a nem HR javitds altal
kozvetitett donor véletlenszerii integraciojaval. Ez valdszintileg annak koszonhetd, hogy a GFP
kazetta eldtt nem talalhatd promoter a plazmidban, igy az integracidja nem eredményez
expressziot, hacsak nem pont egy prométer utan integralodik a genomba.

A fejezet 0sszes eredménye az Irodalomjegyzékben 35. szammal hivatkozott publikacionkbol

szarmazik.
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15. Abra. Az As- és LbCas12a-indukalt HR javitas szintje genomi targeteken

Az abran a GFP pozitiv sejtek szazalékos aranya lathato egy promoter nélkiili donor GFP kazetta HR javitas altal
kozvetitett genomi integracidja utan. Mind az As-, mind az LbCasl2a nukleazok (narancssarga és kék)
hatékonysagat négy egér PRNP genomi célszekvencian teszteltikk. A nukleazvektort és a homolég rekombinacios
donor plazmidot kotranszfektaltuk N2a sejtekbe. Negativ kontrollként a sejteket a donor molekulaval és egy
inaktiv SpCas9 expresszios plazmiddal kotranszfektaltuk. A transzfekcio utani hetedik napon lemértik a GFP
pozitiv sejteket. Minden mintahoz harom parhuzamos transzfektalast hajtottunk végre. A hibasavok a szazalékos
értékek atlagainak szorasat mutatjak.

39



5.2. Megndvelt specificitasu SpCas9 nukleazok vizsgalata
A fejezet Osszes eredménye, valamint ezekkel kapcsolatos tovabbi eredmények az

Irodalomjegyzékben a 48. szammal hivatkozott publikacionkban talalhato.

Munkam ezen részében azt kivantuk megvizsgalni, hogy a megnovelt specificitisu eSpCas9 és
SpCas9-HF1 nukle4dzok aktivitdsat hogyan befolyasolja a modositott gRNS-ek alkalmazasa.
Ezen nukledzok széles korti alkalmazhatosaga attol fiigg, hogy képesek-e a modositott gRNS-
nukleotid nem G, kiilonféle gyakorlatok vannak a gRNS spacer 5’-végének modositasara (lasd
2.4. és 2.5. fejezet). A disszertaciomban bemutatott munka soran arra iranyuld vizsgalatokat
végeztlink, amelyekben a spacerek 5’ végének roviditését, 5° végikon G-t nem tartalmazo
gRNS-ek, vagy 5’ végiikon a 20. pozicidban egy nem komplementer G nukleotidot tartalmazo
gRNS-ek hatasat vizsgaltuk az SpCas9 variaciok aktivitasara. Utobbi kettdt azért teszteltiik,
mert ezeknek a modszereknek a segitségével nemcsak G kezdetli targetekkel lennének
hasznalhatok a vizsgalt megndvelt specificitasti nukleazok. Az 5° végiikon roviditett gRNS-
eket azért teszteltiik le, mert tobb cikk szerint ha az U6 promotert nem kdveti G, 5° végiikon
rovidebb RNS-ek keletkezhetnek’™. Ahhoz, hogy a megndvelt specificitasi SpCas9 nukledz
variansok aktivitasat megfigyeljiik, szdmos targeten direkt dsszehasonlitdsokat végeztiink el
EGFP hasitasi teszttel. Ennek soran N2a.EGFP sejteket hasznaltunk. Ez egy olyan, a
példanyat tartalmazza Neuro-2a egér neuroblasztoma sejtekben, ami a PRNP prométerrdl
expresszalodik. A nukledzokkal kiillonb6z6 EGFP szekvencian beliili targeteket céloztunk és az
aktivitasuk szintjét az EGFP szignal csokkenésével mértiik. A kisérletekben az N2a.EGFP
sejteket kétféle plazmiddal Kkotranszfektaltuk: a kiilonb6z6 SpCas9 variaciokat kodolod
expresszios plazmiddal, valamint a kiilonféle EGFP targeteknek megfeleld spacereket
magukban foglalé gRNS-t és mCherry-t kodolo plazmiddal, és a sejteket aramlasi citometriaval
értékeltiik. Az mCherry fluoreszcencidja a transzfekcios hatékonysag, az EGFP fluoreszcencia

csokkenése pedig a nukle4dzok hasitasi hatékonysaganak meghatarozasara szolgalt.
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5.2.1. 5’ végiikon nem G-t, vagy a 20. pozicioban nem komplementer G-t tartalmazé
gRNS-ek alkalmazasa

Azoknal a targeteknél, amelyeknél a spacer 20. pozicidjanak megfelelé nukleotid nem G, bevett
gyakorlat a target szekvencia valtoztatas nélkiili felhasznalasa, vagy a 20. pozicié G nukleotidra
cserélése, amely igy a targethez nem kitapado 20. G-t eredményez a gRNS-ben. 18 gRNS-t
teszteltiink le, melyeknek a fele egy 5’ kitapadé nem-G nukleotidot tartalmaz, a masik felében
pedig ugyanaz a spacer, de az 5° els6 nukleotid egy nem kitapadé G. Azt talaltuk, hogy a
WTSpCas9 valamivel jobban miikddik egy nem kitapad6 kezdé G-vel, mint a nem G kezdetii
spacerekkel (16. abra a). Bar az eSpCas9 viszonylag jol miikodik a nem G kezdetii spacerekkel,
¢s a WTSpCas9 aktivitdisahoz mérten csak mintegy 20%-os csokkenés figyelhetd meg a
targetek tobbségénél (6/9), a 20. pozicioban a nem kitapadd G-re torténd csere jelentsen
csokkenti az aktivitdsat. Az SpCas9-HF1 lényegesen csokkent aktivitdst mutat mindkeét

valtozati modositott gRNS-el a WTSpCas9-hez képest.
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16. Abra. A gRNS kiilonféle médositasainak hatasa az SpCas9 nukleaz variansok EGFP hasitasanak
aktivitasara

Az abran a spacer 5’ végének modositasanak hatasa lathaté a nukleazok aktivitasra. a) 20 nt hosszi 5° végen
kitapado, de nem G-t tartalmazo, és 20 nt hosszu 5' végen nem kitapadd G-t tartalmazoé spacerek hatdsa a nukleaz
aktivitasra. b, A gRNS-ek 5' végének roviditésének hatasa a vad tipusu SpCas9, eSpCas9, SpCas9-HF1 és
HeFSpCas9 aktivitasara. Az abran a roviditett gRNS-ekkel alkalmazott SpCas9-ek aktivitisanak aranya van
dbrazolva a normal hosszusagi gRNS-ekkel alkalmazott SpCas9-ek aktivitdsaval. Tukey-tipusa box-plot a
BoxPlotR altal: a kozépvonalak a medianokat mutatjak; a boxok hatarai a 25. és 75. percentilist jelzik; a szimpla
vizszintes vonal az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjed ki a 25. és 75. percentilistél; a bevagasok a
boxokon a medianok 95% -os konfidencia intervallumat jelzik; a keresztek a minta atlagat képviselik; az
adatpontok korokként vannak abrazolva. Az egyes nukleazok mintapontjanak szamai megfelelnek az alkalmazott
targetek szamanak. Az adott kisérletekhez hasznalt spacerek tipusai z61d szinti fésiiként vannak abrazolva, és a 20.
G nukleotidok (a PAM-szekvenciatdl szamozva) piros szinii, hajlitott féstifogakként vannak jelolve, ha nem
tapadnak ki; a zoldek a kitapad6 nukleotidokat képviselik 48,
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5.2.2. 5’ végiikon rovidebb gRNS-ek alkalmazasa

Annak vizsgalatara, hogy az SpCas9 variansok miként toleraljak a rovidebb spacereket, 5 EGFP
targetet valasztottunk ki, amelyb6l 9 db roviditett, 17, 18 vagy 19 nukleotid spacer hosszsagu
gRNS-eket kodold plazmidokat hoztunk 1étre, amelyek mindegyike kitapadd G-vel kezdddik.
Ezekkel a gRNS-ekkel kotranszfektalt SpCas9-ek EGFP hasitasi aktivitasat hasonlitottuk ossze
normal hosszisaga gRNS-ekkel kotranszfektalt SpCas9-ek aktivitasaval (16. abra b). A kilenc
csonkolt hosszsagu spacert tartalmazo gRNS-ek koziil 8-al sikeresen hasitotta az EGFP-t a
WTSpCas9. Ezzel szemben az eSpCas9 és az SpCas9-HF1 csak harom, illetve egy targetet
hasitott, és ezek mind csak egy nukleotiddal roviditett, 19 nt hosszisaga spacerek voltak. Az
altalunk Iétrehozott, mind az eCas9, mind az SpCas9-HF1 mutéacidinak kombinacioit
tartalmazé HEFCas9 varians egyik roviditett spacert tartalmaz6 gRNS-el sem miikddott.

Ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a megnovelt specificitasi Cas9 variansok aktivitasat
csokkentik ezek a gRNS modositasok. A bemutatott valtoztatasok az osszes altalunk vizsgalt
modositott Cas9 nukledz aktivitdsat csokkentették, kiilonbozé mértékben. Az eSpCas9
alacsonyabb érzékenységet mutatott a modositasokra az SpCas9-HF1-hez képest.

A fejezet Osszes eredménye az Irodalomjegyzékben 48. szammal hivatkozott publikdcionkbol

szarmazik.
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5.3. A CRISPR gRNS-ek expressziojara gyakran alkalmazott prométerek

A fejezetben szerepld eredményekbdl késziild kézirat jelenleg bekiildés elétt all.

5.3.1. A randomizalt bazisokkal médositott gRNS

A promoterek vizsgalatdhoz olyan plazmid és ezekrdl Iétrehozott CDNS konyvtarakat
készitettiink el, amelyekben a promoterektol downstream elhelyezkedd elsé 4 nukleotid
randomizalt volt. A transzkriptumok 3’ iranyban egy modositott SpCas9 gRNS-el folytatddtak.
Az SpCas9 gRNS-t azért valasztottuk a promoterek vizsgalatdhoz az RNS-t kodolo
szekvenciaként, mert erés masodlagos szerkezete van a spacertdl 3’ iranyban elhelyezkedd
szakaszan. Ebbdl fakadoan azt képzeltiik, hogy jobban toleralja a randomizalt szakaszokon
beliili szekvencia kiilonbségeket és a 12 bazisos barkodot egy olyan helyre illesztettiik, amirdl
azt felételeztiik, hogy kevésbé valtoztatja meg a szerkezetét.

A 17. abran lathato, hogy milyen masodlagos szerkezet jellemz6 az SpCas9 gRNS-ére és hogy
hova illesztettiik a barkodot. A barkod szolgalt arra, hogy a kiilonb6zd hosszisagu és
mennyiségli RNS-ek kiinduldsi mennyiségét, valamint a DNS templatjaik szekvenciajat
azonosithassuk. A barkodok nemcsak abban nyujtottak segitséget, hogy ez alapjan
beazonosithassuk melyik RNS szekvencia melyik templatrol keletkezett. Azzal, hogy egy
szekvencianégyeshez sok teljesen mas szekvenciaji 12 bazisos barkod tartozott, az RNS
mennyiségekre hato kiilsé tényezOk hatasat csokkentettiik, mint pl. RNS szerkezetbeli
kiilonbségekbdl adodo eltéré RNS degradéciot.

spacer szekvencia

G A
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c
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17. Abra. Randomizalt bazisokkal médositott SpCas9 gRNS

Az édbra az SpCas9 gRNS masodlagos szerkezetét abrazolja a randomizalt bazisokkal. X-el azok a nukleotidok
vannak jelolve, amelyeknek a helyére illesztettiik a barkodot.

Abra forrasa:

https://horizondiscovery.com/en/applications/crispr-cas9/synthetic-sgrna-for-crispr-cas9 experiments alapjan
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5.3.2. cDNS+adapter ligalasi médszer

A cDNS-re val6 adapter ligalasdhoz egyedi modszert alkalmaztunk tobb okbol kifolyolag. A
meglévé modszerek olyan RNS-ek szekvenalasahoz, mint pl. a Cas9 guide RNS, melynek 3’
végének szekvencidja ismert, altaldban felesleges lépéseket tartalmaznak, ¢és emellett
tulsagosan id6 és anyagigényesek. Modszeriink soran a tisztitott RNS-eket rogton cDNS-ekké
irjuk at, majd a cDNS-t ligaljuk egy ismert szekvenciaju adapterrel, végiil a ligitumot PCR-el
amplifikaljuk NGS-hez.

Az adapter ligalashoz a T4 DNS ligazt valasztottuk, abbol az okbdl kifolyolag, hogy nincs
nukleotid preferenciaja’®’’. Bar alapvetden ezt a ligzt duplaszala DNS-ek tompa, vagy ragados
végeinek Osszeligalasdhoz hasznaljak, egyszali DNS-ek ligalasara is képes egy splint oligd

17®. Ezek ismeretében azt a modszert valasztottuk, melynek sematikus dbrazolasa a

segitseégeve
18. abran lathat6. A CDNS-re ligaland6 adapterhez hozzdhibridizalunk egy részben
komplementer oligdt, aminek van egy 4 randomizalt nukleotidot tartalmazo talnyalo vége, és a
cDNS els6 4 nukleotidjahoz annelalodva, a T4 DNS ligdz képes Osszeligalni az adaptert a
cDNS-el. A ligalashoz hasznalt oligonukleotidokat ugy terveztik meg, hogy ne
keletkezhessenek ligalasi melléktermékek. Az adapter komplementer oligd 3°, és az adapter 3’
végén is egy plusz foszfat csoport van, amely gatolja a ligaz miikodését. Csak az adapter 5’
végén van foszfat csoport, amely a T4 ligdz mtikddéséhez sziikséges (18. abra). Mivel a T4
DNS ligaz 5°P véget ligal 3°’OH véghez, igy csak az adapter 5°P vége tud a cDNS-el ligalodni.
Amiatt, hogy a T4 DNS ligaz egyszali DNS-ek ligalasat kisebb hatékonysaggal végzi, mint a
duplaszaltiakét, a moddszer eredményes hasznalatdhoz be kellett allitani az optimalis
kondiciokat. Ezek koz¢ tartozott a ligalas idétartama, hdmérseklete, oligd koncentracio és PEG
koncentracio (melynek hasznalata elésegiti a ligalas hatékonysagat). Vizsgalataink alapjan

optimalis koriilményeknek a kdvetkezoket talaltuk: 37 °C, 1 h, 20% PEG.
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b,
P Adapter i f > on cDNS ¥
T4 DNS ligaz
P Adapter cDNS ¥

18. Abra. cDNS+adapter ligalas

Az 4bran a cDNS-re ligalt adapter és adapter komplementer oligdk szekvencidja (a), valamint a cDNS+adapter
ligalas sematikus abrazolasa (b) lathatd. a, A két oligd szekvenciaja, végmodositasaikkal. b, Pirossal a 4 nt hossza
randomizalt nukleotidokat tartalmazé szakasz, sziirkével a c¢cDNS, kékkel az adapter és komplementere van
abrazolva.

5.3.3. Emlds promoéterek 6sszehasonlitasa

Azt kivantuk dsszehasonlitani, hogy HEK-293 sejtekben a human U6, human 7sk, U6T7 hibrid
promoéterekrol mennyi RNS termelédik egymashoz képest. Ehhez 3 plazmidkonyvtar keveréket
csinaltunk, ahol keverékenként mas spacer szekvenciat tartalmazo gRNS-ek expresszalodnak
az egyes promoterekrél. A plazmidkeverékeket egyszer csinaltuk meg, ezekbdl 3-3
parhuzamost transzfektaltunk a sejtekbe. Az NGS elemzésébdl kapott plazmidkeverékek
readszamaira normalizaltuk az RNS-ek readszamait, megfelelé promoter-spacer parosonként.
Ezutan megnéztiik, hogy melyik RNS konyvtar mekkora szazalékot tett ki az adott keverék
Osszes RNS-ébdl. Az eredmények alapjan, amelyek a 19. abran lathatok, nincs szignifikans
eltérés a 3 promoter kdzott, hasonld mennyiségii RNS termelddik mindegyik prométerrél HEK -

293 sejtekben.
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19. Abra. Emlés prométerek expressziéjanak dsszehasonlitasa HEK-293 sejtekben

Az abra megmutatja, hogy az U6, 7sk, U6T7 promoéter-gRNS kazettakat tartalmazd plazmidokat kotranszfektalva
emlds sejtekbe az egyes promoéterekrdl az 6sszes RNS hany %-a keletkezett. Feketével az U6, sotétsziirkével a
7sk, vilagossziirkével az U6T7 promoterrdl keletkezett RNS-ek mennyisége latszik. A hibasavok a szazalékos
értékek atlagainak szordsat mutatjak.

5.3.4. A prométertél downstream elhelyezkedé +1-t6l +4-ig terjedé poziciok vizsgalata

az RINS expressziora és a transzkripcio iniciacios poziciora

Annak tanulmanyozasara, hogy a CRISPR gRNS expressziora gyakran alkalmazott
promoterekrél termel6dé RNS-ek mennyiségét és hosszat megfigyelhessiik, 5 promotert, a
human U6, human 7sk, az U6T7 hibrid promotert, a T7 €és a bakteridlis J23119 prométert
vizsgaltunk meg. Az NGS adatok feldolgozasa alapjan az 0sszes plazmid kdnyvtar promotert
koveté 4 bazisparos szekvencia variacidinak mindegyike (256 variacio) atlagosan minimum

5000 darab szamu readdel képviseltette magat (20. abra).
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20. Abra. A promoétert kiveté 4 bazisparos szekvencia variaciok NGS readszamainak atlagai és medianjai
plazmidkoényvtaranként

Az abran a promotert kdvetd 4 bazisparos szekvencia varidciok readszamainak atlagai és medianjai vannak
feltiintetve plazmidkonyvtaranként. A sotétsziirke oszlopok a readszamok atlagait, mig a vildgossziirkék a
medianokat mutatjak.

A plazmidkonyvtarakbol 1étrehozott cDNS konyvtarak readszamainak mennyisége €s a readek
hossza, amelyekb6l az RNS-ek hosszat szamoltuk ki, a promotert kovetd 4 bazisos
szekvenciatol és a promotertdl fliggden valtozott. Az emlds promoterek Osszehasonlitasat
kivéve az Osszes tovabbi eredmény az NGS adatokbol ugy kertilt kiszamitasra, hogy a plazmid
konyvtarak barkodjai alapjan azonositottuk és a templatra normalizaltuk az adott templatokrol
keletkezett RNS-ek szekvenciajat, 5° végének hosszat és RNS mennyiségét. Ezt kovetden a
kiilonboz6 barkodokrol keletkezett, eltérd hosszisagih RNS-ek mennyiségét kezdd
szekvencianként ¢és azonos hosszusdgonként Osszeadtuk, c¢DNS kdnyvtaranként.
Promoterenként 3-féle spacert tartalmazo SpCas9 gRNS 3-3 parhuzamos ¢cDNS konyvtarait
vizsgaltuk, kivéve az U6 promotert, ahol a Spori spacerrel 2 parhuzamos ¢cDNS konyvtar volt,
és a J23119 promotert, ahol csak a Spori spacer 3 parhuzamos cDNS konyvtarat vettiik
figyelembe, abbol az okbdl kifolydlag, hogy a tobbi esetben nem volt minden kezdd

szekvenciardl megfeleld szamu read.
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5.3.4.1. Az U6 prométer

Az NGS eredményeink alapjan el6szor megvizsgaltuk az elsé nukleotid szerepét a
transzkripcids iniciacids poziciokra, melynek eredménye a 21. abran lathato. Ha a +1-es
pozicioban A volt, akkor az 6sszes RNS atlag 87%-a keletkezett a +1 poziciorol, +1G-vel ez
89% volt. A purinokhoz képest rendkiviil kis aranyban indul el pontosan az atiras, ha a +1

pirimidin: +1C-vel 30%, +1T-vel 16% volt a +1-rdl atirodott RNS-ek aranya.
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21. Abra. Az U6 prométertél downstream elhelyezkedé elsé nukleotid hatasa a kiilonbozé transzkripcié
iniciacios poziciékra

Az abran lathato, hogy az U6 promdtertdl downstream elhelyezkedé elsé nukleotid miképp befolyasolja, hogy
melyik pozicior6l milyen ardnyban indul el az atirds. Egy oszlop megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt poziciorol
termel6dott RNS-ek 6sszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciordl. A hibasavok a szazalékos értékek
atlagainak szorasat mutatjak. N=8, amely a 8 cDNS konyvtarnak felel meg.

Ezutan megvizsgaltuk a tovabbi poziciokban 1évé nukleotidok szerepét is a kiilonbozd
transzkripcids kezdd poziciokra (22. abra). Azt talaltuk, ha az elsé pozicidban purin van, a
tovabbi poziciok mar nem befolyasoljak olyan nagymértékben a kezd6 poziciot, mint a kezd6
pirimidineknél, hanem az RNS-ek nagyrészt a +1-r6l irodnak at. Ha a +1-ben pirimidin van, és
a +2-ben purin, akkor nagyobb aranyban indul el a +2-rél a transzkripcidé, mint a +1-r6l,
ilyenkor kimarad a +1, és az atiras az els6 purint tartalmazé nukleotidrdl, a +2-es poziciorol
indul el. Haa+1 és a+2 is pirimidin, de a +3 purin, szintén megfigyelhetd, hogy megnd azoknak
az RNS-eknek az aranya, ahol kimarad a +1 és a +2 is, és az atiras az els6 purint tartalmazo

nukleotiddal, a +3-as poziciorol indul el.
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22. Abra. Az U6 prométertél downstream elhelyezkedd szekvencidk hatasa a kiilonboz6 transzKkripcio
iniciacios pozicidkra

Az abran lathatd, hogy az U6 prométertdl downstream elhelyezkedd szekvenciak miképp befolyasoljak, hogy
melyik pozicior6l milyen aranyban indul el az atirds. Egy oszlop egy szine megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt
poziciordl termelddott RNS-ek 6sszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciordl, és egy oszlop egy darab
kezdé szekvenciat jelol. A kdzepesen vilagoskék szin a -3, a narancssarga szin a -2, a sziirke szin a -1, a citromsarga
szin a +1, a vilagoskék szin a +2, a z6ld szin a +3 ¢és a sotétkék szin a +4 poziciokat jeloli az U6 promotertdl
downstream. N=8, amely a 8 cDNS kdnyvtarnak felel meg.

A+l-es pozicidban A-val, vagy G-vel szinte csak jo hosszisagi RNS-ek keletkeztek,
legnagyobb aranyban a +1-ben kezdddik az atiras (23. abra). Van néhany szekvencia +1A-val,
amelyiknél a +1-es poziciordl induld transzkripcio aranya Kisebb, de +1A és +1G kozott nincs
jelentds eltérés abban, hogy milyen aranyban indul el a transzkripcid iniciacidja a +1-r6l.
Eredményeink azt mutatjak, hogy ha az U6 promoter utan az elsé nukleotid purin, az atiras
nagyrészt a +1-r6l indul el, és a kezdé pozicidt a tovabbi poziciok csak kis mértékben
befolyasoljak, mig ha a +1 pirimidin, az atiras nemcsak +1-r6l torténik. Azt, hogy pirimidin
esetében melyik poziciordl milyen ardnyban torténik a transzkripcid iniciacidja, nagymértékben

befolyasoljak a promotertdl downstream elhelyezkedd tovabbi nukleotidok is.
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23. Abra. Az U6 prométertél downstream 1évé szekvencidk hatdsa a +1-r6l indulé transzkripciora, ha a +1
A, vagy G

Az abran az U6 promoter utan elhelyezkedd kiilonb6zo szekvencidk szerepe lathatdé a +1-es poziciorol torténd
atirasra. Az oszlopok megmutatjak, hogy éatlagban hany %-ban indult el +1-rél az atiras adott templat DNS
szekvencia esetén. A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=8, amely a 8 cDNS
konyvtarnak felel meg.
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A kovetkezd 1épésekben azt néztiik meg, hogy az U6 promotertdl downstream elhelyezkedd
nukleotidok hogyan hatnak a transzkriptumok mennyiségére. A +1-es pozicid szerepét
vizsgalva az atirodott RNS-ek mennyiségére azt talaltuk, hogy ha a +1-ben purin van, tobb RNS
termelddik, mintha pirimidin (24. abra). A purinokrél és a pirimidinekrél keletkezett
transzkriptumok mennyisége egymastol szignifikdnsan eltér, a 2 purint egymassal, illetve a 2

pirimidint egymadssal 6sszehasonlitva azonban nincs szignifikans kiilonbség.
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24. Abra. A +1-es poziciéban 1évé nukleotid hatisa az RNS expressziora

Az abran a +1-es pozicidban 1€v6 nukleotid hatasa lathatd az U6 promoterrdl termelddott RNS-ek mennyiségére.
Az abra az Osszes transzkripcids iniciacios pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja,
hogy adott nukleotiddal az 6sszes RNS hany %-a keletkezett az adott cDNS kdnyvtaron belil. A boxokon beliili
vastag vizszintes vonalak a medidnokat mutatjak; a boxok hataroljak az R programmal meghatarozott 25. és 75.
percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75.
percentilistdl; a keresztek a mintdk atlagat mutatjak; az adatpontok korokként vannak abrazolva. N=8, amely a 8
cDNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben a 109. oldalon talalhatok meg.

