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Bevezetés

A Streptococcus pyogenes baktériumbol szarmazd Cas9 endonukleaz (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 (target) komplementer DNS-RNS hibridizacié alapjan. A nukleaz
a DNS mindkét szalat hasitja. Ennek hatdsara DNS javitasi tvonalak indulnak
be, melyek a DNS specifikus mddositasara hasznalhatok fel. A 2 {6 utvonal a
homolog rekombinacidés (HR) és a nem homolog végek Osszeillesztése (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 biologiai technikédkkal mar konnyedén valtoztathaté a spacer
szekvencidja, ennek koszonhetd a rendszer robbandsszerli elterjedése. A Cas9
fehérje segitségével szinte barmilyen genomi szakasz szabadon moddosithato,
ezért jelentds biotechnologiai, orvosi és tudomanyos felhasznéalasa van.

A Casl2?a (masnéven Cpfl) nukleazokat néhany éve publikaltak eldszor, mint
genomszerkesztésre alkalmas modszert. Amiatt nagyon érdekesek, mert mas
PAM szekvenciat ismernek fel, mint az SpCas9, igy eltérd targetek hasitdsara
képesek, raadasul elteré6 modon, mert az Cas9-el szemben a DNS két szalanak
hasitdsakor nem tompa, hanem ragadds 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
hatds, azaz a célszekvencidkhoz hasonlo, nem kivant targetek hasitdsa. Ennek
megoldasara szamos torekvés van, az egyik ezek koziil a nukledz mutaciokkal
torténd modositasa specifikus helyeken. Napjainkig mar tobb olyan SpCas9
varianst hoztak 1étre, amelyek megnovekedett specificitassal birnak.

A gRNS-ek eloallitasara két elterjedt, az RNS szintetizaltatasnal
koltséghatékonyabb modszer van a gyakorlatban. Az egyik a T7 promoter
segitségével torténd iIn vitro RNS transzkripcio, a masik a kiilonb6zé
organizmusokban mdas-mas, kis RNS expressziora alkalmas promoterek
hasznalata. Szamos kutatas szerint a Cas nukledzok mikodését befolyasolja a
gRNS-ek mennyisége és hossza, ezért rendkiviil fontos, hogy pontos ismereteink
legyenek az alkalmazott promoterekrol.

Tobb tanulmény szerint a promotertdl downstream elhelyezkedd nukleotidok
befolyasolhatjak az RNS expressziot €s a transzkripcio inicidcio pozicidjat is. Bar
néhany altalunk vizsgalt promoter esetében a promotert kdvetd elsd bazis szerepét
mar vizsgaltdk szisztematikusan, de a tovabbi nukleotidok szerepét még nem.
Ezen vizsgalatok alapjan a human 7sk és U6 promoterek egyarant alkalmazhatok
a +1-es pozicioban A-val és G-vel és a vart hosszisagi RNS-eket kaptak roluk.
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A T7 promoterrdl ismert, hogy a promotertdl downstream elhelyezkedd els6 bazis
szerint legalabb egy G-t kell hasznalni a megfelel6 expresszidhoz. Az azonban az
irodalom szerint nem konzisztens, hogy a T7 promoterhez egy, ketté vagy 3 darab
guanint szilikséges alkalmazni.

Az U6T7 hibrid promotert az U6 promdter modositasaval hoztak 1étre, gy, hogy
a promoter vegét a T7 promoterre cserélték le. A hibrid promoétert bemutatd cikk
szerint a +1-ben legalabb egy G-vel ajanlatos hasznalni.

A bakterialis J23119 promoterekkel kapcsolatban tudomasunk szerint eddig nem
keriilt publikalasra a +1-es pozicidval kapcsolatos eredmény.

Habar az U6 és 7sk promoterekrél megmutattak, hogy a +1-es pozicidoban A-val
is hatékony expressziora képesek, a gyakorlatban azonban az SpCas9 gRNS-
ekhez 4ltaldban olyan targeteket valasztanak, amelyekben a spacer 5° els6
bazisanak megfeleld bazis G, amely a targetek szamat sztkiti. Megoldasképp
kiilonb6z6 gRNS moddositasokat alkalmaznak, amelyek viszont befolyasolhatjak
a nukleazok aktivitasat.

Ezek a +1-es poziciora iranyul6 vizsgalatok altalaban nem a jelenleg a kis RNS-
ek hosszardl ¢és mennyiségérdl legpontosabb képet add Ujgeneracids
szekvenalassal (NGS) torténtek, hanem egyéb kevésbé pontos modszerekkel,
illetve az eddig napvilagot latott NGS-el kapott eredményekhez nagyon kis minta
szamot alkalmaztak.

Célkituzések

1. A Casl2a nukleazokkal kapcsolatban arra kerestiik a valaszt, hogy képesek-e
hatékony HR javitas indukalasara N2a sejtekben az As-€s LbCasl2a nukleazok,
¢s mennyire hatékonyak a leggyakrabban alkalmazott Cas9 nukledzokhoz képest.
(Az As- és LbCasl2a nukledazokat az Acidaminococcus sp. BV3L6 illetve a
Lachnospiraceae ND2006 baktériumokbol azonositottak.)

2. A megndvelt specificitast eSpCas9 és SpCas9HF1 variansokkal kapcsolatban
azt kivantuk megtudni, hogy aktivitdsukat hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6
gRNS modositasok, amelyeket akkor alkalmaznak, ha a targetben a gRNS elso
atir6do bazisanak megfeleld bazis nem guanin.

3. A human U6 és 7sk, a fag T7, a hibrid U6T7 és a bakterialis J23119 promoterek
sokkal atfogobb vizsgalatat szandékoztuk elvégezni az eddigiekhez képest, nagy
readszami mélyszekvenalassal. Azt kivantuk megtudni, hogy hogyan
befolyéasolja a promotertél downstream elhelyezkedd 4 pozicid a transzkripcid
inicidcidjanak poziciojat és az RNS expressziot.



Modszerek

A Casl2a nukleazok vizsgéalatdhoz ¢és a Cas9 nukleazokkal valo
Osszehasonlitasukhoz kiilonb6z6 targetekkel komplementer kis RNS-eket és a
nukleazokat expresszald plazmidokat hoztunk Iétre. Ezeket kotranszfektaltuk N2a
(egér neuroblasztoma) sejtekbe. A nukledzok aktivitdsat GFxFP, valamint genomi
HR tesztekkel vizsgaltuk és a fluoreszcens jelet aramlasi citometriaval mértiik.

GFxFP esszé

Az essz¢ soran a nukledzok target szekvenciajat két ismétlddd, de onmagaban ép
GFP-t nem expresszald6 GFP szekvencia k6z¢ integraljuk. A nukledz hasitasakor
l1étrehozott kettds szala DNS-torés hatasara ép GFP keletkezik. Ennek az esszének
az az eldnye, hogy a hasitds hatékonysdgat nem befolyéasoljak olyan tényezok,
mint a genomi kornyezet, a target szekvencia epigenetikus allapota, vagy a target
relativ tavolsaga a homoldg karoktol.

Genomi HR teszt

A genomi HR javitds indukaldsdhoz egy, a célszekvencidra homoldg karokat
tartalmazd GFP szekvenciat kodold donor plazmidot alkalmaztunk, melyet a
PRNP gén promotere mogé integraltunk a nukleazok hasitasa altal kivaltott HR
javitassal, majd a GFP jelet citometridsan mértiik.

N2a.EGFP hasitasi teszt

A megnovelt specificitasi nukledzok aktivitdsanak vizsgédlatdhoz modositott
gRNS-eket és a nukledzokat kddold plazmidokat hoztunk létre, majd ezeket
N2a.EGFP sejtekbe kotranszfektaltuk. Az N2a.EGFP sejtek a genomba integralt
EGFP-t tartalmaznak, amit a nukledzokkal céloztunk és a nukleazok aktivitasanak
teszteléséhez a fluoreszcens jel csokkenését mértiik aramléasi citometria
segitségével.