A promotert kovetd elsd 2 pozicidt vizsgalva azt kaptuk, hogy a legtobb RNS AG, GG kezdettel
keletkezik (25. abra). AG és GG szignifikansan a legjobbak a 16 variacié koziil és egymastol
nem kiilonboznek. CC, CT, TC, TT pedig szignifikansan mindennél kevesebb RNS-t
eredményeznek (25. 4dbra). Osszehasonlitottuk egymdssal a +1 pozicidban A-t tartalmazé
templatokrol termel6dott RNS-ek mennyiségét. Az elsé két poziciot vizsgalva az latszik, hogy
szignifikéans kiilonbség csak az AG ¢€s az 6sszes tobbi kozott van, AA, AC, AT kozott nincs, €s
AG kezdettel termelddott a legtobb RNS. Az elsé két pozicidt vizsgalva a GA-GC parost
leszamitva minden variacio szignifikans kiilonbségeket okozott +1G-vel az RNS
mennyiségekben, és a 2. pozicidban a G utan is a G bizonyult a legjobbnak (25. dbra). A 25.
abran lathat6, hogy az els6é két pozicid dinukleotidjai kiilondsen meghatarozoak az RNS
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expressziora nézve: AG és a GG szignifikansan nagyobb, a legkisebb expresszioji +1-ben
purint tartalmazé GC szekvencidk kétszeresét elérd expressziot biztosit. Eredményiink alapjan
lathato, hogy az U6 promoternél a 2. nukleotid is rendkiviil nagymértékben befolyasolja a
keletkezd RNS-ek mennyiségét, transzkriptalodhat olyan mennyiségti RNS a +1-es pozicidban
pirimidinrél is, mint purinrdl, ha megfelelé nukleotid kdveti, valamint a +1A-val, vagy +1G-
vel keletkezett RNS-ek mennyiségében is lehet jelentds eltérés, ha a masodik pozicidban

kiilonb6zo nukleotidok szerepelnek.
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25. Abra. A prométertél downstream elhelyezkedé elsé két nukleotid hatisa az RNS expressziéra

Az abran a promotert kovetd els6 két nukleotid hatdsa lathaté az U6 promoéterrdl termelodott RNS-ek
mennyiségére. Az abra az Osszes transzkripcids iniciacios pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1
adatpont megadja az 6sszes szekvenciardl termel6dott RNS-ek 6sszegéhez képest keletkezett RNS-ek szazalékos
aranyat az adott szekvenciarol, adott cDNS konyvtaron beliil. A boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a
medianokat mutatjak; a boxok hataroljdk az R programmal meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla
vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75. percentilistdl; a keresztek a
mintak atlagat mutatjak; az adatpontok korokként vannak abrazolva. N=8, amely a 8 cDNS konyvtarnak felel meg.
A p értékek a Fiiggelékben a 109. oldalon talalhatok meg.

Mivel az eddig bemutatott eredmények alapjan lathato, hogy ha a +1-es pozicidoban pirimidin
van, pirimidinekkel a transzkripcios iniciacios poziciok sokkal heterogénebbek, ezért a tovabbi
poziciok szerepét az RNS mennyiségekre mar csak +1A-val és +1 G-vel vizsgaltuk a
tovabbiakban. Az els6 3 pozicid szekvenciajat vizsgalva azt kaptuk, hogy a legtobb szignifikans

eltérés az AG kezdetliek és a tobbiek kdzott van. AGT, AGG mindnél szignifikansan jobb volt,

kivéve a tobbi AG kezdetli varidcional (26. abra).
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Az els6 3 pozicid szekvenciajat vizsgalva +1 G-vel nagyobb kiilonbségeket talaltunk. A legtobb
szekvenciak kozott van, és a GGG-vel kezd6d6 szekvenciak majdnem minden mas szekvencia
variacional szignifikansan tobb RNS-t eredményeznek. A GT kezdetli szekvenciakrol
keletkezett RNS mennyiségekben a +3-as pozicid nukleotidjai is szignifikdns kiilonbséget
okoztak (26. abra). Eredményeink alapjan, ha a +1-es és a +2-es poziciokban 1évé dinukleotid
megegyezik, viszont az azt kovetd pozicido nukleotidja mas, az is kiilonbségeket okozhat az
RNS mennyiségekben.

6

RNS mennyiseg, %

, .
DNS 5' szekvencia
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT ATA ATC ATG ATT GAA GAC GAG GAT GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GTC GTG GTT

26. Abra. A prométertdl downstream elhelyezkedd elsé harom nukleotid hatasa az RNS expressziora, ha a
+1-es poziciéban A vagy G van

Az 4bran a promotert kovet els6 harom nukleotid hatasa lathaté az U6 promoéterrél termelddott RNS-ek
mennyiségére, ha az elsd pozicioban A, vagy G van. Az abra az Osszes transzkripcids iniciacidés pozicid
transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja az adott szekvenciardl keletkezett RNS-ek
szazalékos aranyat az dsszes szekvenciarol termel6dott RNS-ek dsszegéhez képest az adott cDNS konyvtarban. A
boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a medianokat mutatjak; a boxok hataroljak az R programmal
meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szeresérég
terjednek ki a 25. és 75. percentilistdl,; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az adatpontok korokként vannak
abrazolva. N=8, amely a 8 cDNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben a 110-111. oldalon talalhatok

meg.
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A +4-es pozicid hatasat is megvizsgaltuk az RNS expressziora, és azt talaltuk, hogy akar

néhanyszoros RNS mennyiségbeli kiilonbségeket is képes okozni a 4. pozicidban elhelyezkedd

bazis, ha az elsé 3 megegyezik, tehat még a +4-es pozicioban 1évo nukleotid is befolyasolja a

transzkripcidt. A 27. dbran lathatd, hogy a +4-es pozicidé nem egyforma mddon befolyasolja a

transzkriptum mennyiségét, hanem a tdle upstream 1év0 szekvencia fiiggvényében valtozoan.
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27. Abra. A +4-es poziciéban 1évé nukleotidok hatasa az RNS expressziora, ha a +1 A, vagy G

Az abran a +4-es pozicioban elhelyezkedd kiilonbozo nukleotidok hatdsa lathatd az U6 promoterrdl termelddott
RNS-ek mennyiségére, ha a +1-es pozicioban A vagy G van. Az abra az §sszes transzkripcid iniciacios pozicio

transzkriptumainak mennyiségeit mutatja.

.

.

1 oszlop megadja, hogy a promotert kovetd 4 bazis adott

szekvencidjaban megegyez6, de 4. pozicidban mas nukleotidot tartalmazé szekvenciarol termel6dott RNS-ek
0sszegéhez képest.
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A +1-es poziciotol a +4-esig terjedd szekvencia fliggvényében a fenti abrakon lathaté modon
valtozé mennyiségii RNS expresszalddik az U6 promoéterrdl. A legkisebb és a legnagyobb
expressziot biztositd szekvencidkrol termelddott RNS mennyiségek atlagai kozott kozel 13x-0S
kiilonbség van +1A-val (ATTT és AGTA) és tobb, mint 9x-es +1G-vel (GCTC és GGGT) (28.
abra).

Eredményeink alapjan az U6 promodternél nemcsak a +1-es pozicid, hanem a tovabbiak is

befolyasoljak a keletkez6 RNS-ek mennyiségét.
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28. Abra. Az U6 prométert downstream koveté négy bazisos szekvencia hatasa az RNS expressziéra, ha a
+1 Avagy G

Az abran a +1-t6] a +4-es pozicidig terjedé szekvencia hatasa lathaté az U6 prométerr6l termel6dott RNS-ek
mennyiségére, ha az elsé pozicioban A vagy G van. Az abra az Osszes transzkripcios iniciacids pozicio
transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 oszlop megadja, hogy az oOsszes lehetséges szekvenciarol (256
variacio) termelddott RNS-ek 6sszegéhez képest adott szekvenciarol az RNS-ek hany %-a keletkezett atlagosan.
A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=8, amely a 8 cDNS konyvtarnak felel meg.

5.3.4.2. A 7sk promoter

Az NGS eredményeink alapjan el6szor megvizsgaltuk az elsé nukleotid szerepét a
transzkripcids iniciacios poziciokra (29. abra). Ha a +1-ben A volt, akkor az dsszes RNS atlag
86%-a keletkezett a +1 poziciorol, +1G-vel ez 89% volt. Rendkiviil kis aranyban indul el
pontosan az atiras, ha a +1-ben pirimidin volt, a purinokhoz képest. +1C-vel 16%, +1T-vel 13%

volt a +1-r6l atirodott RNS-ek aranya.
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29. Abra. A 7sk prométertdl downstream elhelyezkedé elsé nukleotid hatasa a kiilonb6z6 transzkripcié
iniciacios poziciokra

Az abran lathato, hogy a 7sk promoétertdl downstream elhelyezkedd elsé nukleotid miképp befolyasolja, hogy
melyik poziciordl milyen aranyban indul el az atiras. Egy oszlop megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt poziciordl
termelddott RNS-ek dsszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciorol. A hibasavok a szazalékos értékek
atlagainak szorasat mutatjak. N=9, amely a 9 cDNS konyvtarnak felel meg.

Ezutdn megvizsgaltuk a tovabbi poziciokban 1évé nukleotidok szerepét is a kiilonb6zd
transzkripcids kezdd poziciokra (30. abra). Azt talaltuk, ha a +1-es pozicioban purin van, a
tovabbi poziciok mar nem befolyasoljak olyan nagymértékben a transzkripcios kezdd pozicidt,
az RNS-ek legnagyobbrészt a +1-rél irddnak at. Ha a +1-es pozicio elsd bazisa pirimidin, és a
+2 purin, akkor nagyobb aranyban indul el a +2-r6l a transzkripcid, mint a +1-r6l, ilyenkor
kimarad a +1-es nukleotid, és az atiras a kovetkez6rdl indul el. Ha az els6 2 bazis pirimidin, de
a harmadik purin, szintén megfigyelhetd, hogy megné azoknak az RNS-eknek az aranya, ahol
kimaradnak, nem irddnak at a kezdd pirimidint tartalmazo nukleotidok, hanem az atiras az els

purint tartalmazo6 nukleotidrol indul el. De ebben az esetben azoknak az RNS-eknek is megnd

az aranya, amelyek 1 nukleotiddal hosszabbak ¢és a -1-r61 indulnak el (féleg +1C-vel).
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30. Abra. A 7sk promoétertél downstream elhelyezkedé szekvenciak hatdsa a Kiilonbozé transzKkripcio
iniciacios pozicidkra

Az abran lathato, hogy a 7sk promotert6l downstream elhelyezkedd szekvenciak miképp befolyasoljak, hogy
melyik pozicior6l milyen aranyban indul el az atirds. Egy oszlop egy szine megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt
poziciordl termelddott RNS-ek 6sszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciordl, és egy oszlop egy darab
kezd6 szekvenciat jeldl. A kdzepesen vilagoskék szin a -3, a narancssarga szin a -2, a sziirke szin a -1, a citromsarga
szin a +1, a vilagoskék szin a +2, a zold szin a +3 és a sotétkék szin a +4 pozicidkat jeloli a 7sk promotertol
downstream. N=9, amely a 9 ¢cDNS koényvtarnak felel meg.

A +1-es pozicioban A-val, vagy G-vel szinte csak jo hosszisagi RNS-ek keletkeztek,
legnagyobb aranyban a +1-ben kezddédik az atiras (31. abra). Vannak olyan szekvenciak +1A-
val, amelyiknél a +1-es poziciorol induld transzkripcio aranya kevesebb, de +1A és +1G kozott
nincs jelentds eltérés abban, hogy milyen aranyban lesz a transzkripcio iniciacids pozicié a +1.
Eredményeink azt mutatjak, hogyha a 7sk promoter utan az elsé pozicioban purin van, az atiras
majdnem 100%-ban a +1-rél indul el, és a kezdd poziciot a tovabbi pozicidk nagyon kis
mértékben befolyasoljak. Ezzel szemben, ha a +1-ben pirimidin van, az atiras nemcsak +1-r61
torténik, €s azt, hogy pirimidin esetében melyik pozicidorél milyen aranyban torténik a
transzkripcié iniciacioja, nagymértékben befolyasoljak a promotertdl downstream

elhelyezked6 tovabbi nukleotidok is.
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31. Abra. A 7sk prométertél downstream 1évé szekvencidk hatisa a +1-rél indulé transzkripciéra, ha a +1
Avagy G
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Az abran a 7sk promoéter utan elhelyezkedd kiilonbozo szekvencidk szerepe lathato a +1 poziciordl torténd atirasra.
Az oszlopok megmutatjak, hogy atlagban hany %-ban indult el +1-r61 az atiras adott templat DNS szekvencia
esetén. A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=9, amely a 9 cDNS kdnyvtarnak felel
meg.
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A kovetkezd 1épésekben azt néztiik meg, hogy a 7sk promotertdl downstream elhelyezkedd
nukleotidok hogyan hatnak a transzkriptumok mennyiségére. Az elsé pozicid szerepét
vizsgalva az atirodott RNS-ek mennyiségére azt talaltuk, ha +1-ben purin van, szignifikansan
tobb RNS termelddik, mintha pirimidin. A purinokrol és a pirimidinekrél keletkezett
transzkriptumok mennyisége egymastol szignifikansan eltér, a G szignifikansan jobb, mint az
A, kicsit tobb, mint 30%-al. A 2 pirimidint egymassal Osszehasonlitva viszont nincs

szignifikans kiilonbség (32. abra).
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32. Abra. A +1-es poziciéban 1év6 nukleotid hatisa az RNS expressziora

Az abran a +1-es pozicioban 1év6 nukleotid hatasa lathato a 7sk promoterrdl termel6dott RNS-ek mennyiségére.
Az abra az Gsszes transzkripcids iniciacios pozicié transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja,
hogy adott nukleotiddal az 6sszes RNS hany %-a keletkezett az adott cDNS kdnyvtaron beliil. A boxokon beliili
vastag vizszintes vonalak a medidnokat mutatjak; a boxok hataroljak az R programmal meghatarozott 25. és 75.
percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75.
percentilistol; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az adatpontok kordkként vannak abrazolva. N=9, amely a 9
cDNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Figgelékben a 112. oldalon talalhatok meg.

A 7sk promotertdl downstream elhelyezked6 elsé 2 nukleotidot vizsgalva azt kaptuk, hogy a
legtobb RNS GG, AG, GT kezdettel keletkezik, és GG szignifikansan mindegyiknél jobb, AG
és GT kozott pedig nincs szignifikans kiilonbség (33. abra). AG szignifikansan tobb RNS-t
eredményez, mint a tobbi olyan variacio, ahol a +1A, illetve, GG is szignifikdnsan jobb, minden
egyéb +1 G variacional, s6t a tobbi 15 variacional is. +1 G-vel az Gsszes tobbi verzid
szignifikansan kiilonbozik egymastol, azonban +1A-val csak az AG szignifikansan jobb a

tobbinél, de azok egymastol nem kiillonboznek.
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GA ¢s GT szignifikansan tobb RNS-t eredményez, mint az dsszes +1A, kivéve AG-t. GC-nél
csak az AG szignifikansan jobb, a tobbi +1A variaciotol nem kiilonbozik szignifikansan. AG
szignifikdnsan jobb, mint az dsszes +1C és +1T, de AG kivételével az 6sszes +1A verzid kozott
¢s a CG, TG kozt nincs szignifikdns kiilonbség az RNS mennyiségekben. A legrosszabb G
kezdeti (GC) nem kiilonbozik szignifikansan a legjobb C kezdetiitél (CG) és a legjobb T
kezdetiit6l (TG), de az Gsszes tobbi G kezdetii jobb az dsszes tobbi C és T kezdetli verzional.
CC, CT, TC, TT szignifikansan mindennél kevesebb RNS-t eredményeznek, csak egymasnal
nem (33. abra). A +1-ben purint tartalmazé harom legnagyobb RNS mennyiséget okozo kezdd
dinukleotid mindegyikérél minimum kétszer magasabb RNS szint érhet6 el atlagban, mint a
legalacsonyabb RNS szintet biztosito purin kezdetli dinukleotidrol. Eredményiink alapjan a 7sk
promoéternél a +2-es pozicio is rendkiviil nagymértékben befolyasolja a keletkez6 RNS-ek
mennyiségét, transzkriptalodhat olyan mennyiségli RNS +1pirimidinrdl is, mint purinrél, ha
megfelel6 nukleotid koveti, valamint a +1A-val, vagy +1G-vel keletkezett RNS-ek

mennyiségében is lehet jelentds eltérés, ha a +2-es pozicidoban kiilonbdzé nukleotidok vannak.
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33. Abra. A prométertél downstream elhelyezkedd elsé két nukleotid hatisa az RNS expressziéra

Az abran a promoétert kovetd elsé két nukleotid hatasa lathatdé a 7sk promoterrdl termel6dott RNS-ek
mennyiségére. Az abra az 0sszes transzkripcids inicidcids pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1
adatpont megadja az 6sszes szekvenciar6l termelddott RNS-ek 6sszegéhez képest keletkezett RNS-ek szazalékos
aranyat az adott szekvenciardl, adott cDNS konyvtaron beliill. A boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a
medianokat mutatjak; a boxok hataroljdk az R programmal meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla
vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75. percentilist6l; a keresztek a
mintak atlagat mutatjék; az adatpontok korokként vannak abrazolva. N=9, amely a 9 ¢cDNS konyvtarnak felel meg.
A p értékek a Fiiggelékben a 112. oldalon talalhatok meg.
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Mivel az eddig bemutatott eredmények alapjan lathato, hogy ha a +1-es pozicidban pirimidin
van, a transzkripcids iniciacios kezd6 poziciok sokkal heterogénebbek, ezért a tovabbi poziciok
szerepét az RNS mennyiségekre mar csak +1A-val és +1 G-vel mutatom be a tovabbiakban.

Ha a promotertél downstream elhelyezked6 elsé 3 pozicio szekvenciajat vizsgaltuk, azt kaptuk,
hogy +1 A-val a legtobb kiilonbség az AG kezdetii dinukleotidok és a tobbi +1A kezdetii
variacio kozott van. Az elsé 3 pozicio szekvenciajat vizsgalva +1 G-vel azt talaltuk, hogy a +3-
as pozicioban elhelyezkedd nukleotid is képes szignifikans kiilonbségeket okozni az RNS
mennyiségben. A legtobb szignifikdns kiillonbség a GG és GT kezdeti dinukleotidok és a
tobbiek kozott van (34. abra). Eredményeink alapjan a 7sk promoternél ha a promotertdl
downstream az els6 2 pozicidban ugyanaz a dinukleotid van, viszont az azt koveté pozicioban
mas nukleotid van, szignifikdns kiilonbségeket képes okozni az RNS mennyiségekben.
Eredményeink alapjan a +1-es pozicioban a G egy kicsivel jobb RNS expressziohoz vezethet,
mint az A, de a tovabbi szekvencia fiiggvényében +1A-rdl is keletkezhet ugyanannyi, vagy tobb

RNS, mint +1G-r6l (lasd 33. és a 34. abrak).

RNS mennyiség, %

DNS 5' szekvencia
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT ATA ATC ATG ATT GAA GAC GAG GAT GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GTC GTG GTT

34. Abra. A prométertdl downstream elhelyezkedé elsé harom nukleotid hatisa az RNS expressziéra, ha a
+1-es poziciéban A vagy G van
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Az abran a promoterttél downstream elhelyezkedd elsé harom pozicidban 1évo nukleotidok hatdsa lathaté a 7sk
prométerrdl termelddott RNS-ek mennyiségére, ha az elsé pozicioban A vagy G van. Az abra az Osszes
transzkripcids iniciacios pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja az adott
szekvenciar6l keletkezett RNS-ek szazalékos aranyat az Osszes szekvenciar6l termel6dott RNS-ek 0sszegéhez
képest az adott cDNS kdnyvtarban. A boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a medianokat mutatjak; a boxok
hataroljak az R programmal meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis
tartomany 1,5-szeresérég terjednek ki a 25. és 75. percentilistol; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az
adatpontok korokként vannak abrazolva. N=9, amely a 9 cDNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben
a 113-114. oldalon talalhatok meg.

A +4-es pozicid hatasat is megvizsgaltuk az RNS expressziora, és azt talaltuk, hogy az U6
promoterhez hasonldan akar néhanyszoros RNS mennyiségbeli kiilonbségeket is képes okozni
az ebben a pozicioban elhelyezked6 bazis is, ha a téle upstream elhelyezkedé 3 bazis
megegyezik. A 35. abran lathato, hogy a +4-es pozicid az elbtte 1évo szekvencia fliggvényében

valtozé mértékben befolyasolja az expresszios szintet.
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35. Abra. A +4-es poziciéban 1évé nukleotidok hatisa az RNS expressziora, ha a +1 A vagy G

Az abran a +4-es pozicioban elhelyezkedd kiilonb6z6 nukleotidok hatasa lathatd a 7sk promoterrdl termel6dott
RNS-ek mennyiségére, ha a +1-es pozicidoban A vagy G van. Az abra az dsszes transzkripcid iniciacios pozicio
transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 oszlop megadja, hogy a promotert kovetd 4 bazis adott
szekvencidjaban megegyez6, de 4. pozicioban mas nukleotidot tartalmazo szekvenciardl termel6dott RNS-ek
0sszegéhez képest.
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A promotert downstream kdvetd elsé 4 nukleotid szekvenciajanak fliggvényében a fenti
eredményeken lathato modon valtozo mennyiségii RNS expresszalodik a 7sk promoterrdl. A
legkisebb és a legnagyobb expressziodt biztositd szekvenciakrol termelddott RNS mennyiségek
atlagai kozott kozel 27x-es kiilonbség van +1A-val (ATTT és AGTA) és tobb, mint 7x-es +1G-
vel (GCTC és GGCQG) (36. abra).

Eredményeink alapjan a 7sk promoternél nemcsak a +1-es pozicid, hanem a tovabbiak is

befolyasoljak a keletkez6 RNS-ek mennyiségét.
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36. Abra. A 7sk prométert downstream koveté négy bazisos szekvencia hatasa az RNS expressziéra, ha a
+1 Avagy G

Az abran a +1-t6l a +4-es pozicidig terjedd szekvencia hatasa lathaté a 7sk promoterrdl termelédott RNS-ek
mennyiségére, ha az elsé pozicioban A, vagy G van. Az abra az Osszes transzkripcids inicidcidos pozicid
transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 oszlop megadja, hogy az Osszes lehetséges szekvenciarol (256
variacio) termelddott RNS-ek 6sszegéhez képest adott szekvenciarol az RNS-ek hany %-a keletkezett atlagosan.
A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=9, amely a 9 ¢cDNS konyvtarnak felel meg.

5.3.4.3. A T7 prométer

Az NGS eredményeink alapjan eldszor megvizsgaltuk a +1-es pozicioban 1évé nukleotid
szerepét a transzkripcios iniciacios kezdd poziciokra (37. abra). Ha a +1-ben A volt, akkor az
Osszes RNS atlag 56%-a keletkezett a +1 poziciorol, +1G-vel ez 90% volt. Rendkiviil kis
aranyban indul el pontosan az atiras, a purinokhoz képest, ha a +1 pirimidin, +1C-vel 30%,

+1T-vel 26% volt a +1-r6l atirédott RNS-ek aranya.
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37. Abra. A T7 prométertél downstream elhelyezkedé elsé nukleotid hatisa a kiilonbozé transzkripcié
iniciacios poziciokra

Az 4bran lathatd, hogy a T7 prométertdl downstream elhelyezked6 elsé nukleotid miképp befolyasolja, hogy
melyik poziciordl milyen aranyban indul el az atiras. Egy oszlop megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt poziciorol
termel6dott RNS-ek dsszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciorol. A hibasavok a szazalékos értékek
atlagainak szorasat mutatjak. N=9, amely a 9 cDNS konyvtarnak felel meg.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a tovabbi poziciokban 1év6 nukleotidok hogyan befolyasoljak a
kiilonbozo transzkripcids kezdd pozicidkat. Azt talaltuk, ha a +1-es pozicidban guanin van, a
tovabbi poziciok mar nem befolyasoljak olyan nagymértékben a kezdé poziciot, az RNS-ek
legnagyobbrészt +1-r6l irodnak at (38-40. abra). Ha a promotert6l downstream elhelyezkedd
elsé pozicioban pirimidin van, akkor nagyobb aranyban indul el vagy a -1-r6l, vagy a +2-r6l a
transzkripcid, mint a +1-r6l, és szamitanak a tovabbi pozicidk is abban, hogy melyik pozicidrol

milyen ardnyban indul el az atiras (39. 4bra).
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38. Abra. A +2-es pozicié nukleotidjanak hatisa a kiilonb6zé transzkripcié inicidciés poziciékra, ha a +1 A

Az abran lathato, hogy a +2-es pozicid nukleotidja miképp befolyasolja, hogy melyik poziciordl milyen aranyban
indul el az atiras, ha a +1 A. Egy oszlop megmutatja, hogy az 0sszes vizsgalt poziciordl termelédott RNS-ek
Osszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciorol. A hibasavok a szdzalékos értékek atlagainak szorasat
mutatjak. N=9, amely a 9 cDNS konyvtarnak felel meg.