Plazmid konyvtarak létrehozasa

A promoterek vizsgéalatdhoz eldszor a megfeleld promotereket tartalmazo
plazmidokat hoztunk létre, amelyek a plazmid konyvtarak vektoraiként
szolgaltak. Majd prométerenként 3-féle plazmid konyvtarat alkottunk meg, amely
3 kiilonb6z6 spacer szekvenciaval egy-egy SpCas9 mddositott gRNS-t kodolt. A
promotereket downstream koveto elsé 4 bazis randomizalt volt.

A gRNS szekvencidja egy barkddot is tartalmazott, amely alapjan azonositani
lehetett, hogy melyik templatrol melyik RNS keletkezett, valamint biztositotta a
vizsgalt 4 bazisos szekvencidkhoz tartozd szekvencidk sokféleségét, amelynek
segitségével az olyan RNS mennyiségre haté kiilsd tényezok hatasa csokken, mint
pl. az RNS-ek szekvencia-specifikus degradacioja. Az atfedo DNS szakaszok altal
Gibson klonoz6 technikaval illesztettiik 6ssze a konyvtarak fragmenseit.

c¢DNS konyvtarak létrehozasa

A plazmid konyvtarakat az emlds sejtes promoterek esetében HEK-293 sejtekbe
transzfektaltuk. A T7 promoteres konyvtarakrol a promotert és a gRNS-t
tartalmazd expresszios kazettat PCR-el amplifikaltuk, majd ezt templatként
hasznalva in vitro T7 kittel allitottuk el6 az RNS-eket. A bakterialis plazmid
konyvtarakat tartalmazo sejteket LB médiumban razatva inkubaltuk egy éjszakan
at. Ezt kovette az RNS-ek 1zolalasa, majd a reverz transzkripcid egy gRNS-re
specifikus primerrel.

NGS

A cDNS-ek 3’ végére adaptereket ligaltunk T4 DNS ligaz segitségével, amelyhez
egy egyedi, gRNS-ek szekvenalasara alkalmas modszert allitottunk be. Az adapter
egy részben duplaszali DNS molekula. Az adapter mindkét vége és az adapterrel
komplementer oligd 3> vége foszforildltak. A 3> végek foszforilalasaval
elkeriilhetd a ligaldsi melléktermékek kialakuldasa, mert gatolja a ligazt. A
komplementer oligo 3’ végén 4 randomizalt bazis segiti eld a szintén randomizalt
bazisokat tartalmazé cDNS konyvtarakkal valo ligalast.

A cDNS konyvtarakat a plazmid konyvtarakkal egyiitt PCR-es amplifikaciot
kovetden mélyszekvenaltuk, majd az eredményeket bioinformatikai mddszerek
segitségevel értekeltiik ki.



Eredmények és megvitatasuk

Osszehasonlitottuk az As-, és LbCas12a nukleazok hatékonysagat az Sp- és 3
masik, gyakran alkalmazott Cas9 nukledz aktivitasaval. A nukledzok hasitasi
aktivitasanak vizsgalatihoz a GFXFP nevili esszét optimalizaltuk egy korabban
publikalt esszébdl, ahol a nukledz hasitasa nélkiil is kaptunk hattér fluoreszcens
GFP jelet. A riporter esszét sikeresen modositottuk tgy, hogy ez a hasitas nélkiili
GFP hattér csokkent. Az esszé hasznalataval a kiilonb6z6 PAM szekvencidkbodl
adodo eltéré genomi pozicidk okozta aktivitasbeli kiilonbségeket kivantuk
kizarni. Eredményeink alapjan bar az SpCas9 hatékonyabbnak bizonyult:
nagyobb aranyban valtott ki HR javitast a sejtekben, mint a Cas12a-k, de a tobbi
Cas9-el viszont hasonld mértékben, illetve egyes targeteken jobban teljesitettek a
Casl2a nukleazok. Nemcsak riporter esszével, de genomi célpontokon is
teszteltiik a Cas12a nukledzok alkalmassagat genomszerkesztésre. Eredményeink
szerint alkalmasak HR javitds indukaldsara genomi targeteket célozva is. A
Casl2a nukleazokkal kapcsolatos vizsgalataink soran nem a Zetsche €s mtsai.
altal hasznalt eml6s sejtekben, hanem mas emlds sejteken (N2a) mutattuk be,
hogy a Casl2a nukledzok alkalmasak genomszerkesztésre, raaddsul mig 0k csak
az NHEJ javitasi utvonal segitségével tesztelték le aktivitasukat, mi HR javitast
indukaltunk a genomban, valamint a GFXFP plazmidot célozva. Eredményeink
alapjan a Casl2a nukledzok hasznos alternativat nytjthatnak a genomszerkesztd
eszkozok palettajan, ami egybecseng azzal, hogy az elmult években szamos
csoport szintén megmutatta alkalmassdgukat a génszerkesztésre tobbféle
organizmusban is.

A megnovelt specificitasu eSpCas9 és SpCas9HF1 variansokkal kapcsolatban azt
kivantuk megtudni, hogy aktivitasukat hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 gRNS
modositasok, amelyeket akkor alkalmaznak, ha a targetben a gRNS els6 atirodo
bazisanak megfeleld bazis nem guanin. Ezek koziil a médositasok koziil a gRNS
57 végén elhelyezkedo els6é nukleotid G-re cserélését, vagy a spacer valtozatlanul
hagyasat, tovabba a gRNS-ek 5’ végének roviditését teszteltiik le. Hatasukat egy
EGFP-t tartalmazé egér neuroblasztobma sejtvonalban, az EGFP hasitas
hatékonysagaval teszteltilk. Eredményeink alapjan, mig a vad tipustt SpCas9
aktivitasat csak kis mértékben befolyasoljak ezek a modositasok, addig a nagy
specificitdsu Cas9 variansok aktivitasat kiilonb6z6 mértékben, de jobban rontjak.
[gy eredményeink alapjan e nukleaz variansokat ilyen modositasokkal nem lehet
rutinszerlien alkalmazni. Ennek feloldasara tobbféle megoldas is lehetséges, az
egyik a nukledz varidnsok olyan tovabbi muticidkkal torténé modositasa, amely
altal jobban toleraljak a gRNS moddositasait. A megnovelt specificitasi nukleazok
targeteinek korét bévitendd felmeriil az igény a kis RNS expresszidra alkalmas
promoterek mélyrehatdbb vizsgalatara. Ennek segitségével lehetne olyan egyéb
szekvenciakat talalni, amelyekkel gRNS modositasok nélkiil is hasznalhatdak
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 modon befolydsoljdk az RNS
expressziot €s a kezdd szekvenciakat. Kisérleteinkben a kivalasztott promoterek
sokkal 4tfogobb vizsgalatat végeztiik el az eddigiekhez képest. Nemcsak a +1-€s
pozicio, de a téle downstream elhelyezkedd tovabbi 3 pozicid szerepét is
megvizsgaltuk az RNS mennyiségekre és a transzkripcid iniciacios pozicidkra.
Kutatdsunkban minden prométerhez plazmid konyvtarakat hoztunk létre, és a
plazmid konyvtarakrdl expresszalodott RNS-ek szekvendlasdhoz egy egyedi,
gRNS-ek szekvendlasara alkalmas modszert alkalmaztunk. Kisérleteinket az
RNS-t kodold szakaszba épitett randomizalt barkdédoknak kdszonhetden rengeteg
kiilonb6z6 RNS szekvencidval végeztik el, amellyel a vizsgalt 4 bazisos
szekvencia kiilonbségein kiviil adodo, kiils6é hatdsokat, mint példaul
szekvenciaspecifikus RNS degradacio, kivantuk elkeriilni. A promoterekre
iranyulé vizsgélatainkat 4 bazisparos szekvencianként nagy lefedettséggel
végeztliik el a legmodernebb technikdk kozé tartozo wjgenerdcids szekvenalds
segitségevel.