Mig +1G-vel szinte csak jo hosszusagu RNS-ek keletkeztek, legnagyobb aranyban a +1-ben
kezdédik az atiras, addig +1A-val a tovabbi poziciok is eltéréseket okoztak (39-40. abra). Ha a
promotertél downstream az els6é nukleotid A, akkor a 2. pozicioban 1év6 nukleotid is nagy
szerepet jatszik a kiilonb6zd transzkripcios inicidcidos kezdohelyekre: mig AA-rél csak
atlagosan 29, AT-r6l 41, addig AC-r6l 68, AG-rél pedig 84 %-ban a +1-rél indul el az atiras
(38. abra). A +1-ben A-val a 39. és a 40. abrakon lathato, hogy a tovabbi pozicidk is szerepet
jatszanak abban, hogy melyik poziciordl milyen ardnyban indul el az atiras, hidba azonos az
elsé 2 vagy 3 promotertdl downstream elhelyezkedd pozicidk szekvencidja, de ha a +3, vagy
+4-es pozicidban kiilonb6zd nukleotidok vannak, akkor jelentésen mddosulhat a +1-r6l atirodo

RNS-ek szazalékos aranya.
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39. Abra. A T7 prométertél downstream elhelyezkedé szekvenciak hatasa a Kiilonboz6 transzkripcio
iniciacios pozicidkra

Az abran lathatd, hogy a T7 promotertdl downstream elhelyezkedd szekvencidk miképp befolyasoljak, hogy
melyik poziciér6l milyen aranyban indul el az atiras. Egy oszlop egy szine megmutatja, hogy az 0sszes vizsgalt
poziciordl termelddott RNS-ek 6sszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciordl, és egy oszlop egy darab
kezd6 szekvenciat jeldl. A kdzepesen vilagoskék szin a -3, a narancssarga szin a -2, a sziirke szin a -1, a citromsarga
szin a +1, a vilagoskék szin a +2, a zold szin a +3 és a sotétkék szin a +4 pozicidkat jeloli a T7 promotertdl
downstream. N=9, amely a 9 ¢cDNS koényvtarnak felel meg.

Azt talaltuk, hogy a +1-es poziciorol induld, pontos transzkripcid az AG kezd6 dinukleotidokrol
is elérhetd, atlagosan 84%-ban, amely majdnem eléri a +1-ben G-t tartalmazo szekvenciak
pontossagat, az atlag 90%-ot (37. és 38. abra). Eredményeink alapjan az AG kezdetli
szekvenciakrdl a transzkripcid iniciacios pozicidt a +3-4. pozicidok szekvencidja mar nem

befolyasolja jelentdsen, a +1G kezdetli szekvencidkhoz hasonléan (40. abra).
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40. Abra. A T7 prométertél downstream 1évé szekvencidk hatisa a +1-rél indul6 transzkripciéra, ha a +1
A, vagy G

Az oszlopok megmutatjak, hogy atlagban hany %-ban indult el a +1-r6l az atiras adott templat DNS szekvencia
esetén. A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=9, amely a 9 cDNS konyvtarnak felel
meg.

A kovetkezd 1épésekben azt néztiik meg, hogy a T7 promotertdl downstream elhelyezkedd
nukleotidok hogyan hatnak a transzkriptumok mennyiségére. A +1-es pozicid szerepét
vizsgalva az atirddott RNS-ek mennyiségére azt talaltuk, hogy ha a promoter utan az els6 bazis
purin, tobb RNS termelddik, mintha az elsd bazis pirimidin lenne.

Az els6 poziciot vizsgalva a kiilonb6zé kezdd nukleotidokrol keletkezett transzkriptumok

mennyisége egymastol szignifikansan eltér, és a legtobb RNS +1G-rél jott 1étre (41. abra).
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41. Abra. A +1-es poziciéban 1évé nukleotid hatisa az RNS expressziora

Az abran a +1-es pozicioban 1év6 nukleotid hatasa lathaté a T7 promoterrdl termel6dott RNS-ek mennyiségére.
Az abra az &sszes transzkripcids iniciacios pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja,
hogy adott nukleotiddal az 6sszes RNS hany %-a keletkezett az adott cDNS kdnyvtaron beliil. A boxokon beliili
vastag vizszintes vonalak a medianokat mutatjak; a boxok hataroljak az R programmal meghatarozott 25. és 75.
percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75.
percentilistol; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az adatpontok korokként vannak abrazolva. N=9, amely a 9
c¢DNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben a 115. oldalon talalhatok meg.

A promotert downstream koveté els6 2 nukleotidot vizsgalva azt talaltuk, hogy a T7
prométernél is rendkiviil fontos az atirddott RNS-ek mennyiségére nézve a +2-es pozicié is (42.
abra). Eredményeink alapjan a legtobb RNS GA és meglepé modon AG kezdettel keletkezik.
AG és GA szignifikansan a legjobbak a 16 variacio koziil és az ezekrol a kezd6 szekvenciakrol
keletkezett RNS-ek mennyisége egymastol szignifikansan nem kiilonbozik. A GT és a GA is
szignifikdnsan tobb RNS-t eredményeztek, mint a GC és a GG. Eredményeink alapjan, ha a
promoter utani elsé két pozicid szekvenciajat vizsgaljuk, nem keletkezik tobb RNS GG-vel,
mint ha a +1 G-t masik nukleotid koveti, s6t a GA kezdé szekvenciar6l atlagosan mintegy
kétszer annyi RNS expresszalodik, mint GG-rol.

A 42. abran lathat6 eredményeink alapjan keletkezhet a T7 promoterrél olyan mennyiségii RNS
+1A-val, s6t a +1-es pozicidoban pirimidinnel is, mint +1G-vel, és +1 G-vel is kiilonbség van az

RNS szintekben a +2-ben elhelyezked6 nukleotidtol fiiggden.
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42. Abra. A promoétertdl downstream elhelyezkedé elsé két nukleotid hatisa az RNS expressziora

Az abran a promotert kovetd els6 két nukleotid hatasa lathatd a T7 prométerrdl termel6dott RNS-ek mennyiségére.
Az dbra az Gsszes transzkripcids iniciacios pozicio transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja
az Osszes szekvenciardl termelodott RNS-ek 0sszegéhez képest keletkezett RNS-ek szazalékos aranyat az adott
szekvenciar6l, adott cDNS konyvtaron beliil. A boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a medianokat mutatjak;
a boxok hatéroljak az R programmal meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az
interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75. percentilist6]; a keresztek a mintak atlagat mutatjak;
az adatpontok korokként vannak abrazolva. N=9, amely a 9 c¢DNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a
Fliggelékben a 115. oldalon talalhatok meg.

Mivel az eddig bemutatott eredményeink alapjan, Gsszességében akkor keletkezik a legtobb
RNS, ha a +1-ben G van, és ilyenkor az RNS-ek nagyrészt pontosan a +1-r6l irodnak at, ezért
a tovabbi poziciok szerepét az RNS mennyiségekre mar csak +1 G-vel mutatom be a
tovabbiakban. Ezek kozil az els6 3 pozicido szekvencidjat vizsgalva azt taldltuk, hogy
Osszességében a GA kezdetii szekvenciak vezettek a legtobb RNS-hez és a GGG szekvencia a
promotertdl downstream a legalacsonyabb RNS szintet eredményez6 +1-ben G-t tartalmazo
szekvenciak kozé tartozik. Eredményeink alapjan a T7 promoternél is fontos szerepet jatszik a

+3-as pozicio és ez is szignifikans kiilonbségeket okozhat az RNS mennyiségben (43. abra).
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43. Abra. A +2 és +3 poziciokban 1év6 nukleotidok hatisa az RNS expressziéra, ha a +1-es poziciéban G van

Az abran a +2 ¢és +3 poziciokban 1évé nukleotidok hatdsa lathatdé a T7 promoterr6l termelédott RNS-ek
mennyiségére, ha a +1-es pozicibban G van. Az 4dbra az Osszes transzkripcids inicidcids szekvencia
transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja az adott szekvenciardl keletkezett RNS-ek
szazalékos aranyat az 6sszes szekvenciarol termelédott RNS-ek dsszegéhez képest az adott cDNS konyvtarban. A
boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a medidnokat mutatjak; a boxok hataroljak az R programmal
meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig
terjednek ki a 25. és 75. percentilistdl; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az adatpontok korokként vannak
abrazolva. N=9, amely a 9 cDNS koényvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben a 116. oldalon talalhatok
meg.

A promotertdl downstream 4. pozicioban 1évé nukleotid hatasat a T7 promoterrdl atirddott
transzkriptumok mennyiségére a templatban GG-vel kezd6d6 szekvenciakkal mutatom be. Azt
talaltuk, hogy még a 4. pozicio is egyes esetekben okozott szignifikans kiilonbséget az RNS
mennyiségben ¢és a GGGG kezdetli szekvenciardl a GGGC kivételével az Osszes vizsgalt
szekvenciahoz képest szignifikansan a legkevesebb RNS keletkezett (44. abra). Eredményiink
alapjan akar néhanyszoros RNS mennyiségbeli kiilonbségeket is képes okozni a 4. pozicidban
elhelyezked6 nukleotid, ha az els6 3 megegyezik, tehat még a 4. pozicioban 1év6 nukleotid is

befolyasolja a transzkripciot.
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44. Abra. A +3 és +4 poziciokban 1évé nukleotidok hatisa az RNS expressziéra, ha a prométertél
downstream elhelyezkedé elsé két nukleotid GG

Az abran a +3 és +4 poziciokban 1év6 nukleotidok hatdsa lathatdé a T7 promoterr6l termel6dott RNS-ek
mennyiségére, ha a promotertél downstream elhelyezked6 elsé két nukleotid GG. Az dbra az sszes transzkripcids
iniciacids pozicio transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 adatpont megadja az adott szekvenciarol keletkezett
RNS-ek szazalékos aranyat az Osszes szekvenciardl termelédott RNS-ek Osszegéhez képest az adott cDNS
konyvtarban. A boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a medianokat mutatjak; a boxok hataroljak az R
programmal meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-
szereséig terjednek ki a 25. és 75. percentilist6l; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az adatpontok korokként
vannak abrazolva. N=9, amely a 9 cDNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben a 116. oldalon
talalhatok meg.

A prométert6l downstream elhelyezkedd els6 4 bazispar hossz szekvencia fiiggvényében a
fenti eredmények alapjan lathatd modon valtozd mennyiségli RNS expresszalodik a T7
promoterrdl. A legkisebb és a legnagyobb expresszidt biztositd szekvencidkrdl termelddott
RNS mennyiségek atlagai kozott kozel 50x-es kiilonbség van +1A-val (AAAC és AGAA),
kozel 5x-0s AG kezdettel (AGGG és AGAA) és tobb, mint 13x-0s +1G-vel (GGGG és GATA)
(45. abra). A 45. abran lathatoé, hogy a legnagyobb expressziot biztositd 4 bazisparos

szekvenciak +1A-val a 2. pozicidban G-t vagy C-t tartalmaznak.
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45, Abra. A T7 prométertél downstream elhelyezkedé négy bazisos szekvencia hatisa az RNS expressziora,
haa+1 Avagy G

Az abran a +1-t6l a +4-es pozicidig terjedd szekvencia hatdsa lathaté a T7 promoterrdl termel6dott RNS-ek
mennyiségére, ha az elsd pozicioban A vagy G van. Az abra az Osszes transzkripcids inicidcids pozicio
transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 oszlop megadja, hogy az osszes lehetséges szekvenciarol (256
variacio) termelddott RNS-ek 6sszegéhez képest adott szekvenciarol az RNS-ek hany %-a keletkezett atlagosan.
A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=9, amely a 9 ¢cDNS konyvtarnak felel meg.

5.3.4.4. Az U6T7 prométer

Az U6T7 hibrid prométert Romanienko és mtsai +1G-vel javasoltak alkalmazni®’. Annak
ismeretében, hogy a +1-es pozicid mas promotereknél befolyasolja a transzkripcios kezdo
poziciot, valamint az RNS expressziot, ezért ezt a promatert is alaposabban megvizsgaltuk. Az
NGS eredményeink alapjan eldszor megnéztiik a +1-es pozicid szerepét a transzkripcids
iniciacios poziciokra. Mig az dsszes altalunk vizsgalt promoternél a purinokrol, vagy legalabb
a guaninrdl majdnem 100%-ban a +1-r6l indul el az atiras, azt talaltuk, hogy az U6T7
promoternél sokkal heterogénebb a transzkripcid iniciacid pozicioja (46. abra). Az U6T7
promoterrdl az dsszes altalunk vizsgalt promoéterhez képest sokkal nagyobb aranyban indul el
az atiras a -1-r6l, még guaninnal is atlag 30%-ban. Ha a +1-ben A volt, akkor az 6sszes RNS
atlag 36%-a keletkezett a +1 poziciordl, +1G-vel is csak 59%. Rendkiviil kis aranyban indul el
pontosan az atiras, ha a +1 pirimidin, a purinokhoz képest. +1C-vel 7%, +1T-vel 11% volt a

+1-r6l atirodott RNS-ek ardnya.
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46. Abra. A +1-es poziciéban 1évé nukleotid hatdsa a kiilonb6z6 transzKkripci6 iniciaciés poziciokra

Az abran lathato, hogy az U6T7 promoétertél downstream elhelyezkedd elsé nukleotid miképp befolyasolja, hogy
melyik pozicior6l milyen aranyban indul el az atirds. Egy oszlop megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt poziciorol
termel6dott RNS-ek dsszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciorol. A hibasavok a szazalékos értékek
atlagainak szorasat mutatjak. N=9, amely a 9 cDNS konyvtarnak felel meg.

Ezutan megvizsgaltuk a tovabbi poziciokban 1évé nukleotidok szerepét is a kiilonbozd
transzkripcids kezdd poziciokra. A 47. 4bra alapjan lathato, hogy a tovabbi pozicidknak ennél
vel indul el a legnagyobb aranyban +1-rdl az atiras, de a tobbi promoéterhez képest ezt a +3-4-
es poziciok is jobban befolyasoljak. +1A-rdl, ha a +2 A, szinte alig keletkezik RNS a +1-es
poziciorol, mig ha a +2 G, akkor a legtobb (ha csak az elsd két poziciot tekintjiik) és a tovabbi

poziciok is befolyasoljak, hogy milyen aranyban indul el +1-r6l az atiras (47. abra).
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47. Abra. Az U6T7 prométertél downstream elhelyezkedé szekvencidk hatasa a kiilonboz6 transzkripcié
iniciacios pozicidkra

Az abran lathatod, hogy az U6T7 prométertdl downstream elhelyezkedd szekvencidk miképp befolyasoljak, hogy
melyik pozicior6l milyen aranyban indul el az atirds. Egy oszlop egy szine megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt
poziciordl termelddott RNS-ek 6sszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciordl, és egy oszlop egy darab
kezd6 szekvenciat jeldl. A kdzepesen vilagoskék szin a -3, a narancssarga szin a -2, a sziirke szin a -1, a citromsarga
szin a +1, a vilagoskék szin a +2, a zdld szin a +3 és a sotétkék szin a +4 poziciokat jeldli az U6T7 promotertdl
downstream. N=9, amely a 9 cDNS kdnyvtarnak felel meg.

Ha a +1-ben pirimidin van csak elvétve a +1 a transzkripcid kezdd pozicidja. Ha a +1-es
pozicioban pirimidin van, a +2-ben purin, akkor nagyobb aranyban indul el a +2-r6l, vagy a -
1-r6l a transzkripcid, mint a +1-r6l. Ha a promotertdl downstream elhelyezkedd elsé 2
pozicidban pirimidin van, de a harmadikban purin, szintén megfigyelhetd, hogy megnd azoknak
az RNS-cknek az aranya, amelyek a -l-es kezdé poziciordl keletkeztek (47. abra).
Eredményeink azt mutatjak, hogy ha az U6T7 promdternél a +1-ben purin van, az atiras a tobbi
vizsgalt promoterrel szemben akkor sem csak a +1-r6l indul el, mig ha a +1 pirimidin, az atiras
nagyon ritkan torténik+1-rél, és azt, hogy melyik pozicidérol milyen ardnyban torténik a
transzkripcidé iniciacidja, nagymértékben befolydsoljadk a promotertdl downstream
elhelyezkedd tovabbi nukleotidok is.

A kovetkezd 1épésekben azt néztiikk meg, hogy az U6T7 promotertdl downstream elhelyezkedd
poziciok hogyan hatnak a transzkriptumok mennyiségére (48. abra). Az els6 nukleotid szerepét
vizsgalva az atirédott RNS-ek mennyiségére azt talaltuk, hogy nincsenek olyan nagy
kiilonbségek, mint a T7, U6, 7sk promotereknél. A +1C-rdl szignifikansan kevesebb RNS
keletkezett, mint a tobbir6l. A és T kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, a G pedig
mindegyiknél szignifikansan tobb RNS-t eredményezett
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48. Abra. A +1-es poziciéban 1évé nukleotid hatasa az RNS expressziora

Az abran a +l-es pozicioban 1év6 nukleotid hatdsa lathato az UGT7 promoéterr6l termel6dott RNS-ek
mennyiségére. Az abra az Osszes transzkripcids inicidcids pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1
adatpont megadja, hogy adott nukleotiddal az 6sszes RNS hany %-a keletkezett az adott cDNS kdnyvtaron belil.
A boxokon belilli vastag vizszintes vonalak a medidnokat mutatjak; a boxok hataroljdk az R programmal
meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig
terjednek ki a 25. és 75. percentilistdl; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az adatpontok korokként vannak
abrazolva. N=9, amely a 9 ¢cDNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben a 117. oldalon talalhatok
meg.

A promotert downstream kovet6 elsé 2 poziciot vizsgalva, azt kaptuk, hogy ennél a promoternél
is befolyasolja a +2 is a promoterrdl keletkezett RNS-ek mennyiségét (49. abra). Eredményeink
alapjan ennél a promoternél is keletkezhet olyan mennyiségli RNS a +1-es pozicidoban
pirimidinnel, mint purinnal, ha megfelel6 nukleotid koveti. Amiatt, hogy nem elég pontos a +1-
rél torténd atiras még akkor sem, ha a +1-ben purin van, az U6T7 promoterrel kapcsolatos

tovabbi eredmények nem keriilnek bemutatésra.
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49. Abra. A prométertdl downstream elhelyezkedé elsé két nukleotid hatisa az RNS expressziéra

Az abran a promotert koveté elsé két nukleotid hatasa lathaté az UBT7 promoterrdl termel6dott RNS-ek
mennyiségére. Az abra az 0sszes transzkripcids inicidcids pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1
adatpont megadja az 6sszes szekvenciarol termel6dott RNS-ek 6sszegéhez képest keletkezett RNS-ek szazalékos
aranyat az adott szekvenciarol, adott cDNS konyvtaron beliil. A boxokon belilli vastag vizszintes vonalak a
mediadnokat mutatjak; a boxok hataroljak az R programmal meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla
vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75. percentilist6l; a keresztek a
mintak atlagat mutatjék; az adatpontok korokként vannak abrazolva. N=9, amely a 9 ¢cDNS konyvtarnak felel meg.
A p értékek a Fiiggelékben a 117. oldalon talalhatok meg.

5.3.4.5. A J23119 prométer

A J23119 promoterr6l eddig nem ismert, hogy a promoétertél downstream elhelyezkedd
nukleotidok befolyasoljak-e a transzkripcio iniciaciojanak pontos helyét. Az NGS
eredményeink alapjan eldszor megvizsgaltuk +1-es pozicid szerepét a transzkripcios iniciacios
kezd6 poziciokra (50. abra). Ha a +1-ben A volt, akkor az 6sszes RNS atlag 86%-a keletkezett
a +1 poziciorol, +1G-vel pedig 89%. Habar a purinokhoz képest kisebb aranyban indul el
pontosan az atiras, ha a +1 pirimidin, de a tobbi vizsgalt promoterhez képest tobb a +1-bdl
atiroddo RNS pirimidinekr6l is. +1C-vel 42%, +1T-vel 65% volt a +1-r6l atirodott RNS-ek

aranya.
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50. Abra. A J23119 prométertél downstream elhelyezkedé elsé nukleotid hatésa a kiilonboz6 transzkripcié
iniciacios poziciékra

Az abran lathato, hogy a J23119 prométertdl downstream elhelyezkedd elsé nukleotid miképp befolyasolja, hogy
melyik pozicior6l milyen ardnyban indul el az atirds. Egy oszlop megmutatja, hogy az 0sszes vizsgalt poziciorol
termel6dott RNS-ek 0sszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciorol. A hibasavok a szazalékos értékek
atlagainak szorasat mutatjak. N=3, amely a 3 ¢cDNS konyvtarnak felel meg.

Ezutdn megvizsgaltuk a tovabbi poziciokban 1évé nukleotidok szerepét is a kiilonbdzo
transzkripcids kezd6 pozicidkra. Eredményeink azt mutatjak, hogy ha a +1-es pozicidban purin
van, az atirds majdnem mindig a +1-r6l indul el, mig ha pirimidin, az 4atirds nemcsak +1-rdl
torténik. Azt, hogy pirimidin esetében melyik pozic6ir6l milyen aranyban torténik a
transzkripcid iniciacioja, befolyasoljak a promotertdl downstream elhelyezkedd tovabbi
nukleotidok is. Azt talaltuk, hogy vannak olyan pirimidin kezdetli szekvenciak, amelyeknél
megkozeliti a +1-es pozicidobol atirdddo RNS-ek ardnya a purin kezdetiiekét, ilyenek a CT, TC,
TT kezdeti szekvenciak. Ha a +1-ben pirimidin van, és a +2-ben purin, akkor nagyobb

aranyban indul el a +2-rdl a transzkripcio, mint a +1-r6l (51. dbra).
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51. Abra. A J23119 promotertél downstream elhelyezkedé szekvenciak hatdsa a kiilonboz6 transzKripcio
iniciacios pozicidkra

Az éabran lathatd, hogy a J23119 promotertél downstream elhelyezkedd szekvenciak miképp befolyasoljak, hogy
melyik pozicior6l milyen aranyban indul el az atirds. Egy oszlop egy szine megmutatja, hogy az 6sszes vizsgalt
poziciorol termel6dott RNS-ek Osszegének atlagban hany %-a irodott at adott poziciordl, és egy oszlop egy darab
kezd6 szekvenciat jeldl. A kdzepesen vilagoskék szin a -3, a narancssarga szin a -2, a sziirke szin a -1, a citromsarga
szin a +1, a vilagoskék szin a +2, a z6ld szin a +3 és a sotétkék szin a +4 poziciokat jeldli a J23119 promotertdl
downstream. N=3, amely a 3 cDNS konyvtarnak felel meg.

Eredményeink alapjan, ha az els6 pozicioban purin van, szinte csak jo hosszusagii RNS-ek
keletkeznek, majdnem mindig a +1-es poziciorol kezdédik az atirds. Viszont van néhany
szekvencia, +1A-rol kicsit tobb, mint +1G-r6l, amelyiknél drasztikusan kevesebb jo hosszisagh
RNS keletkezett (52. abra). Azonban 0sszességében nincs jelentds eltérés a +1-es pozicidban

A és G kozott abban, hogy milyen pontos a transzkripcid iniciacidja.