NGS eredményeink alapjan az Osszes vizsgalt promoterre igaz, hogy a
promoétert6l downstream 1€vo pozicidok nukleotidjai befolyasolhatjak a keletkezd
RNS-ek mennyiségét és a transzkripcio inicidcidjanak pontos helyét, ezaltal az
RNS hosszat is. Eddig csak a +1-es poziciot vizsgaltak szisztematikusan, azt is
csak a T7, U6 és 7sk promoterek esetében. Eredményeink alapjan nemcsak a +1
pozicio, de a téle downstream 1évd pozicidk is fontosak az RNS expresszio
szempontjabol. Igy eléfordulhat, hogy nagysagrendbeli kiilonbségek lehetnek az
RNS mennyiségekben a tovabbi poziciok fiiggvényében, hidba azonos a +1-€s
pozicid nukleotidja.

Azt talaltuk, hogy az 6sszes vizsgalt promoternél befolyasolhatja a transzkripcid
Mindegyik promoternél azt kaptuk, hogy ha a promotertél downstream az elsd
pozicioban pirimidin van, sokkal kisebb aranyban lesz a +1-es pozicio a kezdd
pozicio, és ilyenkor nem egy fix poziciordl indul el az atirds. Abban az esetben,
ha a +1-ben pirimidin van, mindegyik promoter esetében nagymértékben
befolyasolta nemcsak a promotert kovetd elsd, hanem a tobbi azt kovetd nukleotid
is, hogy melyik poziciorol milyen ardnyban indult el a transzkripcio.



Megmutattuk, hogy a human U6 promoterrél expresszalodo RNS-ek
mennyiségében a +1A és a +1G kozott nincs szignifikans kiilonbség, ami
egybecseng azokkal a publikaciokkal, amelyek szerint az U6 promoéter +1A-val
1s hasznalhat6. Ha a +1 pozicidban A, vagy G nukleotid van, a transzkripcid kezdo
pozicioja kozel minden esetben a +1, melyet jelentés mdédon mar nem befolyasol
a +2- +4 poziciok szekvenciaja. A +1-ben purint tartalmazé szekvenciak koziil az
elsé két poziciot vizsgalva azt kaptuk, hogy az AG és a GG szignifikdnsan
nagyobb, a legkisebb expresszioji GC szekvencidk kétszeresét elérd expressziot
biztosit. A +3 és a +4. pozicid a téle upstream elhelyezkedd szekvencia
fliggvényében valtozé mértékben befolyasolhatja az RNS mennyiségét, de akar
tobbszordés RNS mennyiségbeli kiilonbségeket okozhat e pozicidk szekvencidja
Is. A +1 poziciokban A-t, vagy G-t tartalmazo szekvencidkat elemezve
megmutattuk, hogy az expresszalt RNS mennyiségében a +2- +4 poziciok
szekvenciaja egy nagysagrend kiilonbséget is okozhat.

Azt talaltuk, hogy a human 7sk promoéter szintén nemcsak +1 guaninnal, hanem
adeninnal is hasznalhatdo kis RNS expressziora. A 7sk promodternél a +1-es
amin a tovabbi +2- +4. pozicidk szekvenciaja jelentésen nem valtoztat. +1G-vel
szignifikansan tobb RNS keletkezik, mint +1A-val. Ha a +1 pozicidban A, vagy
G nukleotid van, a legmagasabb expressziot biztositd kezd6é dinukleotidok az AG,
a GG ¢és GT, amelyek esetében kétszer magasabb RNS szint érhetd el atlagban,
mint a legalacsonyabb RNS szintet biztosité purin kezdetii dinukleotidrol. Az
RNS mennyiséget a +3- +4. poziciok nukleotidjai is szignifikdnsan, a toliik
upstream elhelyezkedd szekvenciatol fiiggé mértékben befolyasolhatjak.
Eredményeink alapjan, ha a +1-es pozicioban A nukleotid van, a tovabbi 3 bazis
szekvenciaja akar 27x-es, +1G-vel pedig 7x-es RNS mennyiségbeli
kiilonbségeket okozhat. Azt taladltuk, hogy HEK sejtekben az U6 és a 7sk
promoterekrdl termelddott RNS-ek 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-€s
pozicidban a guanint preferalja. Vannak azonban olyan adeninnel kezdddo
szekvencidk is, amelyek megkdzelitik a +1G-r6l termelddd RNS-ek mennyiségét
¢€s az atiras is nagyrészt +1-rdl indul el. A T7 prométert kovetd 4 nukleotid dsszes
variacigjarol keletkezett RNS-eket vizsgalva megallapitottuk, hogy az AG
dinukleotidokrol kezd6d6 szekvenciak esetében majdnem olyan pontos, +1-rél
induld a transzkripcid, mint +1G-r6l, amit a +3 és +4 pozicidk szekvenciaja mar
nem befolyasol nagymértékben. Irodalmi adatok alapjan nem konzisztens, hogy a
T7 promoterhez a promotertdl downstream egy, ketté vagy 3 darab G-t érdemes
hasznalni. Megmutattuk, hogy a GG és GGG szekvenciakrdl csak fele- illetve
negyedannyi transzkript keletkezik, mint a GA kezdetiiekrél. Erdekes médon az
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AG dinukleotidok esetében a GA-t elérd szintii expressziot talaltunk. Az RNS
mennyiséget a +3- +4. poziciok nukleotidjai is szignifikansan, a toliik upstream
elhelyezkedd szekvenciatdl fliggd mértékben befolyasoljak.

Eredményeink alapjan a médositott hibrid U6T7 promoter, bar T7 polimerdzzal
jol hasznalhat6, emlds expresszidhoz figyelembe kell venni, hogy bar azt talaltuk,
hogy az U6T7, a 7sk €s az U6 promoterekrdl keletkezett RNS-ek mennyiségében
nincs szignifikans kiilonbség, de nagyon heterogén hosszisagh RNS-ek
keletkeznek rola, még +1purinrdl is.

Megvizsgaltuk a J23119 prométertél downstream elhelyezkedd szekvencia
hatasat a transzkripciora, €s azt talaltuk, hogy ha a +1-es pozicidoban purin van, a
transzkripcio iniciacidé helye majdnem mindig a +1-es pozicio, amit a +2- +4
poziciok szekvencidja mar nem befolyasol jelentds mértékben. Tovabba
megmutattuk, hogy a legtobb RNS akkor keletkezik, ha a +1-ben purin van.
Eredményeink alapjan a J23119 promoterrdl keletkezett RNS mennyiségét is
szignifikansan befolydsolja a +2- +4 poziciok szekvencigja is. A kezdd
dinukleotidokat vizsgalva AG kezdettel keletkezik a legtobb RNS, ami 3x-0s RNS
mennyiséget jelent. Az RNS mennyiséget a +3-4 poziciok nukleotidjai is
szignifikansan, a téliik upstream elhelyezkedd szekvenciatol fliggd mértékben
befolyasoljdk. Eredményeink alapjan, ha a +1-es pozicioban A nukleotid van, a
tovabbi 3 pozicid szekvencidja akar 50x-es, +1G-vel pedig 5x-6s RNS
mennyiségbeli kiilonbségeket okozhat.

A promoéterekkel kapcsolatos eredményeink tobb okbdl is jelentdsek lehetnek.

A 3 kiilonb6z6 organizmusbol szarmazo promoterek mindegyikénél azt talaltuk,
hogy a promotertdl downstream nemcsak az elsd, hanem tovabbi 3 pozicid is
befolydsolja a transzkripcid iniciacids poziciot, ezaltal az RNS-ek hosszat,
valamint az expressziot is. Ez az alapkutatasban is érdekes lehet €s felveti mas
promoterek, illetve tovabbi poziciok vizsgalatanak sziikségszerliségét.
Eredményeink alapjan a vizsgalt promoterekkel adott szekvencidkat alkalmazva
nagyobb RNS szint és pontosabb hossziusagti RNS-ek érhetdek el. Ez rendkiviil
hasznos lehet kiilonb6z6 alkalmazasok szaméra, mint példdul az RNS
interferencia, vagy a CRISPR. Eredményeink alapjan a CRISPR-hez valaszthato
targetek kore boviilhet, abbol adoddan, hogy taldltunk olyan a promoterektdl
dowsntream elhelyezked6 szekvenciakat, amelyekrdl eddig nem volt ismert, hogy
ugyanolyan alkalmasak lehetnek gRNS expressziora, mint az eddig ismert
variaciok. Eredményeink ezen kiviil- akar tovabbi poziciok vizsgalatabol
szarmaz6 eredményekkel egyiitt- alkalmasak lehetnének a jelenlegi CRISPR
target predikcios programok tovabbfejlesztéséhez is.