Inicidcid +1, rél, %
. N oW B oW o@ N
o5 B 8 888 3
AAAG e
AACG  e—
AATG
AT ——

Inicidcid +1-rél, %

N oW B o N

-5 8888843
GAGT e

52. Abra. A J23119 prométertél downstream 1évé szekvencidk hatisa a +1-r6l indulé transzkripciora, ha a
+1 A, vagy G

Az abran a J23119 promoéter utan elhelyezkedd kiilonbozo szekvenciak szerepe lathatd a +1 poziciordl torténd
atirasra. Az oszlopok megmutatjak, hogy éatlagban hany %-ban indult el +1-rél az atiras adott templat DNS
szekvencia esetén. A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=3, amely a 3 cDNS
konyvtarnak felel meg.
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A kovetkezd 1épésekben azt vizsgaltuk meg, hogy a J23119 promotertél downstream
elhelyezkedé nukleotidok hogyan hatnak a transzkriptumok mennyiségére. Az +1-es pozicid
szerepét vizsgalva az atirodott RNS-ek mennyiségére azt talaltuk, hogy ha abban a bazis purin,
tobb RNS termelddik, mintha az pirimidin lenne (53. abra). A +1-ben purinokrol keletkezett
transzkriptumok mennyisége egymastol szignifikansan nem kiilonbozik. Ennél a promoéternél a
+1T is megkozeliti a purinok szintjét a réla termel6dé RNS-ek mennyiségében, és a +1C-rdl is
koriilbeliil 2/3-annyi RNS j6tt 1étre, mint barmelyik purinrol.
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53. Abra. A +1-es poziciéban 1év6 nukleotid hatisa az RNS expressziora

Az abran a +l-es pozicidban 1évé nukleotid hatasa lathato a J23119 promoterr6l termel6dott RNS-ek
mennyiségére. Az abra az §sszes transzkripcids inicidcids pozicid transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1
adatpont megadja, hogy adott nukleotiddal az 6sszes RNS hany %-a keletkezett az adott cDNS kdnyvtaron belil.
A boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a medianokat mutatjak; a boxok hataroljak az R programmal
meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig
terjednek ki a 25. és 75. percentilistdl; a keresztek a mintak atlagat mutatjak; az adatpontok kérokként vannak
abrazolva. N=3, amely a 3 ¢cDNS konyvtarnak felel meg. A p értékek a Fiiggelékben a 118. oldalon talalhatok
meg.

A promotertél downstream 1évo elsd 2 poziciot vizsgalva azt kaptuk, hogy errdl a promoterrdl
keletkezett RNS-ek mennyiségében szintén nagyon nagy szerepet jatszik a 2. pozicio is (54.
abra). Szignifikansan a legtobb RNS AG kezdetli szekvencidkrdl jott 1étre, amirdl akér tobb,
mint 3x annyi RNS is keletkezhet, mint a t6bbi +1-ben purint tartalmazoé kezd6 dinukleotidrol.
Ezt kovetden a legtobb RNS, kozel azonos mennyiségekkel akkor keletkezett, ha a promotert

AA, GA, GG, TA, vagy TG kovette.
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Eredményeinkbdl latszik, hogy +1A-val sokkal nagyobb kiilonbségek vannak a +2-es pozicio
fliggvényében, és +1G €és +1T utdn nagyon hasonld RNS-szintbeli valtozasokat okoznak a +2-
es pozicidban 1évo eltérd nukleotidok. Ha a +1G, vagy T, akkor atlagosan kb. 1,5x annyi RNS
keletkezett, ha a +2-es pozici6 bazisa purin, mint ha pirimidin. Az 54. abra eredményei alapjan
keletkezhet olyan mennyiségii RNS a +1-es pozicidban pirimidinnel is, mint purinnal, ha
megfelelé nukleotid koveti, valamint a +1A-val, vagy +1G-vel keletkezett RNS-ek

mennyiségében is lehet jelentds eltérés, ha a +2-ben kiilonb6z6 nukleotidok szerepelnek.
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54. Abra. A prométertdl downstream elhelyezkedé elsé két nukleotid hatisa az RNS expressziora

Az 4bran a prométert dowsntream kovetd elsé két nukleotid hatasa lathat6 a J23119 promoterrdl termelddott RNS-
ek mennyiségére. Az abra az §sszes transzkripcids iniciacios pozici6 transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1
adatpont megadja az 6sszes szekvenciar6l termelddott RNS-ek 6sszegéhez képest keletkezett RNS-ek szazalékos
aranyat az adott szekvenciarol, adott cDNS konyvtaron beliil. A boxokon beliili vastag vizszintes vonalak a
medianokat mutatjdk; a boxok hataroljak az R programmal meghatarozott 25. és 75. percentilist; a szimpla
vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany 1,5-szereséig terjednek ki a 25. és 75. percentilist6l; a keresztek a
mintak atlagat mutatjak; az adatpontok korokként vannak abrazolva. N=3, amely a 3 cDNS konyvtarnak felel meg.
A p értékek a Fiiggelékben a 118. oldalon talalhatok meg.

Mivel a transzkripcid iniciacidjanak pozicidja a purinnal kezd6d6 szekvencidknal volt
legnagyobb aranyban a +1, igy a tovabbi pozicidk szerepe a disszertacio keretében mar csak
ezekkel keriil bemutatasra. Az 55. abran lathato, hogy a +3 és +4 poziciok is rendkiviil fontosak

a promoterrdl expresszaldddo RNS-ek mennyiségének meghatarozasaban.
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Ha a +1-t6l +2-ig terjedd poziciok dinukleotidja megegyezik, viszont az azt kdvetd nukleotid
nem, az is szignifikans kiilonbségeket képes okozni az RNS mennyiségekben, viszont ennek
mérteke fligg attol, hogy a +1 €s +2 poziciokban milyen szekvencia van. Akar néhdnyszoros
RNS mennyiségbeli kiilonbségeket is képes okozni a +4-es pozicidoban elhelyezkedd bazis, ha
tole upstream az els6 3 megegyezik, tehat még a +4-es pozicioban 1évo nukleotid is befolyasolja
a transzkripciot. Az 55. dbran lathatd, hogy a +3 és a +4 pozicid6 nem egyforma mddon
befolydsolja a transzkriptum mennyiségét, hanem a tdéle upstream 1év0 szekvencia

fiiggvényében valtozoan.
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55. Abra. A +3-as és +4-es pozicioban 1évé nukleotidok hatisa az RNS expressziéra

Az abran a +3-as, vagy +4-es pozicidban elhelyezkedo kiilonb6z6 nukleotidok hatasa lathatd a J23119 promoéterrdl
termelddott RNS-ek mennyiségére. Az dbra az Osszes transzKripcids iniciacids pozicid transzkriptumainak
mennyiségeit mutatja. 1 oszlop megadja, hogy a promotert dowsntream kovetd 3., vagy 4. bazis adott
nukleotidjaval atlagosan hany % RNS keletkezett az dsszes, a vizsgalt poziciotol upstream elhelyezkedd poziciok
szekvenciadjaban megegyez0d, de a vizsgalt pozicioban mas nukleotidot tartalmazo szekvenciardl termelédott RNS-
ek 0sszegéhez képest. N=3, amely a 3 cDNS konyvtarnak felel meg.
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A promotert kovetd elsd 4 bazisos szekvencia fliggvényében a fenti eredményeken lathato
modon valtozé mennyiségli RNS expresszalodik a J23119 promoterrdl. A legkisebb és a
legnagyobb expressziot biztositd szekvenciakrol termelddott RNS mennyiségek atlagai kozott
tobb, mint 50x-es kiilonbség van +1A-val (AAAT és AGCA) és kozel 5x-6s +1G-vel (GAAT
¢s GGCA) (56. abra). Eredményeink alapjan a J23119 promoternél nemcsak a +1-es pozicio,
hanem a tovabbiak is befolyasoljak a keletkez6 RNS-ek mennyiségét.
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56. Abra. A J23119 prométert downstream koveté négy bazisos szekvencia hatdsa az RNS expressziora, ha
a+l Avagy G

Az 4bran a +1-t61 a +4-es pozicidig terjedé szekvencia hatdsa lathatd a J23119 promoterr6l termel6dott RNS-ek
mennyiségére, ha a +1-es pozicioban A vagy G van. Az abra az Osszes transzkripcids iniciacids pozicid
transzkriptumainak mennyiségeit mutatja. 1 oszlop megadja, hogy az Gsszes lehetséges szekvenciarol (256
variacio) termelddott RNS-ek 6sszegéhez képest adott szekvenciarol az RNS-ek hany %-a keletkezett atlagosan.
A hibasavok a szazalékos értékek atlagainak szorasat mutatjak. N=3, amely a 3 cDNS konyvtarnak felel meg.
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6. Diszkusszio

6.1. A Casl2a nukleazok

A Casl2a nukledzokat néhany éve publikaltdk eldszor, mint genomszerkesztésre alkalmas
modszert és azért nagyon érdekesek, mert mds PAM motivumot ismernek fel, emiatt eltérd
targetek hasitasara képesek, mint a Cas9 nukleazok, raadasul eltéré6 modon, mert az Cas9-el
szemben a DNS két szalanak hasitdsakor nem tompa, hanem ragadoés végeket hoznak Iétre.
Ezen feliil késobb tobb csoport is megmutatta, hogy alacsonyabb off-target aktivitassal birnak,
mint az SpCas9.

A Cpfl nukledzokkal kapcsolatosan azt kivantuk megvizsgalni, hogy képesek-e hatékony HR
javitas indukalasdra, illetve milyen a hasitasi aktivitdsuk a Cas9 nukledzokhoz képest. A
nukledzok aktivitasanak méréséhez egy GFP esszét alkalmaztam egy korabbi esszé alapjan,
amellyel a nukleaz hasitasa nélkiil is kaptunk fluoreszcens GFP jelet. A riporter esszét sikeresen
modositottam ugy, hogy ez a hasitas nélkiili GFP hattér csokkent. A 1étrehozott riporter esszé
barmilyen nukledz aktivitdsdnak vizsgalatara alkalmas lehet, és az elmult évek alatt mar tobb
szaz target és szamos nukleaz vizsgalatahoz alkalmaztunk a csoportunkban, illetve tobb masik
publikacionkban szolgalt mar a nukleazok aktivitdsanak becslésére.

A GFxFP essz¢ azért kiilondsen alkalmas a kiilonb6z6 PAM szekvenciakat felismerd nukledzok
aktivitdsanak becslésére, mert a kiils6 okok kizdrasdval jobban Osszemérhetéek egymassal.
Példaul egy genomi régiot célozva, a kiilonb6zé PAM szekvenciadk sziikségességébdl adodoan
feltételezhetden mas-mas genomi kornyezet, epigenetikai allapot lehetne az egyes targetek
kozott, amely befolyasolhatna a nukleazok aktivitasat. Tovabba, a HR javitast nagyban
befolyasolja a targetek tavolsaga a homolog karoktol. Ennek a hatasnak az elkeriilése érdekében
kiilonb6zé nukledzok Osszehasonlitdsakor a megfeleld PAM-szekvencidkkal rendelkezd
targeteknek szinte azonos genomi pozicioban kéne elhelyezkedni. Ez azonban messze nem
jelent trivialis feladatot az eltér6 PAM szekvenciak miatt. Az alkalmazott GFP riporter esszé
alkalmazésaval mindezek kikiiszobolhetdek. Ezen tilmenden a HR javitds hatékonysaganak
vizsgalata genomi targeteken koriilbelil kilenc-tizennégy napig tart, mig a GFxFP esszé
elvégzéséhez csak négy nap sziikséges, ami tovabbi eldny. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
két Casl2a nukleaz ugyanolyan, vagy egyes targeteken nagyobb hatékonysaggal képes
miitkodni, mint az SpCas9 legszélesebb korben alkalmazott Cas9 tarsai, és aktivitasuk az

SpCas9 aktivitasaval 0sszemérhetd szinten van.
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Megmutattuk, hogy a Casl2a nukleazok képesek genomi poziciokat célozva is hatékony HR
javitas kivaltasara. Eredményeink alapjan a Casl2a nukledzok hatékonyan képesek DNS-
rekombinacios javitast indukalni homolodg szekvenciak alapjan riporter plazmidot célozva és
genomi targeteken is az N2a sejtekben- mely mas sejtvonal, mint a human HEK-293FT sejtek,
melyben Zetsche és mtsai mutattak be a Cas12a nukleazokkal végzett uttord kisérleteiket. Ezen
kiviil 6k csak kettd darab targeten, és csak NHEJ javitassal vizsgaltak a Casl2a nukleazok
aktivitasat.

Eredményeink arra utalnak, hogy a Casl2a nukleazok fontos helyet foglalnak el az SpCas9
mellett a genomszerkesztési eszkdzok palettajan. Ezt az elmult években szamos csoport is
megerdsitette és megmutatta a Casl2a nukleazok alkalmassagat génszerkesztésre kiillonb6zo

organizmusokban’®,

6.2. A megnovelt specificitisi SpCas9 variansok

A CRISPR rendszerek egyik legnagyobb hatranya az off-target hatas, melynek kikiiszobolésére
iranyul6 egyik modszer a megndvelt specificitasu Cas9 variansok 1étrehozéasa. Kutatasunk egy
része, amelyet a disszertaciomban is bemutattam, arra iranyult, hogy a két, els6ként publikalt
megnovelt specificitdsu SpCas9 varians, az eSpCas9 és a SpCas9-HF1 hasitasi aktivitasat
vizsgaljuk meg a kiillonb6z6 gRNS mddositasokkal, melyekre akkor lehet sziikség, ha a target
nem G-vel kezddédik. Ezek koziil a modositasok koziil a guideRNS 5 végén elhelyezkedd
utolsd nukleotid G-re cserélését, vagy a spacer valtozatlanul hagyasat, tovabba a gRNS-ek 5’
végének roviditését teszteltilkk le. Azt az eredményt kaptuk, hogy a gRNS-ek 5° végének
barmely fent bemutatott modositasa jobban csokkenti a megnovelt specificitasi SpCas9
variansok aktivitasat, mint a WT SpCas9-¢ét. Valosziniileg a megndvelt specificitasu Cas9
variansok azért nem miikodnek jol az 5’-végiikben nem egyezd, vagy rovidebb gRNS-ekkel,
mert modositasaik kovetkeztében kevésbé toleraljak, ha a spacer és a target kozott eltérés van
(azaz érzékenyek a DNS-RNS hibrid strukturalis valtozasaira, amely a fehérjeszerkezet
belsejében helyezkedik el). Eredményeink kozlése 6ta mar tobb masik megnovelt specificitast
SpCas9 varianst is létrehoztak (lasd. 2.2. fejezet). Eredményeink publikalasat kovetden tobben
1s megerdsitették, hogy a megndvelt specificitasia SpCas9 varidnsok rutinszeriien csak a teljesen
egyezd 20 nukleotid hossza spacerekkel hasznalhatok*®“°. Ahhoz, hogy a megndvelt
specificitasi nukle4z varidnsokat ne csak G-kezdetti targetekkel lehessen hatékonyan hasznalni,
tobb megoldas 1étezhet. Az egyik, hogy tovabb mutalva a nukleazt, jobban elfogadjak ezeket a
gRNS modositasokat, azonban ez azzal jarhat, hogy aktivitasuk a kivant targeteken is

csokken’®.
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A G-vel kezd6dd targetek hasznalata azért terjedt el a CRISPR gRNS-ek expresszidjara, mert
az emlésokben leginkabb hasznalt U6 és az in vitro hasznalt T7 promoterekrél szamos csoport
azt allitotta, hogy a promoterektdl downstream elhelyezkedd elsé pozicioban G nukleotid
sziikséges a hatékony gRNS expresszidhoz. Ezért célszeriinek tiinik megvizsgalni, hogy a
gRNS expressziora altalaban alkalmazott promoterek esetében megfelelé-e az expresszid mas
nukleotidokrol is, ami altal a megnovelt specificitasu nukleazokkal alkalmazhaté targetek kore

1s boviilhet.

6.3. A CRISPR gRNS-ek expressziojara gyakran alkalmazott prométerek

Mivel a Cas nukledzok milkddését befolydsolja a gRNS-ek mennyisége és hossza, ezért
rendkiviil fontos, hogy pontos ismereteink legyenek az alkalmazott promoéterekrél. Tobb
tanulmany szerint az, hogy milyen nukleotidok vannak a +1-es pozicidoban és kornyezetében,
altalunk vizsgalt promoter esetében a +1-es pozicioban elhelyezkedd nukleotidok szerepét mar
vizsgaltak szisztematikusan, de a tovabbiakat még nem.

A doktori értekezésem alapjaul szolgdlo kisérleteinkben a +1-es pozicion til a promotertdl
downstream elhelyezkedd tovabbi 3 pozicidban talalhato nukleotidok szerepét is megvizsgaltuk
expressziojara gyakran alkalmazott promoéterek koziil a human U6, a humén 7sk,a T7,az U6T7

¢és a J23119 promotereket vizsgaltuk meg.

6.3.1. Az U6 promoter

Az U6 promotert vizsgalva megerdsitettiik, ha a promoétertél downstream elhelyezkedd elsd
pozicidban pirimidin talalhatd, csak kis aranyban indul a +1-r6l a transzkripcio. Megmutattuk,
hogy ebben az esetben a tovabbi poziciok erésen befolyasoljak, hogy melyik poziciorol milyen
aranyban indul el az atiras, igy primidinrdl nagyon heterogén hosszisagi RNS-ek termelddnek.
Megerositettiik, ha a +1-es pozicidoban purin van, nagyrészt a +1-rél indul el a transzkripcio.
Megmutattuk, hogy a pirimidinekkel szemben itt a tovabbi poziciok kevésbé befolyasoljak a
szignifikansan kevesebb RNS irodik at, mint purinokrol. A +1A-rdl és +1G-r6l expresszalodo
RNS-ek mennyiségében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Eredményeink alapjan az U6
promotertdl downstream elhelyezkedd tovabbi 3 pozicid szekvencidja is befolyasolja a

keletkez6 RNS-ek mennyiségét.
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A tovabbiakban abbol az okbol kifolyolag, hogy +1-es pozicioban pirimidint tartalmazo
szekvenciakkal nem nagyrészt a +1-es pozicio volt a transzkripci6 kezd6 helye, mar csak a +1-
ben purint tartalmazé szekvenciakat vizsgalva azt kaptuk, hogy a +2-es pozici6 is fontos
szerepet jatszik az RNS-ek mennyiségében. A legtobb RNS az U6 prométerrdl akkor
keletkezik, ha a promotert AG, vagy GG dinukleotid kdveti, amelyek a legkisebb expresszidju
GC kezdetli szekvencidkhoz képest kétszerannyi RNS-t biztositanak. A promotert6l
dowsntream elhelyezkedd 3-4. pozici6 a tole upstream elhelyezkedd szekvencia fiiggvényében
valtozoan befolydsolja az RNS mennyiségét, de akar tobbszorés RNS mennyiségbeli
kiilonbségeket okozhat e pozicidk szekvencidja is. Eredményeink szerint az U6 promotert
downstream kovetd elsé 4 bazisos szekvencidk fiiggvényében valtozd mennyiségii RNS
expresszalodik az U6 promoterrdl, és a legkisebb €s a legnagyobb expressziot biztositd
szekvenciakrol termelddott RNS mennyiségek atlagai kozott egy nagysagrendnyi kiilonbség

van.

6.3.2. A 7sk prométer

A 7sk promoterrdl azt talaltuk, hogy prométer utdni szekvenciak hasonloképp befolyasoljak a
iniciacioja kozel minden esetben a +1, a +1 pirimidinrdl keletkezett RNS-ek nagy része nem a
+1-r6] indul, és igy tobbféle hosszisagn RNS keletkezik. Igy alaposabb vizsgalatokat a
tovabbiakban a +1-ben purint tartalmazo szekvencidkkal végeztiink.

Eredményeink alapjan +1G-vel 6sszességében mintegy 30%-al tobb RNS termelédik, mint
+1A-val, de az RNS mennyiség fiigg a tovabbi poziciok szekvencidjatol is. Az U6 promdterhez
hasonloan szintén befolyasolja az RNS expressziot a +2- +4-es poziciok szekvencidja is. A
masodik pozicid tekintetében a legtobb RNS a 7sk promoterrdl akkor keletkezik, ha a promotert
az AG, a GG ¢s GT dinukleotidok kovetik, amelyek esetében tobb, mint kétszer magasabb RNS
szint érhetd el atlagban, mint a legalacsonyabb RNS szintet biztositd purin kezdetl
dinukleotidrol. Az RNS mennyiséget a +3-4. poziciok nukleotidjai itt is az upstream
elhelyezkedd szekvenciatdl fiiggd mértékben befolyasoljak. A promotert kovetd 4 bazisos
szekvenciak +1A-val 27x-es, +1G-vel tobb, mint 7x-es RNS mennyiségbeli kiilonbséget
okozhatnak.

Megmutattuk, hogy a 7sk és az U6 promoter hasonld expresszios szintet biztosit HEK-293
sejtekben, igy a 7sk akar parhuzamosan, vagy akar az U6 helyett hasznalva is alkalmas lehet

gRNS expressziora.
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6.3.3. A T7 promoter

A T7 promoter a méréseink szerint az irodalommal egybecsengben a +1-es pozicidoban a guanint
preferalja. Meglepé modon azonban azt talaltuk, hogy vannak olyan, a +1-es pozicidban A-t
tartalmazo szekvencidk is, amelyek elérik a +1G-rdl termel6dé RNS-ek mennyiségét és az
atiras is nagyrészt +1-r6l indul el. A T7 promotert kdveté 4 nukleotid osszes variacidjarol
keletkezett RNS-eket vizsgalva megallapitottuk, hogy az AG dinukleotidokrol kezdddd
szekvenciak esetében atlag 84%-ban, mig a +1-ben G-t tartalmaz6 szekvenciak esetében atlag
90%-ban pontos, +1-rdl induld a transzkripcid, amit a +2- +4 poziciok szekvenciaja mar csak
nagyon kis mértékben befolyasol. Erdekes modon azt talaltuk, hogy az AG-vel kezd3do
szekvenciak atlagosan azonos mennyiségli RNS szintet biztositanak, mint a +1G-vel
legnagyobb RNS szintet biztositdé GA kezdetli szekvencidk. Irodalmi adatok alapjan nem
konzisztens, hogy a T7 promodterhez a promotertél downstream egy, ketté vagy 3 darab G-t
érdemes hasznalni. Megmutattuk, hogy a GG és GGG szekvenciakrol csak fele- illetve
negyedannyi transzkript keletkezik, mint a GA kezdetiiekr6l. Az RNS mennyiséget a +3 és +4
poziciok nukleotidjai is szignifikdnsan, a toliik upstream elhelyezkedd szekvenciatol fliggd
mértékben befolyasoljak. A legkisebb ¢€s a legnagyobb expresszidt biztositd 4 bdazisos
szekvenciakrol termelddott RNS mennyiségek atlagai kozott kdzel Sx-6s kiillonbség van AG

kezdettel és tobb, mint 13x-0s +1G-vel.

6.3.4. Az U6T7 prométer

Az U6T7 hibrid promoétert bemutato cikk szerint legalabb egy G-vel kell alkalmazni, de a
promotertdl elhelyezkedd nukleotidok szerepét az RNS expresszidra, vagy a transzkripcid
iniciacios poziciokra eddig nem vizsgaltak. Az U6T7 prométerrel azt kaptuk, hogy itt is
nukleotidok. Azonban mig az Gsszes altalunk vizsgalt promoternél a purinokrol, vagy legalabb
a guaninrél majdnem 100%-ban a +1-rél indul el az atiras, az U6T7 promoternél sokkal
heterogénebb a transzkripcid inicidcidjanak pozicidja. Az Osszes promoterhez képest sokkal
nagyobb aranyban indul el az atiras a -1-r6l, még guaninnal is atlagosan 30%-ban. A +1-es
poziciot vizsgalva azt talaltuk, hogy még akkor is alacsony aranyban indul el +1-r6l az atiras,
ha az purin, pirimidinrdl pedig kiemelkedden kis aranyban indul el pontosan az atiras a tobbi
promoterrel Osszehasonlitva. Eredményeink szerint a modositott hibrid promdternél, bar T7
polimerdzzal jol hasznalhatd, emlds expressziohoz figyelembe kell venni, hogy hiaba
expresszal az U6, 7sk promoterekhez hasonld mennyiségben RNS-t, de nagyon heterogén

hossziisagii RNS-ek keletkeznek réla, még a +1-es pozicidban purinrdl is.
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Ma és munkatarsai az U6 promoter olyan modositott valtozatainal, amelyekben a +1-t6l
upstream elhelyezkedd szekvencidkat modositottadk hasitohelyek bevitelének érdekében,
jelentds eltéréseket tapasztaltak az RNS iniciacio tekintetében, pontatlannd valt az RNS 5'
végének 4tirasa®’. Esetiinkben az U6 és U6T7 utolsd 18 bazisa jelentdsen eltér, ezért
feltételezhetjiik, hogy a fent emlitett megfigyeléssel megegyezd okokbdl, azaz a +1-es
pozicidtol upstream elhelyezkedd szekvencidk modositasanak kovetkeztében fordulhat eld az,
hogy a hibrid promoéternek az eredeti promoéterhez képest nagymértékben heterogénebb az
iniciacios kezdd pozicidja. Feltételezhetden ennek az az oka, hogy ezzel a modositassal
flexibilisebbé valik a transzkripcidos buborék (lasd 6.3.6. fejezet). Eredményeink és gRNS
szekvenald modszeriink felhasznalasaval érdekes lehetne egy olyan U6T7 promoter
megalkotasa, amely emlds rendszerekben is homogén hosszisagh RNS-ek transzkripciojara

képes.