A disszertdcidmban bemutatott eredmények hozzéjarulhatnak a CRISPR/Cas
rendszer hatékonyabb alkalmazasahoz.



Osszefoglalas

1. Megmutattuk, hogy a Casl2a nukledzok hatékonyan képesek indukalni a HR
javitast N2a sejtekben, mind genomba integralt és ektopikus GFP riporterek
segitségevel.

2. Eredményeink alapjdn az eSpCas9 ¢és az SpCas9HF1 variansok aktivitasat
csOkkentik a vizsgalt gRNS mddositasok.

3. Megmutattuk, hogy a promotertdl downstream elhelyezkedd elsé bazis nem
hatdrozza meg a tovabbi szekvenciatdl fiiggetleniil az expresszios szintet. Azt
talaltuk, hogy akar nagysdgrendbeli kiilonbségek Ilehetnek az RNS
mennyiségekben a +2- +4 pozicidk szekvenciajanak fiiggvényében.

4. Eredményeink alapjan a promotertél downstream elhelyezkedd nukleotidok a
transzkripcios kezdd poziciokat is befolyasolhatjak. A +1-es pozicioban
pirimidinnel kisebb aranyban lesz a +1-es pozici6 a transzkripcid kezdo pozicioja,
melyet a tovabbi poziciok is befolyasolnak.

5. A human U6 prométerr6l megmutattuk, hogy ha a +1-es pozicidban A, vagy G
nukleotid van, a transzkripcio kezdd pozicidja kézel minden esetben a +1, melyet
jelentés modon mar nem befolyasol a +2- +4 poziciok szekvenciija.
Megmutattuk, hogy a human U6 promoéterrdl expresszalodd RNS-ek
mennyiségében +1A és a +1G kozott nincs szignifikans kiilonbség.

6. Azt talaltuk, hogy a human 7sk promoternél a +1-es pozicidban a purin jelenléte
poziciok szekvenciaja jelentdésen nem valtoztat. A 7sk promoterrél +1G-vel
Osszességében szignifikansan tobb RNS keletkezik, mint +1A-val. Eredményeink
alapjan HEK-293 sejtekben az U6 és a 7sk promoterekrdl termelédott RNS-ek
mennyiségeében nincs szignifikdns kiillonbség.

7. A T7 promoter a méréseink szerint az eddigi adatokkal megegyezden a +1-€S
pozicidban a guanint preferalja. Vannak azonban olyan adeninnel kezdddd
szekvencidk is, amelyek megkdzelitik a +1G-r6l termelddd RNS-ek mennyiségét
¢s az atiras is nagyrészt +1-r6l indul el. Eredményeink szerint a +1-ben G-t
tartalmazo szekvenciak koziil a GG és GGG kezdetliekrol kevesebb transzkript
keletkezik, mint a nagyobb expressziot biztositd GA kezdetiiekrdl.

8. Megmutattuk, hogy az U6 promoéter modositasa U6T7 hibrid promoterré azt
eredményezte, hogy akkor is nagyon heterogén, hogy melyik poziciorél kezdddik
a transzkripcio, ha a +1-es pozicidban purin van.

9. A J23119 promoterrdl azt talaltuk, hogy +1purin esetében a transzkripcid
iniciacié helye majdnem mindig a +1-es pozicid, amit a +2- +4 poziciok
szekvencidja mar nem Dbefolyasol olyan jelentés mértékben, mint
+1pirimidineknél. Tovabba megmutattuk, hogy Osszességében a legtobb RNS
akkor keletkezik, ha a +1-ben purin van.
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