6.3.5. A J23119 promoter

Tudomasunk szerint a J23119 prométernél eddig nem vizsgaltak, hogy milyen hatassal vannak
a promotertdl downstream elhelyezkedd nukleotidok az RNS expressziora €s a transzkripcio
kezd6 helyére. Eredményeink alapjan a J23119 promotert downstream koveté nukleotidok
szintén befolyasoljak a kezdd poziciot. Habar kisebb aranyban indul el pontosan az atiras, ha
a +1 pirimidin a +1 purinokhoz képest, de a tobbi vizsgalt promoterhez képest tobb a +1-bdl
atirodo RNS pirimidinekrdl is. Ha a +1A vagy G, szinte majdnem mindig a +1-ben kezd6dik
az atiras. Nincs jelentds eltérés +1A és +1G kozott abban, hogy milyen pontos a transzkripcid
inicidcidja. A kiilonb6z6 promodtertdél downstream elhelyezkedd szekvencidk befolyasoljak a
keletkez6 RNS-ck mennyiségét is. Megmutattuk, hogy a legtobb RNS akkor keletkezik, ha a
+1-ben purin van. Eredményeink alapjan a J23119 promoéterrdl keletkezett RNS mennyiségét
is szignifikansan befolyasolja a +2- +4 poziciok szekvencidja is. A promotert kovetd elsé 4
bazisos szekvencia +1A-val akar 50x-es, +1G-vel pedig kozel 5x-6s kiilonbséget is okozhat a

legjobb ¢€s a legrosszabb szekvenciakrol termelddott RNS-ek mennyiségében.
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6.3.6. Konkluzio

Jelenlegi ismereteink szerint egyik altalunk vizsgalt promoéterrél sincs a promotertdl
downstream elhelyezkedd nukleotidok RNS expressziora és kezdd poziciokra gyakorolt
hatasairol megkozelitéleg sem hasonléan atfogd tanulmany a mi kutatasainkhoz képest. Egy
bakterialis promoterrél csinaltak egy hasonléan mélyrehaté vizsgalatot Vedenskaya és mtsai®’,
akik azt kaptak, hogy mind a kezdd poziciokra, mind az RNS expresszidra nézve Osszességében
elénydsebb, ha a +1-ben purin van, de a tovabbi poziciok is szamitanak és jellemzbéen azokban
is purin preferenciat tapasztaltak. A doktori értekezésem alapjaul szolgalo kisérleteinkben a
kivalasztott promoterek sokkal atfogdébb vizsgélatat végeztiik el az eddigiekhez képest.
Nemcsak a +1-es pozicio, de a téle downstream elhelyezkedd tovabbi 3 bazis hatasat is
megvizsgaltuk az RNS mennyiségekre €s a transzkripcid inicidcios pozicidkra. A promoterekre
iranyuld vizsgalatainkat szekvencianként nagy lefedettséggel végeztiik el a legmodernebb

technikdk koz¢ tartozo ujgeneracios szekvenalas segitségével.

Eredményeink alapjan az 6sszes altalunk vizsgalt promoternél rendkiviil nagy szerepet jatszik
mind az RNS expresszidra, mind a kezdd poziciokra a promotertdl downstream elhelyezkedd
szekvencia. Mindkét esetben, mind a 4 promoter utani pozicid kiilonb6z6é nukleotidjai
szignifikans kiilonbségeket okozhatnak. Kisérleteink alapjan a +1-es pozicidban elhelyezkedd
nukleotid nem hatarozza meg a tovabbi szekvenciatol fiiggetlentil az expressziods szintet, hanem
azt a tovabbi poziciok nukleotidjai is jelentdsen befolyasoljak. Igy el6fordulhat, hogy
nagysagrendbeli kiillonbségek lehetnek az RNS mennyiségekben a +2- +4 poziciok
fliggvényében, hiaba azonos a +1-es pozicidé nukleotidja. Mivel az RNS-ek mennyiségét szamos
kiilsé tényezd befolyadsolhatja, ezért kisérleteinket az RNS-t kodold szakaszba épitett
randomizalt barkodoknak koszonhetden rengeteg kiilonbozé RNS szekvenciaval végeztiik el.
Ezzel kivantuk elkeriilni a vizsgalt 4 bazisos szekvencia expressziobeli kiilonbségein kiviil
adodo kiilsd hatdsokat, mint példaul az RNS szerkezetbeli kiilonbségek okozta RNS
degradaciot.

Tobb csoport is bemutatta, hogy szamos promoternél a promotertdél downstream elhelyezkedd
nukleotidok a transzkripcios kezdd poziciokat is befolyasoljak®8. A legfrissebb nézet ennek
magyarazatara, hogy a transzkripcio iniciaciojakor a promoternél szétvalo kettdsszala DNS, a
transzkripcidés buborék mérete nem fix. A transzkripcids buborék méretét szdmos tényezd
befolyasolhatja, akar a +1-es pozicio kornyezetében elhelyezkedd szekvencia is, amelyek ahhoz
vezethetnek, hogy a transzkripcio iniciacidja nem egy fix poziciordl torténik, hanem kiilonb6zo

aranyban akar tobb poziciorol is, igy pedig nem megegyezé hosszusagn RNS-ek
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keletkezhetnek®®®. Az 5 prométert is megvizsgalo kisérleteink alapjan megfigyeltiik, hogy az
Osszes promoternél befolyasolja a kezd6 poziciokat a promotertél downstream elhelyezkedd
szekvencia. Mindegyik promoternél azt kaptuk, hogy ha a promotertdl downstream az elso
pozicidban pirimidin van, sokkal kisebb aranyban lesz a +1-es pozicid a kezdd pozicio, és
ilyenkor nem egy fix poziciorol indul el az atiras. Abban az esetben, ha a +1-ben pirimidin van,
mindegyik promoter esetében nagymértékben befolyasolta nemcsak a prométert kovetd elso,
hanem a t6bbi azt kovetd nukleotid is, hogy melyik kezd6 poziciorol milyen aranyban indult el
az atiras. U6T7 promoteres eredményeink, Ma és mtsai-nak eredményeivel®® megegyezden azt
mutattak, hogy az U6 promoéter TATA box utani mddositasa heterogén transzkripcios kezdé
poziciokat eredményez, akkor is, ha a +1-es pozicioban purin van. Ebbdl az kovetkezik, hogy

a +1-t61 upstream elhelyezked6 szekvenciak is befolyasoljak a transzkripcids kezd6 poziciokat.

A promoéterekkel kapcsolatos eredményeink tobb okbdl is jelentsek lehetnek. Egyrészt, mivel
Osszesen 5 promotert vizsgaltunk meg, melyek 3 kiilonb6z6 organizmusbol szarmaznak, ezért
azon megallapitasaink, hogy a promotertdl downstream elhelyezkedd szekvencidk (és nemcsak
az els6 pozicido nukleotidja), mind az RNS expressziot, mind a transzkripcié iniciacidjat
befolyasolja, feltételezhetden szamos masik promoterre is igazak lehetnek. Ez nemcsak az
alkalmazott kutatasokban, hanem az alapkutatas szintjén is nagyon érdekes megallapitas és
felveti mas promoterek ¢€s tovabbi pozicidk vizsgdlatinak sziikségszerliségét. Masrészt,
eredményeink alapjan a vizsgalt promotereknél adott szekvenciakkal magasabb expresszios
szint, valamint homogénebb hosszisagu transzkriptumok érhetéek el. Ez rendkiviil hasznos
lehet kiilonb6z6 alkalmazasok szamara, tobbek kozott a CRISPR/Cas rendszerekhez, mert a
gRNS-ek 5° végének hossza és a gRNS-ek mennyisége is nagymértékben befolyasolhatja a
nukleazok aktivitasat. Erdekes lehet akar az RNS interferenciat alkalmazva is, amelyhez szintén
gyakran ugyanezeket a promotereket hasznaljak. Eddig a CRISPR-es alkalmazasoknal az volt
az elterjedt gyakorlat, hogy emlds sejtekben az U6 és 7sk promotereket hasznalva, vagy in vitro
a T7 promoterrel szinte kizarolag olyan targeteket valasztanak, amelyekben a spacer 5’ els6
bazisanak megfeleld bazis G. Eredményeink alapjan a CRISPR-hez valaszthato targetek kore
béviilhet. Eredményeink felhasznalasanak tovabbi érdekes lehet6sége- az esetlegesen a tovabbi
poziciokra a jovoben lefolytatott eredményekkel egyiitt- a kiilonboz6 CRISPR rendszerek
hatékonyabb hasznalatahoz kifejlesztett predikcidos programokba vald beépitése, melyek
segitségével még hatékonyabb célszekvencidk lennének josolhatok a CRISPR-es

alkalmazasokhoz.
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8. Kozremiikodések

A 14. abran lathaté eredmények koziil a plazmid konstrukciok elkészitésétol a kiértékelésig a
20. pozicioban nem G-t tartalmazé guideRNS-ek megnovelt specificitasa SpCas9 variansokra
kifejtett hatdsaval kapcsolatos vizsgalatok minden 1€pését teljes mértékben én végeztem el. Az
ezzel kapcsolatban a disszertdciomban bemutatott tovabbi eredményekhez Dr. Kulcsar Péter

Istvan és Huszar Krisztina végezték el a tobbi kisérletet.

A disszertaciomban bemutatott Casl2a nukledzok vizsgalataval kapcsolatos kisérletekben Dr.
Toth Eszterrel egyiitt végeztiik el a kisérletek nagy részét, egymas kozott felosztva a klonozasi,
sejttenyésztési, mérési és kiértékelési feladatokat, a GFxFP rendszer tovabbfejlesztésén és
tesztelésén kiviil, melyet Onalléan végeztem. A sejtfenntartdsban, transzfekcidban és a
citometrids mérésekben Bencsura Petra is segitett. Huszar Krisztina és Dr. Kulcsar Péter Istvan

klénozassal, Talas Andras pedig citometrids méréssel segitette a munkat.

A promoterek vizsgalataval kapcsolatos Osszes kisérletes munkat, azok kiértékelését és a
statisztikat 6nalldan végeztem. Ez alol kivétel az NGS eredmények kiértékelése, amelyhez Dr.
Sturm Adam nyujtott segitséget, az osszes 4.11. fejezetben felsorolt programozasi feladatot

Pythonban 6 végezte el.
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10. Osszefoglalas

A Streptococcus pyogenes baktériumbol szarmazé Cas9 endonukledz (SpCas9) a
génmodositasra jelenleg legelterjedtebben alkalmazott CRISPR/Cas rendszer. A specificitast a
guideRNS (gRNS) 5 végén elhelyezkedd 20 bazisparos szekvencia, a spacer biztositja. A
spacer segitségével keriil felismerésre a célszekvencia komplementer DNS-RNS hibridizacio
alapjan. A nukledz a DNS mindkét szalat hasitja. Ennek hatdsara DNS javitasi utvonalak
indulnak be, melyek a DNS specifikus modositasara hasznalhatok fel. A 2 £6 utvonal a homolog
rekombinaciés (HR) és a nem homoldg végcsatlakozas (NHEJ) hibajavitasi mechanizmusok.
A célszekvencia felismeréséhez és hasitasahoz sziikség van egy néhany bazisparos szekvencia
jelenlétére is a target mellett, ez a PAM szekvencia. A mai molekularis bioldgiai technikakkal
mar konnyedén valtoztathato a spacer szekvenciaja, ennek koszonhetd a rendszer
robbanasszerli elterjedése. A Cas9 fehérje segitségével szinte barmilyen genomi szakasz
szabadon modosithato, ezért jelentds biotechnologiai, orvosi és tudoményos felhasznalasa van.
A Casl2a nukledzokat néhany éve publikaltdk eldszor, mint genomszerkesztésre alkalmas
modszert. Amiatt nagyon érdekesek, mert mas PAM szekvenciat ismernek fel, mint az SpCas9,
igy eltéro targetek hasitasara képesek, raadasul eltér6 modon, mert az Cas9-el szemben a DNS
két szalanak hasitasakor nem tompa, hanem ragados végeket hoznak 1étre. Azt is megmutattak,
hogy alacsonyabb off-target aktivitassal birnak, mint az SpCas9. A CRISPR/Cas rendszereknek
vannak limitacioi. Az egyik ilyen az off-target hatas, azaz a célszekvencidkhoz hasonld, nem
kivant targetek hasitasa. Ennek megoldasara szamos torekvés van, az egyik ezek koziil a
nukledz mutacidkkal torténd modositasa specifikus helyeken. Napjainkig mar tobb olyan
SpCas9 varianst hoztak 1étre, amelyek megnovekedett specificitassal birnak.

A gRNS-ek eldallitasara két elterjedt, az RNS szintetizaltatasnal koltséghatékonyabb modszer
van a gyakorlatban. Az egyik a T7 promoter segitségével torténd in vitro RNS transzkripcio, a
masik a kiilonb6z6 organizmusokban mas-mas kis RNS expresszidra alkalmas promoterek
hasznalata. Szamos kutatds szerint a Cas nukledzok miikodését befolyasolja a gRNS-ek
mennyisége és hossza, ezért rendkiviil fontos, hogy pontos ismereteink legyenek az alkalmazott
promoterekrdl. Tobb tanulmany szerint a promotertdl downstream elhelyezkedd nukleotidok
altalunk vizsgalt promoter esetében a promotert kovetd elsd bazis szerepét mar vizsgaltak

szisztematikusan, de a tovabbi nukleotidok szerepét még nem.
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Ezen vizsgélatok alapjan a human 7sk és U6 promoterek egyarant alkalmazhatok a +1-€s
pozicioban A-val és G-vel és a vart hossziusagi RNS-eket kaptak roluk.

A T7 promoterrdl ismert, hogy a promotertdl downstream elhelyezkedo elsé bazis befolyasolja
hasznalni a megfeleld expressziohoz. Az azonban az irodalom szerint nem konzisztens, hogy a
T7 prométerhez egy, kettd vagy 3 darab guanint sziikséges alkalmazni.

Az U6T7 hibrid promotert az U6 promdter modositasaval hoztak Iétre, tigy, hogy a promoter
végét a T7 promoterre cserélték le. A hibrid promotert bemutaté cikk szerint a +1-ben legalabb
egy G-vel ajanlatos haszndlni.

A bakteridlis J23119 promoterekkel kapcsolatban tudomésunk szerint eddig nem kertilt
publikalasra a +1-es pozicioval kapcsolatos eredmény.

Habar az U6 és 7sk promoterekrdl megmutattak, hogy a +1-es pozicioban A-val is hatékony
expressziora képesek, a gyakorlatban azonban az SpCas9 gRNS-ekhez altalaban olyan
targeteket valasztanak, amelyekben a spacer 5’ elsd bazisanak megfeleld bazis G, amely a
targetek szamat sziikiti. Megoldasképp kiilonb6zé gRNS moédositasokat alkalmaznak, amelyek
viszont befolyasolhatjak a nukle4dzok aktivitasat.

Ezek a +1-es poziciora iranyul6 vizsgalatok altalaban nem a jelenleg a kis RNS-ek hosszarol és
mennyiségérol legpontosabb képet add ujgeneracios szekvenalassal (NGS) torténtek, hanem
egyéb kevésbé pontos modszerekkel, illetve az eddig napvilagot latott NGS-el kapott

eredményekhez nagyon kis minta szamot alkalmaztak.

Doktori értekezésemben a Casl2a nukleazokkal kapcsolatosan arra kerestiik a valaszt, hogy
képesek-e hatékony HR javitas indukalasara N2a sejtekben az As-és LbCas12a nukleazok, és
mennyire hatékonyak a leggyakrabban alkalmazott Cas9 nukledzokhoz képest.

Osszehasonlitottuk az As-, és LbCas12a nukledzok hatékonysagat az Sp- és 3 masik, gyakran
alkalmazott Cas9 nukledz aktivitasaval. A nukledzok hasitasi aktivitasdnak vizsgalatdhoz a
GFxFP nevll esszét optimalizaltuk egy korabban publikalt esszébdl, ahol a nukleaz hasitasa
nélkiil is kaptunk hattér fluoreszcens GFP jelet. A riporter esszét sikeresen modositottam ugy,
hogy ez a hasitas nélkiili GFP hattér csokkent. Az essz€ hasznalatdval a kiilonboz6 PAM
szekvencidkbol adodo eltérdé genomi pozicidk okozta aktivitasbeli kiillonbségeket kivantuk
kizarni. Eredményeink alapjan bar az SpCas9 hatékonyabbnak bizonyult: nagyobb aranyban
valtott ki HR javitast a sejtekben, mint a Casl2a-k, de a tobbi Cas9-el viszont hasonlo
mértékben, illetve egyes targeteken jobban teljesitettek a Cas12a nukleazok. Nemcsak riporter

esszével, de genomi célpontokon is teszteltik a Casl2a nukledzok alkalmassagat
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genomszerkesztésre. Eredményeink szerint alkalmasak HR javitas indukaldsara genomi
targeteket célozva is. A Casl2a nukleazokkal kapcsolatos vizsgalataink soran nem a Zetsche és
mtsai. altal hasznalt emlds sejtekben, hanem mas emlds sejteken (N2a) mutattuk be, hogy a
Casl2a nukleazok alkalmasak genomszerkesztésre, rdadasul mig 6k csak az NHEJ javitasi
utvonal segitségével tesztelték le aktivitasukat, mi HR javitast indukéaltunk a genomban,
valamint a GFXFP plazmidot célozva. Eredményeink alapjan a Casl2a nukleazok hasznos
alternativat nyujthatnak a genomszerkesztd eszk6zok palettajan, ami egybecseng azzal, hogy
az elmult években szdmos csoport szintén megmutatta alkalmassagukat a génszerkesztésre

tobbféle organizmusban is.

A megnovelt specificitasu eSpCas9 ¢s SpCas9HF1 variansokkal kapcsolatban azt kivantuk
megtudni, hogy aktivitasukat hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 gRNS mddositasok, amelyeket
akkor alkalmaznak, ha a targetben a gRNS elsé atirddo bazisanak megfelel bazis nem guanin.
Ezek koziil a modositasok kozil a gRNS 5° végén elhelyezkedd utolsé nukleotid G-re
cserélését, vagy a spacer valtozatlanul hagyasat, tovabba a gRNS-ek 5’ végének roviditését
teszteltiik le. Hatdsukat egy EGFP-t tartalmazo egér neuroblasztoma sejtvonalban, az EGFP
hasitas hatékonysagaval teszteltiik. Eredményeink alapjan, mig a vad tipusu SpCas9 aktivitasat
csak kis mértékben befolyasoljak ezek a modositasok, addig a nagy specificitdsu Cas9
variansok aktivitasat kiilonbozé mértékben, de jobban rontjak. gy eredményeink alapjan e
nukledz varidnsokat ilyen modositdsokkal nem lehet rutinszerlien alkalmazni. Ennek
feloldasara tobbféle megoldas is lehetséges, az egyik a nukleaz varidnsok olyan tovabbi
mutaciokkal torténd modositdsa, amely altal jobban tolerdljak a gRNS modositasait. A
megnovelt specificitdsii nukledzok targeteinek korét bovitendd felmeriil az igény a kis RNS
expressziora alkalmas promoterek mélyrehatobb vizsgalatara. Ennek segitségével lehetne olyan
egyeb szekvenciakat taldlni, amelyekkel gRNS mddositasok nélkiil is hasznalhatoak lennének

ezek a nukleazok.

A disszertaciomban bemutatott munka nagyobbik részében arra kerestiink valaszt, hogy a
gRNS-ekhez gyakran alkalmazott promoétereknél a promotertdl downstream elhelyezkedd
bazisok milyen mddon befolyasoljak az RNS expressziot és a kezdd szekvenciakat.

A doktori értekezésem alapjaul szolgald kisérleteinkben a kivélasztott promoterek sokkal
atfogobb vizsgalatat végeztiik el az eddigiekhez képest. Nemcsak a +1-es pozicio, de a tdle
downstream elhelyezkedd tovabbi 3 pozicid szerepét is megvizsgaltuk az RNS mennyiségekre

€s a transzkripcid iniciacids poziciokra. Kutatdsunkban minden promoterhez plazmid
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konyvtarakat hoztunk Iétre, és a plazmid konyvtarakrol expresszalodott RNS-ek
szekvenalasahoz egy egyedi, gRNS-ek szekvendlasara alkalmas modszert alkalmaztunk.
Kisérleteinket az RNS-t kodolo szakaszba épitett randomizalt barkodoknak koszonhetden
rengeteg kiilonb6zd RNS szekvencidval végeztiik el, amellyel a vizsgalt 4 bazisos szekvencia
kiilonbségein kiviil adodo kiilsé hatasokat, mint példaul szekvenciaspecifikus RNS degradacio,
kivantuk elkeriilni. A promoterekre iranyulod vizsgalatainkat 4 bazisparos szekvencianként
nagy lefedettséggel végeztik el a legmodernebb technikdk kozé tartozd ujgeneracios
szekvenalas segitségével.

Az NGS eredményeink alapjan az Osszes vizsgalt promoterre igaz, hogy a promotertdl
downstream 1év0 poziciok nukleotidjai befolyasolhatjak a keletkezd RNS-ek mennyiségét és a
transzkripcid iniciacidjanak pontos helyét, ezaltal az RNS hosszat is. Eddig csak a +1-es
poziciot vizsgaltdk szisztematikusan, azt is csak a T7, U6 és 7sk promoterek esetében.
Eredményeink alapjan nemcsak a +1 pozicio, de a téle downstream 1év6 poziciok is fontosak
az RNS expresszio szempontjabol. Igy eléfordulhat, hogy nagysagrendbeli kiilonbségek
lehetnek az RNS mennyiségekben a tovabbi poziciok fliggvényében, hidba azonos a +1-es
pozicid nukleotidja.

Azt taldltuk, hogy az Osszes vizsgalt promoternél befolyasolhatja a transzkripcié kezdd
poziciodjat is a promdtertdl downstream elhelyezkedd szekvencia. Mindegyik promoéternél azt
kaptuk, hogy ha a promotertél downstream az elsé pozicidoban pirimidin van, sokkal kisebb
aranyban lesz a +1-es pozici6 a kezdd pozicio, €s ilyenkor nem egy fix poziciordl indul el az
atirds. Abban az esetben, ha a +1-ben pirimidin van, mindegyik promoéter esetében
nagymértékben befolydsolta nemcsak a promotert kovetd elsd, hanem a tobbi azt kdvetd
nukleotid is, hogy melyik kezdd poziciordl milyen aranyban indult el az atiras.

Megmutattuk, hogy a humén U6 prométerrdl expresszaléddo RNS-ek mennyiségében a +1A és
a +1G kozott nines szignifikans kiilonbség, ami egybecseng azokkal a publikaciokkal, amelyek
szerint az U6 promoter +1A-val is hasznalhatd. Ha a +1 pozicidoban A, vagy G nukleotid van, a
transzkripcid kezdd pozicidja kozel minden esetben a +1, melyet jelentds mdédon mér nem
befolyasol a +2- +4 poziciok szekvenciaja.

Azt talaltuk, hogy a human 7sk promoter szintén nemcsak +1 guaninnal, hanem adeninnal is
hasznalhato kis RNS expressziora. A 7sk promoéternél a +1-es pozicidban a purin jelenléte
szekvenciaja jelentdsen nem valtoztat. +1G-vel szignifikansan tobb RNS keletkezik, mint +1A-

val. Azt talaltuk, hogy HEK sejtekben az U6 és a 7sk promoterekrdl termel6dott RNS-ek
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mennyiségében nincs szignifikans kiilonbség, igy a 7sk parhuzamosan, vagy akar az U6
promoter helyett is alkalmas lehet gRNS expressziora.

A T7 promoter a méréseink szerint az eddigi adatokkal megegyezden a +1-es pozicidban a
guanint preferalja. Vannak azonban olyan adeninnel kezdddd szekvencidk is, amelyek
megkozelitik a +1G-rdl termelddé RNS-ek mennyiségét és az atirds is nagyrészt +1-r6l indul
el. Eredményeink szerint a +1-ben G-t tartalmazd szekvenciak koziil a GG és GGG
kezdetliekr6l kevesebb transzkript keletkezik, mint a nagyobb expresszidt biztosito GA
kezdettiekrol.

Eredményeink alapjan a modositott hibrid U6T7 prométer, bar T7 polimerazzal jol hasznalhato,
emlds expresszidhoz figyelembe kell venni, hogy bar azt talaltuk, hogy az U6T7, a 7sk és az
U6 promoterekrdl keletkezett RNS-ek mennyiségében nincs szignifikéans kiilonbség, de nagyon
heterogén hosszusagi RNS-ek keletkeznek rola, még +1purinrol is.

Megvizsgaltuk a J23119 promotertdl downstream elhelyezkedd szekvencia hatasat a
transzkripciora, és azt talaltuk, hogy ha a +1-es pozicidban purin van, a transzkripcio iniciacid
helye majdnem mindig a +1-es pozicid, amit a +2- +4 pozicidk szekvencidja mar nem
befolyasol jelentds mértékben. Tovabba megmutattuk, hogy a legtobb RNS akkor keletkezik,
ha a +1-ben purin van.

A promoterekkel kapcsolatos eredményeink tobb okbdl is jelentdsek lehetnek.

A 3 kiilonb6zd organizmusbol szarmazd promoéterek mindegyikénél azt taldltuk, hogy a
promotertdl downstream nemcsak az elsd, hanem tovabbi 3 pozicié is befolyasolja a
transzkripcid iniciacids poziciot, ezaltal az RNS-ek hosszat, valamint az expressziot is. Ez az
alapkutatasban is érdekes lehet és felveti mas promoterek, illetve tovabbi pozicidk
vizsgalatanak sziikségszeriiségét.

Eredményeink alapjan a vizsgalt promoterekkel adott szekvenciakat alkalmazva nagyobb RNS
szint és pontosabb hossziisagh RNS-ek érhetdek el. Ez rendkiviil hasznos lehet kiillonb6zo
alkalmazéasok szdmara, mint példaul az RNS interferencia, vagy a CRISPR. Eredményeink
alapjan a CRISPR-hez valaszthato targetek kore bdviilhet, abbol adoddan, hogy talaltunk olyan
a promoterektdl dowsntream elhelyezkedd szekvencidkat, amelyekrdl eddig nem volt ismert,
hogy ugyanolyan alkalmasak lehetnek gRNS expresszidra, mint az eddig ismert variaciok.
Eredményeink ezen kiviil- akar tovabbi poziciok vizsgalatabol szarmazo eredményekkel
egyiitt- alkalmasak lehetnének a jelenlegi CRISPR target predikciés programok
tovabbfejlesztéséhez is.

A disszertdciomban bemutatott eredmények hozzajarulhatnak a CRISPR/Cas rendszer

hatékonyabb alkalmazasahoz.
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11. Summary

The Cas9 endonuclease (SpCas9) from the bacteria Streptococcus pyogenes is currently the
most widely applied CRISPR/Cas system used for genetic engineering. Its specificity is
provided by the 20 bp ‘spacer’ sequence at the 5 'end of the guideRNA (gRNA). The spacer is
used to identify the target sequence based on complementary DNA-RNA hybridization.
Nuclease cleaves both strands of DNA. This triggers DNA repair pathways that can be used to
specifically modify DNA. The 2 main pathways are homologous recombination (HR) and non-
homologous end joining (NHEJ) error correction mechanisms. Recognition and cleavage of the
target sequence also requires the presence of a few base pairs in addition to the target, the PAM
sequence. With today's molecular biology techniques, the sequence of the spacer can be easily
changed, thanks to which the system has explosively spread. Almost any section of the genome
can be freely modified with the Cas9 protein, so it has significant biotechnological, medical and
scientific uses.

Casl12a nucleases were first published a few years ago as a method for genome editing. They
are very interesting because they recognize a different PAM sequence than SpCas9, so they are
able to cleave different targets, and in a different way, because in contrast to Cas9, cleavage of
two strands of DNA creates sticky ends rather than blunt ones. They have also been shown to
have lower off-target activity than SpCas9. CRISPR/Cas systems have limitations. One of these
is the off-target effect, i.e. the cleavage of unwanted targets similar to the target sequences.
There were several attempts to address this, one of which is to modify the nuclease with
mutations at specific sites. To date, several SpCas9 variants have been developed that have
increased specificity.

There are two common methods for producing gRNAs in practice than the more cost-effective
RNA synthesis. One is using the T7 promoter in vitro for RNA transcription, and the other is
the use of promoters suitable small RNA expression in different organisms. Numerous studies
have shown that the activity of Cas nucleases is influenced by the amount and length of gRNAs,
so it is extremely important to have an accurate knowledge of the promoters used.

Several studies suggest that nucleotides downstream of the promoter can also affect RNA
expression and the position of transcription initiation. Although for some of the promoters we
studied, the role of the first nucleotide downstream of the promoter has already been

systematically investigated, but the role of additional nucleotides has not yet been studied.
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Based on these studies, both the human 7sk and U6 promoters can be used with A and G at the
+1 position, and RNAs with the expected length were obtained from them.

The transcriptional start site of the T7 promoter is known to be affected by the first nucleotide
downstream of the promoter and several results suggest that at least one Guanine should be
used for proper expression. However, it is not consistent in the literature that the T7 promoter
requires one, two or 3 guanines.

The UBT7 hybrid promoter was created by modifying the U6 promoter by replacing the end of
the promoter with the T7 promoter.

According to the article introducing the hybrid promoter, it is recommended to use at least one
G nucleotide. To the best of our knowledge, no result for the +1 position has been published
for bacterial J23119 promoters.

Although the U6 and 7sk promoters have been shown to be efficient in expressing RNAS with
an A at position +1, in practice targets for SpCas9 gRNAs are generally selected in which the
base corresponding to the 5' first base of the spacer is G, which narrows the number of the
potential targets. As a solution, various gRNA modifications are used, which in turn can affect
the activity of nucleases.

These +1 position studies were generally not performed with next-generation sequencing
(NGS), which currently provides the most accurate picture of the length and amount of small
RNAs, but with other less accurate methods and the results obtained with NGS so far used a

very small sample size.

With regard to Casl2a nucleases we were looking for answers to their ability to effectively
induce HR repair in N2A cells, and to their efficiency compared to the most commonly used
Cas9 nucleases.We compared the efficacy of As and LbCas12a nucleases with the activity of
Sp- and 3 other commonly used Cas9 nucleases. To examine the cleavage activity of nucleases,
an assay called GFxFP was optimized from a previously published assay in which a background
fluorescent GFP signal was obtained without cleavage of the nuclease. We successfully
modified the reporter essay to reduce this non-cleaved GFP background. Using the assay, we
wanted to exclude differences in activity caused by different genomic positions due to different
PAM sequences. Based on our results, although SpCas9 proved to be more effective: it elicited
a higher rate of HR improvement in cells than Cas12a, but compared to other Cas9s, Casl2a
nucleases performed to a similar extent at some targets. We tested the suitability of Cas12a

nucleases for genome editing not only with a reporter assay but also with genomic targets.
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Our results suggest that they are also suitable for inducing HR repair by targeting genomic
targets. In our studies of Casl2a nucleases, we used another mammalian cell line (N2a) than
Zetsche et al., and demonstrated that Cas12a nucleases are suitable for genome engineering,
and while they only tested their activity using the NHEJ repair pathway, we induced HR repair
in the genome and we targeted the GFxFP plasmid as well. Based on our results, Casl2a
nucleases may provide a useful alternative in the range of genome editing tools, which is
consistent with the fact that in recent years, several groups have also shown their suitability for

gene editing in a variety of organisms.

In connection with the eSpCas9 and SpCas9HF1 variants with increased specificity, we wanted
to know how their activity is affected by the different gRNA modifications used when the base
corresponding to the first transcribed base of gRNA in the target is not guanine. Of these
modifications, the replacement of the last nucleotide at the 5 'end of the gRNA with G, or
leaving the spacer unchanged, and the shortening of the 5' end of the gRNAs were tested. Their
effects were tested in an EGFP-containing mouse neuroblastoma cell line with the efficacy of
EGFP cleavage. Based on our results, while the activity of wild-type SpCas9 is only slightly
affected by these modifications, the activity of the high-specificity Cas9 variants is greatly
reduced to varying degrees. Thus, based on our results, these nuclease variants cannot be
routinely used with such modifications. Several solutions are possible to resolve this, one of
which is to modify the nuclease variants with additional mutations that better tolerate the
modifications of the gRNA. In order to expand the range of targets for nucleases with increased
specificity, there is a need for a more detailed study of promoters suitable for small RNA
expression. This could be used to find other sequences with which these nucleases could be

used without gRNA modifications.

In most of the work presented in my dissertation, we sought to answer the question of how
bases located downstream of the promoters commonly used to express gRNAs are to affect
RNA expression and the transcription start positions. In our experiments we performed a much
more comprehensive examination of the selected promoters than others before. The role of not
only the +1 position but also the 3 additional positions downstream of it was examined for RNA
amounts and transcription initiation positions. In our study, plasmid libraries were generated
for each promoter and a unique method for sequencing gRNAs was used to sequence RNAs

expressed from plasmid libraries.
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Our experiments were performed with a large number of different RNA sequences, thanks to
randomized barcodes built into the RNA coding region, in order to avoid external effects such
as sequence-specific RNA degradation in addition to the 4 base sequence differences studied.
Our studies of promoters were performed with high coverage per 4 basepair long sequences
using next generation sequencing which is a state-of-the-art technique.

Based on our NGS results, it is true for all investigated promoters that the nucleotides of
positions downstream of the promoter can affect the amount of RNA generated and the exact
location of transcription initiation, and thus the length of the RNA. So far, only the +1 position
has been systematically examined, also only for the T7, U6, and 7sk promoters. Based on our
results, not only the +1 position but also the positions downstream of it are important for RNA
expression. Thus, there may be orders of magnitude differences in RNA amounts depending on
the additional positions, even though the nucleotide at position +1 is the same.
It has been found for all promoters tested, that the starting position of transcription may also be
affected by a sequence downstream of the promoter. For each promoter, we found that if
pyrimidine is in the first position downstream of the promoter, the +1 position will be the
starting position in a much smaller proportion, and in this case the transcription will not start
from a fixed position. In the case of pyrimidine in +1, the starting position rate of each promoter
was greatly influenced not only by the first nucleotide following the promoter but also by the
other subsequent nucleotides.

We found that there was no significant difference in the amount of RNA expressed from the
human U6 promoter between +1A and +1G, which is consistent with publications that the U6
promoter can also be used with an A. Examination of transcripts transcribed from the U6
promoter showed that if there is an A or G nucleotide at position +1, the starting position of
transcription is in almost all cases the +1, which is not much affected by + 2-4 positions.

We found that the human 7sk promoter can also be used not only with +1 guanine but also with
adenine for small RNA expression. We have shown that the presence of purine at the +1
position causes accurate transcription initiation at the +1 position, and the additional +2- +4
positions does not change this significantly. +1G produces significantly more RNA than + 1A,
We have found that there is no significant difference in the amount of RNA produced from the
U6 and 7sk promoters in HEK-293 cells, so the 7sk may be suitable for gRNA expression in

parallel or even in place of the U6 promoter.

106



According to our measurements, the T7 promoter prefers guanine at the +1 position, similar to
the previous data. However, there are also sequences starting with adenine from which the same
amount of RNAs can be produced like with +1G, and transcription also largely starts from +1.
According to our results, GG and GGG sequences generate half and a quarter amount of
transcripts, respectively, than those initiating with GA.

Based on our results, the modified U6T7 hybrid promoter, although useful with T7 polymerase,
should be considered for mammalian expression. Although we found that there was no
significant difference in the amount of RNA generated from the U6T7, 7sk, and U6 promoters,
but RNAs form U6T7 promoter are very heterogeneous in length, even from +1purine.

We examined the effect of the sequence downstream of the J23119 promoter on transcription
and found that for +1purine, the site of transcription initiation is almost always the +1 position,
which is not significantly affected by +2-4. positions. Furthermore, we have shown that most
RNA is generated when purine is present in +1.

Our results related to promoters can be significant for several reasons.

For each of the promoters from 3 different organisms we found that not only the first but also
the 3 additional positions downstream of the promoter can affect the transcription start site, and
thus the length of the RNAs as well as the expression. This may also be interesting in basic
research and raises the need for other promoters and additional positions.

Based on our results, higher RNA levels and more accurate lengths of RNAs can be obtained
using the sequences provided with the promoters studied. This can be extremely useful for
various applications such as RNA interference or CRISPR. Based on our results, the range of
targets that can be selected for CRISPR may be expanded due to the finding of downstream-
located sequences from promoters that were not previously known to be as suitable for gRNA
expression as previously known variations. In addition, our results- together with the results
from the examination of additional positions- could be suitable for the further development of
the current CRISPR target prediction programs.

The results presented in my dissertation can contribute to a more efficient application of the
CRISPR/Cas system.
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13. Fiiggelék

24. abra

A

D 0 4 0 2 o4 0 = 4 o O

0.000
1,000
0.000
0.000
0.000
0.950
1.000
0.000
0.000
0.000
0.950
0.000

U6 promoter eredményeihez kapcesolodo p értékek

(0,000 jelentése <0,001)

25. abra
AA AC 1,000 CA AA 0510 GA AA 1,000 TA AA 1,000
AG 0,000 AC 0,542 AC 1,000 AC 1,000
AT 0511 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0,510 AT 0,000 AT 0,732 AT 0523
CC 0,000 cC 0,000 CA 0,303 CA 0,493
CG 1,000 cG 0,747 CC 0,000 CC 0,000
CT 0,000 CT 0,000 cG 1,000 CG 1,000
GA 1,000 GA 0,303 CT 0,000 CT 0,000
GC 0,789 GC 1,000 GC 0577 GA 1,000
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,000 GC 0,779
GT 0,003 GT 0,000 GT 0,008 GG 0,000
TA 1,000 TA 0,498 TA 1,000 GT 0,003
TC 0,000 TC 0,000 TC 0,000 TC 0,000
TG 1.000 TG 0,350 TG 1,000 TG 1.000
TT 0,000 T 0,000 TT 0,000 TT 0,000
AC AA 1,000 CC AA 0,000 GC AA 0,789TC AA 0,000
AG 0,000 AC 0,000 AC 0,815 AC 0,000
AT 0479 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0542 AT 0,000 AT 0,002 AT 0,000
CC 0,000 CA 0,000 CA 1,000 CA 0,000
CG 1,000 CG 0,000 CC 0,000 CC 0,999
CT 0,000 CT 0,999 CG 0,938 CG 0,000
GA 1,000 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,639
GC 0,815 GC 0,000 GA 0577 GA 0,000,
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,000 GC 0,000
GT 0,002 GT 0,000 GT 0,000 GG 0,000
TA 1,000 TA 0,000 TA 0,779 GT 0,000,
TC 0,000 TC 0,999 TC 0,000 TA 0,000
TG 1.000 TG 0,000 TG 0,634 TG 0,000
TT 0,000 T 1,000 TT 0,000 TT 1,000
AG AA 0,000 CG AA 1.000 GG AA 0,000TG AA 1,000
AC 0,000 AC 1,000 AC 0,000 AC 1,000
AT 0,000 AG 0,000 AG 1,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,289 AT 0,000 AT 0,679
CC 0,000 CA 0,747 CA 0,000 CA 0,350
CG 0,000 CcC 0,000 CC 0,000 CC 0,000
CT 0,000 CT 0,000 CG 0,000 CG 1,000
GA 0,000 GA 1,000 CT 0,000 CT 0,000
GC 0,000 GC 0,938 GA 0,000 GA 1,000,
GG 1,000 GG 0,000 GC 0,000 GC 0,634
GT 0,000 GT 0,001 GT 0,000 GG 0,000
TA 0,000 TA 1.000 TA 0,000 GT 0,006
TC 0,000 TC 0,000 TC 0,000 TA 1,000
TG 0.000 TG 1,000 TG 0,000 TC 0,000
TT 0,000 T 0,000 TT 0,000 TT 0,000
AT AA 0511 CT AA 0,000 GT AA 0,0037TT AA 0,000
AC 0479 AC 0,000 AC 0,002 AC 0,000
AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,855 AT 0,000
CC 0,000 CA 0,000 CA 0,000 CA 0,000
CG 0,289 CcC 0,999 CC 0,000 CC 1,000
CT 0,000 CG 0,000 CG 0,001 CG 0,000
GA 0732 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,983
C 0,002 GC 0,000 GA 0,008 GA 0,000,
GG 0,000 GG 0,000 GC 0,000 GC 0,000
GT 0,855 GT 0,000 GG 0,000 GG 0,000
TA 0523 TA 0,000 TA 0,003 GT 0,000,
TC 0,000 TC 0,639 TC 0,000 TA 0,000
TG 0679 TG 0,000 TG 0,006 TC 1.000
TT 0,000 T 0,983 TT 0,000 TG 0,000
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26. abra

GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG

GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG
GTT

0,619 AAG AAA
0.431 AAC
0,122 AAT
0.604 ACA
0,887 ACC
0,657 ACG
0,937 ACT
0.000 AGA
0.394 AGC
0,002 AGG
0,000 AGT
0,262 ATA
0.067 ATC

0,132 ATG
0,323 ATT

0.513 GAA
0.898 GAC
0.019 GAG
0,929 GAT
0,563 GCA
1.000 GCC
0.309 GCG
1.000 GCT
0,001 GGA
0,052 GGC
0,008 GGG
0.003 GGT
0,000 GTA
0,142 GTC
0,000 GTG
0,198 GTT

0.619 AAT AAA
0,973 AAC
0,845 AAG
1,000 ACA
1.000 ACC
1.000 ACG
1.000 ACT
0,000 AGA
0721 AGC
0.013 AGG
0.000 AGT
0.827 ATA
0,567 ATC

0,756 ATG
0.989 ATT

1.000 GAA
1.000 GAC
0,161 GAG
1.000 GAT
1.000 GCA
0.623 GCC
1.000 GCG
0,502 GCT
0.000 GGA
0.250 GGC
0,020 GGG
0,026 GGT
0,000 GTA
0,902 GTC
0,001 GTG
0,815 GTT

0.431 ACA AAA
0,973 AAC
1,000 AAG
1.000 AAT
0.980 ACC
1,000 ACG
0,991 ACT
0.823 AGA
0.994 AGC
0.159 AGG
0,095 AGT
1,000 ATA
1.000 ATC
1,000 ATG
1,000 ATT
0.995 GAA
0.898 GAC
1.000 GAG
0,997 GAT
0,986 GCA
0.387 GCC
1.000 GCG
0.359 GCT
0.851 GGA
0,989 GGC
0.085 GGG
0.531 GGT
0.675 GTA
1,000 GTC
0.916 GTG
1,000 GTT
0.122 ACC AAA
0.845 AAC
1,000 AAG
1,000 AAT
0.936 ACA
1.000 ACG
0,982 ACT
0,049 AGA
0,947 AGC
0.040 AGG
0.002 AGT
1,000 ATA
1,000 ATC
1,000 ATG
1,000 ATT
0.981 GAA
0,560 GAC
1,000 GAG
0.996 GAT
0.932 GCA
0.154 GCC
1,000 GCG
0,094 GCT
0.038 GGA
0.742 GGC
0.044 GGG
0,121 GGT
0,014 GTA
1,000 GTC
0.090 GTG
1,000 GTT

0,604 ACG AAA
1,000 AAC
1.000 AAG
1.000 AAT
1.000 ACA
1,000 ACC
1,000 ACT
0.018 AGA
0.845 AGC
0,018 AGG
0,001 AGT
0,987 ATA
0,999 ATC
0,996 ATG
1,000 ATT
1.000 GAA
0,999 GAC
0.865 GAG
1.000 GAT
1,000 GCA
0.574 GCC
1.000 GCG
0.490 GCT
0,020 GGA
0,466 GGC
0.025 GGG
0.051 GGT
0,010 GTA
1,000 GTC
0,033 GTG
0.994 GTT
0.887 ACT AAA
1.000 AAC
0,980 AAG
0,936 AAT
1.000 ACA
1.000 ACC
1.000 ACG
0,002 AGA
0,717 AGC
0.010 AGG
0.000 AGT
0.851 ATA
0,783 ATC
0,829 ATG
0,995 ATT
1.000 GAA
1.000 GAC
0,317 GAG
1.000 GAT
1.000 GCA
0.842 GCC
1.000 GCG
0,786 GCT
0.002 GGA
0.255 GGC
0.017 GGG
0,022 GGT
0,001 GTA
0.979 GTC
0,003 GTG
0,856 GTT

0,657 AGA AAA
1,000 AAC
1,000 AAG
1,000 AAT
1,000 ACA
1,000 ACC
1,000 ACG
0,242 ACT
0,935 AGC
0,041 AGG
0,010 AGT
1,000 ATA
1.000 ATC
1,000 ATG
1,000 ATT
1,000 GAA
0,996 GAC
0,999 GAG
1,000 GAT
1,000 GCA
0,604 GCC
1,000 GCG
0,557 GCT
0,264 GGA
0,768 GGC
0,036 GGG
0,154 GGT
0,157 GTA
1,000 GTC
0,344 GTG
1,000 GTT
0,937 AGC AAA
1,000 AAC
0,991 AAG
0,982 AAT
1,000 ACA
1,000 ACC
1,000 ACG
0,008 ACT
0,741 AGA
0,010 AGG
0,000 AGT
0,903 ATA
0,917 ATC
0,912 ATG
0,999 ATT
1.000 GAA
1,000 GAC
0,525 GAG
1,000 GAT
1,000 GCA
0,896 GCC
1,000 GCG
0,864 GCT
0,011 GGA
0,296 GGC
0,017 GGG
0,026 GGT
0,005 GTA
0,997 GTC
0,014 GTG
0,918 GTT

0,000 AGG AAA
0,000 AAC
0.823 AAG
0,049 AAT
0,018 ACA
0,002 ACC
0,242 ACG
0.008 ACT
1.000 AGA
0,654 AGC
0,367 AGT
0,988 ATA
0.049 ATC
0,550 ATG
0,168 ATT
0.001 GAA
0.000 GAC
0.303 GAG
0,018 GAT
0,001 GCA
0.001 GCC
0.002 GCG
0,000 GCT
1,000 GGA
1,000 GGC
0.347 GGG
0,998 GGT
1,000 GTA
0,005 GTC
1,000 GTG
0.842 GTT
0.394 AGT AAA
0721 AAC
0,994 AAG
0,947 AAT
0.845 ACA
0.717 ACC
0,935 ACG
0,741 ACT
1,000 AGA
1.000 AGC
1.000 AGG
1,000 ATA
0,961 ATC
0,992 ATG
0,950 ATT
0.773 GAA
0.645 GAC
0,994 GAG
0.772 GAT
0.746 GCA
0,356 GCC
0,830 GCG
0,358 GCT
1.000 GGA
1.000 GGC
0,989 GGG
1.000 GGT
1,000 GTA
0.893 GTC
1,000 GTG
0,997 GTT

0,002 ATA AAA
0,013 AAC
0.159 AAG
0.040 AAT
0,018 ACA
0,010 ACC
0.041 ACG
0.010 ACT
0.654 AGA
1.000 AGC
1,000 AGG
0,330 AGT
0.048 ATC
0,097 ATG
0,042 ATT
0.015 GAA
0,008 GAC
0.095 GAG
0,012 GAT
0,014 GCA
0.001 GCC
0.020 GCG
0,002 GCT
0.497 GGA
0,941 GGC
1.000 GGG
1.000 GGT
0,659 GTA
0,029 GTC
0,524 GTG
0.162 GTT
0.000 ATC AAA
0,000 AAC
0,095 AAG
0,002 AAT
0.001 ACA
0.000 ACC
0,010 ACG
0,000 ACT
0,367 AGA
1.000 AGC
1.000 AGG
0,243 AGT
0,002 ATA
0,020 ATG
0,005 ATT
0.000 GAA
0,000 GAC
0,008 GAG
0.001 GAT
0.000 GCA
0.000 GCC
0.001 GCG
0,000 GCT
0.170 GGA
0.946 GGC
0,981 GGG
1.000 GGT
0,325 GTA
0.001 GTC
0.215 GTG
0,072 GTT

0,262 ATG AAA
0827 AAC
1.000 AAG
1,000 AAT
0987 ACA
0,851 ACC
1,000 ACG
0.903 ACT
0,988 AGA
1,000 AGC
0,330 AGG
0,249 AGT
1.000 ATA
1,000 ATC
1,000 ATT
0.914 GAA
0,686 GAC
1.000 GAG
0,943 GAT
0,872 GCA
0.231 GCC
0.971 GCG
0214 GCT
0,994 GGA
1,000 GGC
0.152 GGG
0.821 GGT
0,948 GTA
0,997 GTC
0,998 GTG
1.000 GTT
0,067 ATT AAA
0567 AAC
1,000 AAG
1,000 AAT
0.999 ACA
0,783 ACC
1,000 ACG
0,917 ACT
0,049 AGA
0.961 AGC
0,048 AGG
0,002 AGT
1,000 ATA
1,000 ATC
1.000 ATG
0,869 GAA
0.288 GAC
1,000 GAG
0.972 GAT
0.725 GCA
0,099 GCC
0987 GCG
0,053 GCT
0.028 GGA
0,790 GGC
0,050 GGG
0141 GGT
0,009 GTA
1.000 GTC
0,092 GTG
1,000 GTT

0,132
0,756
1.000
1.000
0,996
0,829
1,000
0.912
0.550
0,992
0,097]
0,020
1.000
1.000
1,000
0.905
0.545
1.000
0,961
0,834
0.133
0.981
0,101
0,562
0,971
0.071
0,356
0,333
1.000
0,722
1.000
0.323
0,989
1.000
1,000
1.000
0,995
1.000
0,999
0,168
0.950
0.042
0,005
1,000
1,000
1.000
1.000
0,904
1,000
1.000
0.997)
0.313
1.000
0,252
0.176
0.791
0,041
0,149
0,090
1.000
0,262
1.000
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26. abra

GAC

ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATA

ATC

ATG

ATT

GAA
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG
GTT

0,513 GAG AAA
1.000 AAC
0,995 AAG
0,981 AAT
1.000 ACA
1.000 ACC
1,000 ACG
1.000 ACT
0.001 AGA
0773 AGC
0,015 AGG
0.000 AGT
0.914 ATA
0,869 ATC
0,905 ATG
1.000 ATT
1,000 GAA
0,348 GAC
1.000 GAT
1,000 GCA
0,528 GCC
1.000 GCG
0,408 GCT
0,000 GGA
0.314 GGC
0.023 GGG
0,033 GGT
0,000 GTA
0.998 GTC
0,002 GTG
0,922 GTT
0.898 GAT AAA
1,000 AAC
0,898 AAG
0.560 AAT
0,999 ACA
1,000 ACC
0,996 ACG
1.000 ACT
0,000 AGA
0.645 AGC
0.009 AGG
0,000 AGT
0,686 ATA
0.288 ATC
0,545 ATG
0,904 ATT
1.000 GAA
0,071 GAC
1,000 GAG
1,000 GCA
0.861 GCC
0,957 GCG
0.794 GCT
0.000 GGA
0,181 GGC
0.016 GGG
0.018 GGT
0,000 GTA
0,548 GTC
0,000 GTG
0.642 GTT

0,019 GCA
0.161
1,000
1,000
0,865
0317
0,999
0,525
0.303
0,994
0,095
0.008
1.000
1,000
1,000
1.000
0,348
0,071
0.687
0,235
0,035
0,592
0,016
0,240
0,969
0.080
0,313
0,086
0.895
0497
1,000
0,929 GCC
1,000
0,997
0,996
1,000
1,000
1,000
1.000
0,019
0,772
0.012
0,001
0,943
0,972
0,961
1,000
1.000
1,000
0,687
1,000
0.886
1,000
0,855
0.024
0,350
0,018
0,033
0,013
1,000
0,031
0.960

AAA

GAC
GAG
GAT
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG

ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATA

ATC

ATG

ATT

GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG
GIT

0,568 GCG AAA
1.000 AAC
0,986 AAG
0,932 AAT
1.000 ACA
1.000 ACC
1,000 ACG
1.000 ACT
0,001 AGA
0,746 AGC
0,014 AGG
0.000 AGT
0.872 ATA
0,725 ATC
0,834 ATG
0,997 ATT
1,000 GAA
1.000 GAC
0.235 GAG
1,000 GAT
0577 GCA
1.000 GCC
0,456 GCT
0,000 GGA
0.278 GGC
0,022 GGG
0,029 GGT
0,000 GTA
0.978 GTC
0,001 GTG
0,871 GTT
1.000 GCT AAA
0,623 AAC
0,387 AAG
0.154 AAT
0,574 ACA
0,842 ACC
0,604 ACG
0.896 ACT
0,001 AGA
0,356 AGC
0,001 AGG
0,000 AGT
0.231 ATA
0.099 ATC
0,133 ATG
0,313 ATT
0.528 GAA
0,861 GAC
0,035 GAG
0,886 GAT
0.577 GCA
0,353 GCC
1.000 GCG
0,002 GGA
0,043 GGC
0,004 GGG
0.003 GGT
0,001 GTA
0,194 GTC
0,002 GTG
0.181 GTT

0,309 GGA AAA
1.000 AAC
1,000 AAG
1,000 AAT
1.000 ACA
1.000 ACC
1,000 ACG
1,000 ACT
0.002 AGA
0.830 AGC
0.020 AGG
0.001 AGT
0.971 ATA
0,987 ATC
0,981 ATG
1.000 ATT
1,000 GAA
0,957 GAC
0.592 GAG
1,000 GAT
1,000 GCA
0.353 GCC
0,242 GCG
0,000 GCT
0.404 GGC
0.028 GGG
0.046 GGT
0.000 GTA
1.000 GTC
0,003 GTG
0,981 GTT
1.000 GGC AAA
0.502 AAC
0,359 AAG
0.094 AAT
0,490 ACA
0,786 ACC
0.557 ACG
0.864 ACT
0,000 AGA
0,358 AGC
0.002 AGG
0,000 AGT
0.214 ATA
0.053 ATC
0.101 ATG
0,252 ATT
0.408 GAA
0,794 GAC
0.016 GAG
0.855 GAT
0.456 GCA
1,000 GCC
0,242 GCG
0.001 GCT
0,042 GGA
0.005 GGG
0.002 GGT
0,000 GTA
0,114 GTC
0.000 GTG
0.156 GTT

0,001 GGG AAA
0,000 AAC
0,851 AAG
0,038 AAT
0,020 ACA
0,002 ACC
0,264 ACG
0,011 ACT
1,000 AGA
1,000 AGC
0497 AGG
0.170 AGT
0,994 ATA
0,028 ATC
0,562 ATG
0.176 ATT
0,000 GAA
0,000 GAC
0.240 GAG
0,024 GAT
0,000 GCA
0,002 GCC
0,000 GCG
0,001 GCT
1,000 GGA
0,282 GGC
0,973 GGT
1,000 GTA
0,001 GTC
1,000 GTG
0,865 GTT
0,052 GGT AAA
0,250 AAC
0,989 AAG
0,742 AAT
0,466 ACA
0,255 ACC
0,768 ACG
0,296 ACT
1,000 AGA
1,000 AGC
0,941 AGG
0,946 AGT
1,000 ATA
0,790 ATC
0,971 ATG
0,791 ATT
0,314 GAA
0,181 GAC
0,969 GAG
0,350 GAT
0.278 GCA
0,043 GCC
0,404 GCG
0,042 GCT
1,000 GGA
0,565 GGC
1.000 GGG
1,000 GTA
0,539 GTC
1,000 GTG
0,995 GTT

0,005 GTA AAA
0.020 AAC
0,085 AAG
0,044 AAT
0.025 ACA
0.017 ACC
0,036 ACG
0,017 ACT
0.347 AGA
0,989 AGC
1.000 AGG
0.981 AGT
0,182 ATA
0,050 ATC
0,071 ATG
0.041 ATT
0,023 GAA
0,016 GAC
0.080 GAG
0,018 GAT
0,022 GCA
0.004 GCC
0,028 GCG
0,005 GCT
0.262 GGA
0.565 GGC
0,887 GGG
0,363 GGT
0.036 GTC
0,284 GTG
0,094 GTT
0.003 GTC AAA
0,026 AAC
0,531 AAG
0,121 AAT
0,081 ACA
0,022 ACC
0.154 ACG
0.026 ACT
0,998 AGA
1.000 AGC
1.000 AGG
1,000 AGT
0,821 ATA
0,141 ATC
0,356 ATG
0,149 ATT
0.033 GAA
0,018 GAC
0,313 GAG
0.033 GAT
0.029 GCA
0,003 GCC
0,046 GCG
0.002 GCT
0,973 GGA
1.000 GGC
0.887 GGG
0,998 GGT
0,071 GTA
0,982 GTG
0.551 GTT

0,000 GTG AAA
0.000 AAC
0,675 AAG
0,014 AAT
0.010 ACA
0.001 ACC
0,157 ACG
0,005 ACT
1,000 AGA
1,000 AGC
0,658 AGG
0.325 AGT
0.948 ATA
0,008 ATC
0,333 ATG
0.090 ATT
0,000 GAA
0,000 GAC
0.086 GAG
0,013 GAT
0,000 GCA
0.001 GCC
0,000 GCG
0,000 GCT
1,000 GGA
1,000 GGC
0,363 GGG
0,998 GGT
0.000 GTA
1,000 GTC
0,665 GTT
0,142 GTT AAA
0,902 AAC
1,000 AAG
1.000 AAT
1,000 ACA
0,979 ACC
1,000 ACG
0.997 ACT
0,005 AGA
0,893 AGC
0.028 AGG
0,001 AGT
0,997 ATA
1.000 ATC
1,000 ATG
1,000 ATT
0,998 GAA
0,548 GAC
0,895 GAG
1,000 GAT
0.978 GCA
0,194 GCC
1,000 GCG
0.114 GCT
0,001 GGA
0,538 GGC
0.036 GGG
0,071 GGT
0,000 GTA
0,008 GTC
0.999 GTG

0,000
0.001
0,916
0,090
0.033
0.003
0,344
0,014
1,000
1,000
0,524
0.215
0.998
0,092
0,722
0.262
0,002
0,000
0.497]
0,031
0,001
0.002
0,003
0,000
1,000
1,000
0,284
0,982
1,000
0,008
0.937]
0,198
0,815
1,000
1.000
0,994
0,856
1,000
0.918
0,842
0.997]
0.162
0,072
1,000
1.000
1,000
1,000
0.922
0,642
1,000
0,960
0.871
0,181
0,981
0.156
0,865
0,995
0.094
0,551
0,665
0,998
0.937]
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32. dbra

1]
D 0 4 0 P oA 0 r 4 0 O

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
1,000
0.000
0.000
0.000
0.000
1.000
0.000

7sk promoter eredményeihez kapcsolddo p értékek

(0,000 jelentése <0,001)

33. 4dbra
AS AC 1,000 CA A& 0,000 GA AA 0,001 TA A& 0,031
AG 0,000 AC 0,000 AC 0,007 AC 0,007
AT 0,884  AG 0,000 AG 0,000  AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,150 AT 0,000
cco 0,000 cc 0,008 CA 0,000  CA 0,998
cG 1,000 cG 0,004 cC 0000 CC 0,000
cT 0,000 CT 0,000 CG 0,000 CG 0,184
GA 0,001 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,000
GC 1,000 GC 0,000 GC 0,004  GA 0,000
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,000 GC 0,012
GT 0,000 GT 0,000 GT 0,000 GG 0,000
TA 0,031 TA 0,998 TA 0,000 GT 0,000
TC 0,000 TC 0,000 TC 0000 TG 0,000
TG 1,000 TG 0,000 TG 0,006 TG 0,008
T 0,000 TT 0,000 T 0000  TT 0,000
AC A& 1000 CC A& 0,000 GC A& 1,000 TC A& 0,000
AG 0,000  AC 0,000 AC 1,000 AC 0,000
AT 1,000  AG 0,000 AG 0,000  AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0898 AT 0,000
cc 0,000 CA 0,006 CA 0000  CA 0,000
CG 1,000 CG 0,000 CC 0000 CC 0,959
CT 0,000 CT 0,994 CG 1,000 CG 0,000
GA 0,007  GA 0,000 CT 0000 CT 1,000
GC 1,000 GC 0,000 GA 0,004  GA 0,000
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,000 GC 0,000
GT 0,000 GT 0,000 GT 0,000 GG 0,000
TA 0,007 TA 0,000 TA 0,042 GT 0,000
TC 0,000 TC 0,869 TC 0,000  TA 0,000
TG 1,000 TG 0,000 TG 1,000 TG 0,000
T 0000 TT 0,535 T o000  TT 4,000
AG A4 0,000 CG A& 1,000 GG AA 0,000 TG A& 1,000
AC 0,000  AC 1,000 AC 0,000  AC 1,000
AT 0,000 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,781 AT 0,000 AT 1,000
cc 0,000 CA 0,004 CA 0,000  CA 0,000
CG 0,000 cc 0,000 CC 0000 CC 0,000
CT 0,000 CT 0,000 CG 0,000 CG 1,000
GA 0,000 GA 0,000 CT 0000 CT 0,000
GC 0,000 GC 1,000 GA 0,000 GA 0,006
GG 0,000 GG 0,000 GC 0,000 GC 1,000
GT 1,000 GT 0,000 GT 0,000 GG 0,000
TA 0,000 TA 0,164 TA 0,000 GT 0,000
TC 0,000 TC 0,000 TC 0,000 TA 0,008
TG 0,000 TG 1,000 TG 0,000 TC 0,000
T 0,000  TT 0,000 T 0000  TT 0,000
AT A8 05984 CT A& 0,000 GT A4 0,000 TT A& 0,000
AC 1,000 AC 0,000 AC 0,000  AC 0,000
AG 0,000  AG 0,000 AG 1,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,000 AT 0,000
cc 0,000 CA 0,000 CA 0,000  CA 0,000
G 0,781 CC 0,994 CC 0000 CC 0,525
CT 0,000 CG 0,000 CG 0000 CG 0,000
GA 0,150 GA 0,000 CT 0000 CT 0,899
C 0598  GC 0,000 GA 0,000 GA 0,000
GG 0,000 GG 0,000 GC 0000 GC 0,000
GT 0,000 GT 0,000 GG 0,000 GG 0,000
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,000 GT 0,000
TC 0,000 T 1,000 TC 0,000  TA 0,000
TG 1,000 TG 0,000 TG 0000 TC 1,000
TT 0,000 T 0,999 T 0000 TG 0,000
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34. dbra

ACC
ACG
ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC

ATG

ATT

GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCLG
GCT

GGA
GGC
GGG
GGT
GTA

ACC
ALCG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,087 AAG AAL

0,008
0,054
0,008
0,366
0,399
0,389
0,001
0,000
0,000
0,000
0,106
0,011
0,013
1,000
0,002
0,013
0,021
0,042
0,020
0,995
0,07
1,000
0,001
0,001
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,030
0,087
0,953
1,000
0,456
1,000
1,000
0,968
0,086
0,013
0,000
0,000
0,984
0,981
0,991
0,045
0,379
0,928
0,406
0,990
1,000
1,000
0,990
0,860
0,016
0,014
0,001
0,011
0,000
0,000
0,000
0,542

AAT

AAC
AAT
ACA
ACC
ACG
ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC

ATG

ATT

GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT

GGA
GGC
GGG
GGT
GTA

ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAA
GALC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,008 ACA AAL

0,953
0,339
1,000
0,708
1,000
0,255
0,344
0,108
0,003
0,001
1,000
1,000
1,000
0,003
1,000
1,000
0,876
1,000
1,000
0,952
1,000
0,257
0,055
0,038
0,002
0,034
0,000
0,034
0,000
0,952
0,054 ACC
1,000
0,339
0,041
0,999
1,000
0,358
0,085
0,014
0,000
0,000
0,974
0,927
0,958
0,014
0,231
0,370
0,382
0,977
0,999
1,000
0,964
0,745
0,019
0,018
0,001
0,013
0,000
0,000
0,000
0,509

GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT

GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG

ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAL
GALC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,005 ACG AAA

0,456
1,000
0,041
0,421
0,992
0,080
0,314
0,097
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
0,001
0,999
0,309
0,861
1,000
0,999
0,858
1,000
0,143
0,083
0,044
0,004
0,040
0,000
0,000
0,000
0,955
0,385
1,000
0,708
0,999
0,421
1,000
1,000
0,030
0,006
0,002
0,001
0,353
0,779
0,820
0,922
0,261
0,728
0,230
0,852
0,938
1,000
0,825
1,000
0,008
0,008
0,000
0,004
0,000
0,009
0,000
0,325

ACT

ACC
ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC

ATG

ATT

GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCLG
GCT

GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG

GTT

ALA

AAG
AAT
ACA
ACC
ALCG
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,355 AGA AAL

1,000
1,000
1,000
0,992
1,000
0,999
0,174
0,059
0,023
0,008
0,999
1,000
1,000
0,457
0,918
1,000
0,618
1,000
1,000
1,000
1,000
0,977
0,023
0,015
0,001
0,013
0,000
0,095
0,002
0,768
0,389 AGC
0,968
0,255
0,856
0,080
1,000
0,999
0,013
0,002
0,000
0,000
0,633
0,329
0,386
0,940
0,050
0,224
0,137
0,543
0,554
1,000
0,425
1,000
0,004
0,008
0,000
0,003
0,000
0,001
0,000
0,195

ACC
ACG
ACT

AGC
AGG
AGT
ATA
ATC

ATG

ATT

GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT

GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG

GTT

AAA
AAC

AAT
ACA
ACC
ACG
ACT
AGA
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAA
GALC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,001 AGG AbLA

0,066
0,344
0,065
0,314
0,030
0,174
0,013
1,000
1,000
1,000
0,947
0,352
0,323
0,002
0,774
0,168
1,000
0,647
0,178
0,122
0,398
0,009
0,985
0,744
0,284
0,382
0,346
1,000
0,850
1,000
0,000 AGT
0,013
0,106
0,014
0,007
0,006
0,059
0,002
1,000
1,000
1,000
0,796
0,112
0,100
0,000
0,414
0,046
1,000
0,340
0,043
0,059
0,140
0,002
0,593
0,790
0,301
0,97
0,303
0,897
0,872
1,000

AAC
AMG
AAT
ACA
ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAL
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT
ALA
AALC
AAG
AAT
ACA
ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
ATA
ATC
ATG
ATT
GAA
GALC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,000 ATA ALA

0,000
0,003
0,000
0,000
0,002
0,023
0,000
1,000
1,000
1,000
0,637
0,007
0,006
0,000
0,083
0,000
1,000
0142
0,000
0,045
0,018
0,001
0,932
0,598
0,140
0,731
0,006
0,794
0,297
1,000
0,000 ATC
0,000
0,001
0,000
0,000
0,001
0,008
0,000
1,000
1,000
1,000
0,354
0,001
0,001
0,000
0,011
0,000
1,000
0,047
0,000
0,023
0,004
0,000
0,997
0,825
0,297
0,937
0,059
0,143
0,945
0,989

AAC
AMG
AAT
ACA
ACC
ACG
ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATC

ATG

ATT

GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCLG
GCT

GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG

ACC
ALCG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATG
ATT
GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,106 ATG AAA

0,984
1,000
0,674
1,000
0,853
0,999
0,633
0,947
0,796
0,637
0,354
1,000
1,000
0,134
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,956
1,000
0,483
0,263
0,116
0,016
0,146
0,021
0,957
0,113
1,000
0,011
0,981
1,000
0,927
1,000
0,779
1,000
0,339
0,352
0,112
0,007
0,001
1,000
1,000
0,006
1,000
1,000
0,577
1,000
1,000
0,966
1,000
0,306
0,058
0,026
0,002
0,033
0,000
0,058
0,000
0,962

ATT

ACC
ACG
ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC

ATT

GAL
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT

GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG

ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
GAL
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,013
0,891
1,000
0,958
1,000
0,820
1,000
0,335
0,323
0,100
0,005
0,001
1,000
1,000
0,007
1,000
1,000
0,856
1,000
1,000
0,875
1,000
0,339
0,051
0,034
0,002
0,030
0,000
0,049
0,000
0,851
1,000
0,045
0,003
0,014
0,001
0,822
0,457
0,340
0,002
0,000
0,000
0,000
0,134
0,005
0,007
0,001
0,002
0,030
0,049
0,008
0,999
0,013
1,000
0,001
0,002
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,041
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34. dbra

GAC

ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT

GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA

ACC
ALCG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAA
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,002 GAG AAA
0,379 AAC
1,000 AAG
0,231 AAT
0,999 ACA
0,261 ACC
0,918 ACG
0,050 ACT
0,774 AGA
0,414 AGC
0,063 AGG
0,014 AGT
1,000 ATA
1,000 ATC
1,000 ATG
0,001 ATT
0,802 GAA
0,996 GAC
1,000 GAT
0,942 Gea
0,700 Gee
1,000 GCG
0,073 GCT
0,140 GGA
0,079 GGe
0,006 GGG
0,080 GGT
0,000 GTA
0,406 GTC
0,001 GTG
1,000 GTT
0,013 GAT AAA
0,928 AAC
1,000 AAG
0,370 AT
0,809 ACA
0,728 ACC
1,000 ACG
0224 ACT
0,168 AGA
0,046 AGC
0,000 AGG
0,000 AGT
1,000 ATA
1,000 ATC
1,000 ATG
0,002 ATT
0,802 GAA
0,662 GAC
1,000 GAG
1,000 GCA
0,975 Goe
1,000 GG
0,288 GeT
0,029 GGA
0,030 GGC
0,003 GGG
0,026 GGT
0,000 GTA
0,000 GTC
0,000 GTG
0,809 GTT

0,021 GCA AAA
0,406 AAC
0,876 AAG
0,382 AAT
0,881 ACA
0,230 ACC
0,618 ACG
0,137 ACT
1,000 AGA
1,000 AGC
1,000 AGG
1,000 AGT
1,000 ATA
0,877 ATC
0,855 ATG
0,030 ATT
0,996 GAA
0,662 GAC
0,974 GAG
0,688 GAT
0,400 Gee
0,900 GLG
0,091 GCT
0,958 GGA
0,675 GGL
0,283 GGG
0,221 GGT
0,411 GTA
1,000 GTC
0,914 GTG
1,000 GTT
0,042 GCC AAA
0,990 AAC
1,000 AAG
0,977 AAT
1,000 ACA
0,852 ACC
1,000 ACG
0,543 ACT
0,647 AGA
0,340 AGC
0,142 AGG
0,047 AGT
1,000 ATA
1,000 ATC
1,000 ATG
0,049 ATT
1,000 GAL
1,000 GAC
0,974 GAG
1,000 GAT
0,370 GCA
1,000 GLG
0,414 GCT
0,098 GGA
0,052 GGC
0,004 GGG
0,083 GGT
0,001 GTA
0,484 GTC
0,009 GTG
0,897 GTT

0,020 GCG AAA
1,000 AAC
1,000 AAG
0,993 AAT
0,999 ACA
0,935 ACC
1,000 ACG
0,554 ACT
0,178 AGA
0,043 AGC
0,000 AGG
0,000 AGT
1,000 ATA
1,000 ATC
1,000 ATG
0,008 ATT
0,842 GAA
1,000 GAC
0,688 GAG
1,000 GAT
0,995 GCA
1,000 GLe
0,476 GCT
0,033 GGA
0,025 GGC
0,001 GGG
0,021 GGT
0,000 GTA
0,005 GTC
0,000 GTG
0,834 GTT
0,995 GCT AAA
1,000 AAC
0,952 AAG
1,000 AT
0,868 ACA
1,000 ACC
1,000 ACG
1,000 ACT
0122 AGA
0,059 AGC
0,046 AGG
0,023 AGT
0,956 ATA
0,965 ATC
0,975 ATG
0,999 ATT
0,700 GAA
0,975 GAC
0,400 GAG
0,970 GAT
0,995 GCA
0,873 GLC
1,000 GLG
0,015 GGA
0,008 GGC
0,001 GGG
0,008 GGT
0,002 GTA
0,125 GTC
0,008 GTG
0,530 GTT

0,017 GGA
0,990
1,000
0,964
1,000
0,825
1,000
0,425
0,398
0,140
0,018
0,004
1,000
1,000
1,000
0,013
1,000
1,000
0,900
1,000
1,000
0,973
0,351
0,059
0,037
0,002
0,034
0,000
0,119
0,000
0973
1,000 GGC
0,860
0257
0,745
0,143
1,000
0977
1,000
0,009
0,002
0,001
0,000
0,483
0,206
0,339
1,000
0,073
0288
0,091
0,414
0,476
1,000
0,351
0,002
0,002
0,000
0,001
0,000
0,005
0,000
0,132

AAA

ACC
ALCG
ACT

AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC

ATG

ATT

GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GLG
GCT

GGC
GGG
GGT
GTA
GTC

GTG

ALCC
ALG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
GAA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GLG
GCT
GGA
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT

0,001 GGG AAA
0,016 AAC
0,056 AAG
0,018 AAT
0,062 ACA
0,006 ACC
0,023 ACG
0,004 ACT
0,885 AGA
0,893 AGC
0,932 AGG
0,997 AGT
0,263 ATA
0,055 ATC
0,051 ATG
0,001 ATT
0,140 GAA
0,029 GAC
0,958 GAG
0,008 GAT
0,033 GCa
0,018 Gee
0,059 GCG
0,002 GCT
1,000 GGA
1,000 GGe
1,000 GGT
1,000 GTA
0,557 GTC
1,000 GTG
0,866 GTT
0,001 GGT AAA
0,014 AAC
0,038 AAG
0,016 AT
0,044 ACA
0,006 ACC
0,015 ACG
0,005 ACT
0,744 AGA
0,790 AGC
0,598 AGG
0,825 AGT
0,16 ATA
0,036 ATC
0,034 ATG
0,002 ATT
0,079 GAA
0,030 GAC
0,675 GAG
0,052 GAT
0,025 GCA
0,008 Goe
0,037 GG
0,002 GCT
1,000 GGA
1,000 GGC
1,000 GGG
1,000 GTA
0,296 GTC
0,991 GTG
0,515 GTT

0,000 GTA AAA
0,001 AAC
0,002 AAG
0,001 AAT
0,004 ACA
0,000 ACC
0,001 ACG
0,000 ACT
0,284 AGA
0,301 AGC
0,140 AGG
0,297 AGT
0,016 ATA
0,002 ATC
0,002 ATG
0,000 ATT
0,006 GAA
0,003 GAC
0283 GAG
0,004 GAT
0,001 Gea
0,001 Gee
0,002 GCG
0,000 GeT
1,000 GGA
1,000 GGC
1,000 GGG
1,000 GGT
0,046 GTC
0722 GTG
0,170 GTT
0,001 GTC AAA
0,011 AAC
0,034 AAG
0,013 AAT
0,040 ACA
0,004 ACC
0,013 ACG
0,003 ACT
0,882 AGA
0,817 AGC
0,731 AGG
0,837 AGT
0,148 ATA
0,023 ATC
0,030 ATG
0,001 ATT
0,080 GAL
0,026 GAC
0,821 GAG
0,053 GAT
0,021 GCA
0,008 Geo
0,034 GCG
0,001 GCT
1,000 GGA
1,000 GGC
1,000 GGG
1,000 GGT
0,350 GTA
1,000 GTG
0,660 GTT

0,000 GTG AAA
0,000 AAC
0,000 AAG
0,000 AAT
0,000 ACA
0,000 ACC
0,000 ACG
0,000 ACT
0,346 AGA
0,303 AGC
0,006 AGG
0,053 AGT
0,021 ATA
0,000 ATC
0,000 ATG
0,000 ATT
0,000 GAA
0,000 GAC
0,411 GAG
0,001 GAT
0,000 GCa
0,002 Gee
0,000 GCG
0,000 GCT
1,000 GGA
1,000 GGe
1,000 GGG
1,000 GGT
0,000 GTA
0,724 GTC
0,249 GTT
0,000 GTT AAA
0,000 AAC
0,034 AAG
0,000 AT
0,000 ACA
0,009 ACC
0,095 ACG
0,001 ACT
1,000 AGA
0,997 AGC
0,794 AGG
0,143 AGT
0,957 ATA
0,058 ATC
0,049 ATG
0,000 ATT
0,406 GAA
0,000 GAC
1,000 GAG
0,484 GAT
0,005 GCA
0,125 Goe
0,113 GG
0,005 GCT
0,557 GGA
0,296 GGC
0,046 GGG
0,350 GGT
0,000 GTA
0,004 GTC
1,000 GTG

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,850
0,872
0,297
0,349
0,113
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,914
0,009
0,000
0,008
0,000
0,000
1,000
0,391
0722
1,000
0,724
0,004
0,746
0,030
0,542
0,962
0,509
0,855
0,325
0,768
0,195
1,000
1,000
1,000
0,889
1,000
0,962
0,851
0,041
1,000
0,809
1,000
0,397
0,834
0,530
0,873
0,132
0,866
0,515
0,170
0,680
0,249
1,000
0,746

114




. abra

0.000
0.000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

T7 promoter eredményeihez kapcsolodo p értekek

(0,000 jelentése <0,001)

42. dbra
AA AC 0,000 CA AA 0,000 GA AA 0,000 TA AA 0026
AG 0,000 AC 0,000 AC 0,001 AC 0,000
AT 0,997 AG 0,000 AG 0441 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,000 AT 0,351
Ccc 0,000 CC 0,601 CA 0,000 CA 0,000,
CG 0.000 CG 0.005 CC 0.000 CC 0,000
CT 0172 CT 0,092 CG 0,001 CG 0,000
GA 0,000 GA 0,000 CT 0.000 CT 0,005
GC 0,000 GC 0,000 GC 0,002 GA 0,000
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,003 GC 0,000,
GT 0.000 GT 0.000 GT 0,034 GG 0,000
TA 0,026 TA 0,000 TA 0,000 GT 0,000
TC 1,000 TC 0,000 TC 0,000 TC 0,112
TG 0,000 TG 0,000 TG 0,001 TG 0,000
TT 0,000 TT 0,000 TT 0,000 TT 0,001
AC AA 0,000 CC AA 0,000 GC AA 0,000 TC AA 1,000
AG 0,000 AC 0,000 AC 1,000 AC 0,000
AT 0,000 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,000 AT 1,000
CC 0,000 CA 0,601 CA 0,000 CA 0,000
CG 0,110 CG 0,000 CC 0,000 CC 0,000
CT 0.000 CT 0443 CG 0.003 CG 0,000
GA 0,001 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,191
GC 1,000 GC 0,000 GA 0002 GA 0,000
GG 0,956 GG 0,000 GG 0,929 GC 0,000
GT 0,000 GT 0,000 GT 0,000 GG 0,000,
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,000 GT 0,000
TC 0,000 TC 0,000 TC 0,000 TA 0,112
TG 1,000 TG 0,000 TG 0,999 TG 0,000
TT 0,000 TT 0,000 TT 0,000 TT 0,001
AG AA 0,000 CG AA 0,000 GG AA 0,000 TG AA 0,000
AC 0,000 AC 0,110 AC 0,986 AC 1,000
AT 0,000 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,000 AT 0,000
CC 0.000 CA 0,005 CA 0,000 CA 0,000
CG 0,000 CC 0,000 CC 0,000 CC 0,000,
CT 0.000 CT 0.000 CG 0.020 CG 0,081
GA 0441 GA 0,001 CT 0,000 CT 0,000
GC 0,000 GC 0,003 GA 0,003 GA 0,001
GG 0.000 GG 0,020 GC 0,929 GC 0,999
GT 0,014 GT 0,000 GT 0,013 GG 0,846
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,000 GT 0,000
TC 0,000 TC 0,000 TC 0,000 TA 0,000
TG 0,000 TG 0,081 TG 0,846 TC 0,000
TT 0,000 TT 0,000 TT 0,000 TT 0,000
AT AA 0,997 CT AA 0172 GT AA 0,000 TT AA 0,000
AC 0,000 AC 0,000 AC 0,000 AC 0,000
AG 0,000 AG 0,000 AG 0,014 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,059 AT 0,000 AT 0,001
CC 0,000 CA 0092 CA 0,000 CA 0,000
CG 0,000 CC 0,443 CC 0,000 CC 0,000
CT 0,059 CG 0,000 CG 0,000 CG 0,000
GA 0,000 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,000
C 0,000 GC 0,000 GA 0,034 GA 0,000,
GG 0,000 GG 0,000 GC 0,000 GC 0,000
GT 0,000 GT 0,000 GG 0,013 GG 0,000
TA 0,351 TA 0,005 TA 0,000 GT 0,000
TC 1,000 TC 0,191 TC 0,000 TA 0,001
TG 0,000 TG 0,000 TG 0,000 TC 0,001
TT 0,001 TT 0,000 TT 0,000 TG 0,000
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43. abra 44 .abra

GAA GAC 0,000 GCA GAA 0000 GGA GAA 0,000 GTA GAA 079§ GGAA GGAC 0,023 GGCA GGAA 0,007 GGGA GGAA 0,000 GGTA GGAA 0.164
GAG 0,002 GAC 0,998 GAC 1,000 GAC 0,007 GGAG 0,047 GGAC 0,968 GGAC 0,005 GGAC 0,093
GAT 0,012 GAG 0279 GAG 1,000 GAG 0510 GGAT 0,069 GGAG 0,999 GGAG 0,178 GGAG 0,787
GCA 0,000 GAT 0,000 GAT  0.000 GAT 0,000 GGCA 0,007 GGAT 0,539 GGAT 0,000 GGAT 0,678
GCC 0.000 GCC 0.000 GCA 0916 GCA 0.000 GGCC 0,000 GGCC 0,109 GGCA 0729 GGCA 0168
GGG 0000 GCG 0065 GCC 0,000 GCC 0,000 GGCG 0,001 GGCG 0,993 GGCC 0,674 GGCC 0,000
GCT 0.000 GCT 0987 GCG 0,000 GCG 0000 GGCT 0,121 GGCT 0,806 GGCG 0,996 GGCG 0,006
GGA 0,000 GGA 0915 6T 1000 5CT 0010 GGGA 0,000 GGGA 0,729 GGCT 0,017 GGCT 0,998
sGe 0000 saC 0237 6GC 0001 GGA 0053 GGGC 0,000 GGGC 0,040 GGGC 0,134 GGGA 0,000
GGGG 0,000 GGGG 0,009 GGGG 0,012 GGGC 0,000

GGG 0,000 GGG 0,000 GGG 0,000 GGC 0,000
GGGT 0,001 GGGT 0,283 GGGT 0,997 GGGG 0,000

GGT 0,000 GGT 1,000 GGT 0,999 GGG 0,000
GGTA 0,164 GGTA 0,168 GGTA 0,000 GGGT 0,000

GTA 0,796 GTA 0,000 GTA 0,053 GGT 0,001
GGTC 0,003 GGTC 1,000 GGTC 0,508 GGTC 0,000
GTC 0,000 GTC 0,118 GTC 0,000 GTC 0,000 GGTG 0,004 GGTG 1,000 GGTG 0,396 GGTG 0,008
GTG 0,000 GTG 1,000 GTG 0,998 GTG 0,001 GGTT 1000 GGTT 0476 GGTT 0112 GGTT 0991
GTT 0,000 GTT 0.9%8 GTT  1.000 GTT 0,008 GGAC GGAA 0,023 GGCC GGAA 0,000 GGGC GGAA 0,000 GGTC GGAA 0,003
GAC GAA 0,000 GCC GAA 0000 GEGC GAA 0,000 GTC GAA 0,000 GGAG 1.000 GEAC 0,000 GGAC 0,000 GEAC 0,029
GAG 0,953 GAC 0,000 GAC 0,008 GAC 0,003 GGAT 0,928 GGAG 0,021 GGAG 0,010 GGAG 0673
GAT 0,000 GAG 0,000 GAG 0,000 GAG 0,000 GGCA 0,968 GGAT 0,000 GGAT 0,000 GGAT 0,000
GCA 0,993 GAT 0,000 GAT 0,000 GAT 0,000 GGCC 0,000 GGCA 0,109 GGCA 0,040 GGCA 1,000
GCC 0,000 GCA 0,000 GCA 0237 GCA 0116 GGCG 0,182 GGCG 0,226 GGCC 0,638 GGCC 0,000
GCG 0,001 GCG 0428 GCC 0,148 GCC 0,289 GGCT 0,999 GGCT 0,002 GGCG 0,056 GGCG 1,000
GCT 1,000 GCT 0,000 GCG 1.000 GCG 1,000 GGGA 0,005 GGGA 0,674 GGCT 0,001 GGCT 0,127
GGA 1.000 GGA 0,000 GCT 0,006 GCT 0,002 GGGC 0,000 GGGC 0,638 GGGA 0,134 GGGA 0,508
GEC 0.008 GGEC 0148 GGA 0,001 GGEA 0,000 GGGG 0,000 GGGG 0,020 GGGG 0,127 GGGC 0,000
GGG 0.000 GGG 1000 GGG 0.073 GGC 1000 GGGT 0,000 GGGT 0,644 GGGT 0,000 GGGG 0,000
GGT 1000 GGT 0.000 GGT 0,036 GGG 0160 GGTA 0,093 GGTA 0,000 GGTA 0,000 GGGT 0,000
GTA 0007 GTA 0,000 GTA 0.000 GGT 0014 GGTC 0,029 GGTC 0,000 GGTC 0,000 GGTA 0,000
ot 0.003 aTC 0289 oTC 1000 GTA 0,000 GGTG 0,621 GGTG 0,005 GGTG 0,002 GGTG 0,998
GGTT 0753 GGTT 0,047 GGTT 0,031 GGTT 0,258

GTG 1,000 GTG 0,000 GTG 0.054 GTG 0,021
GGAG GGAA 0,047 GGCG GGAA 0,001 GGGG GGAA 0,000 GGTG GGAA 0,004

GTT 1,000 GTT 0,000 GTT 0.007 GTT 0,002
GGAC 1,000 GGAC 0,182 GGAC 0,000 GGAC 0,621

GAG GAA 0,002 GCG GAA 0000 GGG GAA 0,000 GTG GAA 0,000
GGAT 0,998 GGAG 0,665 GGAG 0,002 GGAG 0,977
GAC 0359 GAC 0,001 GAC 0000 GAC 1.000 GGCA 0,999 GGAT 0,024 GGAT 0,000 GGAT 0,068
GAT 0.000 GAG 0.000 GAG 0.000 GAG 0677 GGCC 0,021 GGCA 0,998 GGCA 0,009 GGCA 1,000
GCA 0273 GAT 0.000 GAT 0.000 GAT 0.000 GGCG 0,565 GGCC 0.226 GGCC 0,020 GGCC 0,005
GCC 0,000 GCA 0,065 GCA 0.000 GCA 1,000 GGCT 1,000 GGCT 0,144 GGCG 0,008 GGCG 0.993
GCG 0.000 GCC 0428 GCC 1.000 GCC 0.000 GGGA 0178 GGGA 0,996 GGCT 0,000 GGCT 0459
GCT 0975 GCT 0.001 GCG 0.259 GCG 0.010 GGGC 0,010 GGGC 0,056 GGGA 0,012 GGGA 0,396
GGA 1,000 GGA 0,000 GCT 0.000 GCT 1.000 GGGG 0,002 GGGG 0,008 GGGC 0,127 GGGC 0,002
GGC 0,000 GGC 1,000 GGA 0.000 GGA 0,998 GGGT 0,057 GGGT 0,629 GGGT 0,000 GGGG 0,000
GGG 0,000 GGG 0.259 GGC 0,073 GGC 0.054 GGTA 0,787 GGTA 0,006 GGTA 0,000 GGGT 0,031
GGT 0769 GGT 0,006 GGT 0,000 GGG 0.000 GGTC 0673 GGTC 1,000 GGTC 0,000 GGTA 0,008
GTA 0510 GTA 0,000 GTA 0,000 GET 1.000 GGTG 0,977 GGTG 0,993 GGTG 0,000 GGTC 0,998
GTC 0,000 GTC 1,000 GTC 0,160 GTA 0,001 GGTT 0814 GGTT 0219 GGTT 0017 GGTT  0.384
GTG 0677 GTC 0.010 GTG 0.000 GTC 0.021 GGAT GGAA 0,069 GGCT GGAA 0121 GGGT GGAA 0,001 GGTT GGAA 1,000
GTT 0,965 GTT 0.001 GTT 0.000 GTT 1.000 GGAC 0,928 GGAC 0,999 GGAC 0,000 GGAC 0,753
GAT GAA 0,012 GCT GAA 0,000 GGT GAA 0,000 GTT GAA 0,000 GGAG 0.938 GGAG 1.000 GGAG 0,057 GGAG 0.8
GAC 0,000 GAC 1.000 GAC 1000 GAC 1.000 GGCA 0,539 GGAT 1,000 GGAT 0,000 GGAT 0,929
GAG 0000 GAG 0975 GAG 0769 GAG 0965 GGCC 0,000 GGCA 0,806 GGCA 0,283 GGCA 0476
GGCG 0,024 GGCC 0,002 GGCC 0644 GGCC 0,047

GCA 0,000 GAT 0,000 GAT 0,000 GAT 0,000
GGCT 1,000 GGCG 0144 GGCG 0,629 GGCG 0,219

GCC 0,000 GCA 0,997 GCA 1,000 GCA 0,998
GGGA 0,000 GGGA 0,017 GGCT 0,006 GGCT 0,957

GCG 0,000 GCC 0,000 GCC 0,000 GCC 0,000
GGGC 0,000 GGGC 0,001 GGGA 0,997 GGGA 0,112
GCT 0,000 GCG 0,001 GCG 0,008 GCG 0,001 GGGG 0,000 GGGG 0,000 GGGC 0,000 GGGC 0,031
GGA 0,000 GGA 1,000 GCT 1,000 GCT 1,000 GGGT 0,000 GGGT 0,006 GGGG 0,000 GGGG 0,017
GGC 0,000 GGC 0,006 GGA 0,999 GGA 1,000 GGTA 0,673 GGTA 0,998 GGTA 0,000 GGGT 0,075
GGG 0.000 GGG 0.000 GGC 0.036 GGC 0.007] GGTC 0,000 GGTC 0,127 GGTC 0,000 GGTA 0,991
GGT 0,000 GGT 1,000 GGG 0,000 GGG 0,000 GGTG 0,068 GGTG 0,459 GGTG 0,031 GGTC 0,258
GTA 0,000 GTA 0.010 GTA 0,001 GGT 1.000 GGTT 0,929 GGTT 0,957 GGTT 0,075 GGTG 0,384

GTC 0,000 GTC 0,002 GTC 0,014 GTA 0,008

GTG 0,000 GTG 1,000 GTG 1,000 GTC 0,002

GTT 0,000 GTT 1,000 GTT 1,000 GTG 1,000

116



48. abra

0,000
0,001
0,999
0,000
0,000
0.000
0.001
0.000
0.000
0,999
0,000
0,000

U6T7 promoter eredményeihez kapcsolodo p értékek

(0,000 jelentése <0,001)

49. abra
AA AC 0,998 CA AA 1,000 GA AA 0011 TA AA 0,000
AG 0,000 AC 1,000 AC 0,016 AC 0,000
AT 0246 AG 0,000 AG 0,629 AG 0,988
CA 1,000 AT 0,301 AT 0,184 AT 0,000
cC 0,220 CC 0,196 CA 0,012 CA 0,000
CG 0,643 CG 0541 CC 0,000 CC 0,000
CT 0,014 CT 0,011 CG 0,003 CG 0,000
GA 0,011 GA 0,012 CT 0,000 CT 0,000
GC 0,552 GC 0,801 GC 0,022 GA 0,962
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,054 GC 0,000
GT 0,000 GT 0,000 GT 0,974 GG 0,094
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,962 GT 1,000
TC 0172 TC 0,234 TC 0,082 TC 0,000
TG 0,000 TG 0,000 TG 0141 TG 0,000
TT 0.996 TT 0,989 TT 0,004 TT 0,000
AC AA 0998 CC AA 0220 GC AA  05R52TC AA 0172
AG 0,000 AC 0141 AC 1,000 AC 0,562
AT 0543 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 1000 AT 0,020 AT 0,625 AT 1,000
cC 0141 CA 0,196 CA 0,801 CA 0,234
CG 0,33 CG 0,746 cC 0,102 CC 0,028
CT 0,006 CT 1,000 CG 0112 CG 0,020
GA 0,016 GA 0,000 CT 0,004 CT 0,000
GC 1,000 GC 0,102 GA 0,022 GA 0,082
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,000 GC 0,631
GT 0,000 GT 0,000 GT 0,000 GG 0,000
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,000 GT 0,000
TC 0,562 TC 0,028 TC 0,631 TA 0,000
TG 0,006 TG 0,015 TG 0,000 TG 0,994
T 0,933 T 0,70 TT 0,746 T 0,240
AG AA 0,000 CG AA 0,643 GG AA 0,000 TG AA 0,000
AC 0,000 AC 033 AC 0,000 AC 0,006
AT 0,000 AG 0,000 AG 0,314 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,038 AT 0,000 AT 1,000
CC 0,000 CA 0541 CA 0,000 CA 0,000
cG 0.000 CC 0746 CcC 0,000 cC 0,015
CT 0,000 CT 0,320 CG 0,000 cG 0,001
GA 0,629 GA 0,003 CT 0,000 CT 0,000
GC 0,000 GC 0,112 GA 0,054 GA 0141
GG 0314 GG 0,000 GC 0,000 GC 0,000
GT 0,999 GT 0,000 GT 0,180 GG 0,000
TA 0,988 TA 0,000 TA 0,094 GT 0,001
TC 0,000 TC 0,020 TC 0,000 TA 0,000
TG 0,000 TG 0,001 TG 0,000 TC 0,994
TT 0,000 TT 1,000 TT 0,000 TT 0,062
AT AA 0246 CT AA 0,014 GT AA  0000TT AA 0,996
AC 0,543 AC 0,006 AC 0,000 AC 0,933
AG 0,000 AG 0,000 AG 0,999 AG 0,000
cCA 0301 AT 0,001 AT 0,001 AT 0,209
cC 0,020 CA 0,011 CA 0,000 CA 0,989
CG 0,038 CC 1,000 CC 0,000 cCc 0701
CT 0.001 CG 0320 CG 0,000 CG 1,000
GA 0164 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,382
C 0,625 GC 0,004 GA 0,974 GA 0,004
GG 0,000 GG 0,000 GC 0,000 GC 0,746
GT 0,001 GT 0,000 GG 0,180 GG 0,000
TA  0.000 TA 0,000 TA 1,000 GT 0,000
TC 1,000 TC 0,000 TC 0,000 TA 0,000
TG 1,000 TG 0,000 TG 0,001 TC 0,240
T 0,209 T 0,382 TT 0,000 TG 0,052
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53. 4dbra

@
o O 40 40 = 4 6 0

0.000
0.612
0.000
0.000
0.000
0.000
0.612
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

J23119 promoter eredményeihez kapcsolodo p értekek

(0,000 jelentése <0,001)

54. abra
AA AC 0,000 CA AA 0,000 GA AA 1,000 TA AA 1,000
AG 0,000 AC 0,330 AC 0,000 AC 0,000
AT 0,000 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,000 AT 0,000,
CC  0.000 CC  0.000 CA 0,000 CA 0,000
CG 0,000 CG 0,983 CC 0,000 CC 0,000
CT 0,000 CT 0,003 CG 0,000 CG 0,000
GA 1,000 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,000
GC  0.000 GC 0.033 GC 0.000 GA  0.081
GG 0.396 GG 0.000 GG 0.081 GC 0,000
GT 0,000 GT 0,001 GT 0,000 GG 0,010
TA 1,000 TA 0,000 TA 0,081 GT 0,000
TC 0,000 TC 0467 TC 0,000 TC 0,000,
TG 0.963 TG 0.000 TG 0432 TG 0,905
T 0.000 T 0.482 T 0,000 T 0,000
AC AA 0,000 CC AA 0,000 GC AA 0,000 TC AA 0,000
AG 0,000 AC 0,000 AC 0,738 AC 0,001
AT 0.000 AG  0.000 AG  0.000 AG 0,000
CA 0,330 AT 0,000 AT 0,000 AT 0,000
CC 0,000 CA 0,000 CA 0,033 CA  0,467]
CG 1,000 CG 0,000 CC 0,000 CC 0,000
CT 0.001 CT  1.000 CG 0599 CG  0.185
GA 0,000 GA  0.000 CT 0,000 CT 0.010
GC 0,738 GC 0,000 GA 0,000 GA 0,000
GG 0,000 GG 0,000 GG 0,000 GC 0,001
GT 0,218 GT 0,000 GT 1,000 GG 0,000
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,000 GT  0.000
TC 0,001 TC 0,000 TC 0,001 TA 0,000
TG 0,000 TG 0,000 TG 0,000 TG 0,000
T 0,996 T 0,000 T 1,000 T 0,095
AG AA 0000 CG AA 0000 GG AA 0396 TG AA 0,983
AC 0,000 AC 1,000 AC 0,000 AC 0,000
AT 0,000 AG 0,000 AG 0,000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,000 AT 0,000 AT 0,000,
CC  0.000 CA 0983 CA 0,000 CA 0,000
CG  0.000 CC  0.000 CC 0,000 CC 0,000
CT 0,000 CT 0,001 CG 0,000 CG 0,000
GA 0,000 GA 0,000 CT 0,000 CT 0,000
GC  0.000 GC 0.599 GA 0.081 GA 0432
GG 0.000 GG 0.000 GC 0,000 GC 0,000
GT 0,000 GT 0,299 GT 0,000 GG 0,023
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,010 GT 0,000
TC 0,000 TC 0,185 TC 0,000 TA 0,905
TG 0.000 TG 0,000 TG 0,023 TC 0,000
T 0,000 T 0,968 T 0,000 T 0,000
AT AA 0,000 CT AA 0,000 GT AA  0,000TT AA 0,000
AC 0,000 AC 0,001 AC 0,218 AC 0,996
AG  0.000 AG  0.000 AG  0.000 AG 0,000
CA 0,000 AT 0,003 AT 0,000 AT 0,000
CC 0,000 CA 0,003 CA 0,001 CA 0,482
CG 0,000 CC 1,000 CC 0,000 CC 0,000
CT 0.003 CG 0.001 CG 0.299 CG  0.966
GA 0,000 GA  0.000 CT 0,000 CT 0,000
C 0,000 GC 0,000 GA 0,000 GA 0,000
GG 0,000 GG 0,000 GC 1,000 GC 1,000
GT  0.000 GT  0.000 GG 0.000 GG 0.000
TA 0,000 TA 0,000 TA 0,000 GT  1.000
TC 0,000 TC 0,010 TC 0,000 TA 0,000
TG 0,000 TG 0,000 TG 0,000 TC 0,095
T 0,000 T 0,000 T 1,000 TG 0,000
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