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Bevezetés

A CRISPR/Cas9 rendszer célzott genmdodositasra vald hasznélata
forradalmasitotta a bioldgia szinte minden agat az utbbi 8 évben,
és lehet6séget teremtett 6roklodé betegségek gyogyitasara is. A
Cas9 fehérjét baktériumokban felfedezték fel, amelyrdl
bizonyitottak, hogy a baktériumok virusok elleni védekezéseben
jatszik szerepet. A fehérjét késobb sikeresen hasznaltak fel sejtek
és ¢lolények génjeinek szerkesztésére is.

A génmodositasra legelterjedtebben hasznalt Streptococcus
pyogenes Cas9 fehérje (SpCas9) egy iranyitd RNS-sel (JRNS-
sel) komplexben szekvencia-specifikusan  képes DNS
szekvencidkat (targeteket) felismerni és a felismerés helyén
kettds szala DNS torést 1étrehozni. A specificitasért a gRNS 5°
végén talalhat6 20 bazispar felel, melyet spacernek neveziink. A
célszekvencia felismerésének tovabbi eldfeltétele, hogy a target
mellett egy Ugynevezett PAM konszenzus szekvencianak kell
jelen lennie a DNS szalon. Amennyiben a célzott DNS szakasszal
homoldg a spacer szekvencia, valamint a PAM is megtalalhato a
DNS-en a célzott szekvencia mellett, a fehérje a DNS mindkét
szalat elvaghatja, kettésszali DNS torést hoz létre. A DNS
toréseket kovetd hibajavitast felhasznalva lehet géneket kittni,
vagy bevinni a genomba.

A technoldgia egyik korlatja volt, hogy néhany esetben a fehérje
nem csak a célzott szekvenciaval megegyez6, hanem néhany
bazisban kilénbdz6 szekvencidkat is hasithat. Ennek



csokkentésére létrehoztak megndvelt pontossagid  SpCas9
varidnsokat - mint peéldaul az SpCas9-HF1 -, amelyek
meglehetésen csokkentik ezt a hatast. Egy masik Korlatja a
rendszernek, hogy az SpCas9 fehérje az eltéré szekvenciaju
targeteket eltéré hatékonysaggal hasitja, viszont ennek mibenléte
nem igazan ismert. Valamint azt is megfigyelték, hogy a
kiilonbozé SpCas9 variansok, mint példaul az el6bb emlitett
SpCas9-HF1, szekvencia-specificitasa eltér6 a vad tipusu
SpCas9-hez képest. Munkdm sordn olyan modszereket
fejlesztettem ki, amelyekkel kisérletesen meghatarozhatd vagy
in-silico megjdsolhatd, hogy egy adott SpCas9 varians mely
gRNS-ek segitségével képes jol vagy kevésbé jol mitkodni.

Célkitiizések

Disszertaciomban SpCas9 variansok miikodési hatékonysagat két
féle megkozelitéssel szandékoztam meghatarozni. A Kkisérletes
megkdzelitésre egy fluoreszcens modszert kivantam kidolgozni,
amellyel el6-tesztelhetd6 a  jelolt gRNS-ek  miikddési
hatékonysdga. A modszert Ggy kivantam Kkifejleszteni, hogy
gRNS-ek hatékonysdga genomi kornyezetben, egyszerlien
aramlasi citometridval vizsgalhaté legyen. Az SpCas9 Aaltal
létrehozott DNS kettds torések helyére egy zold fluoreszcens
fehérjet kifejezd plazmidot szdndékoztam hatékonyan bejuttatni.
A torések hatékonységa a beépult plazmidok mennyisegével kell,
hogy aranyos legyen, igy a hatékonyabb és a kevésbé hatékony
gRNS-ek kisérletesen kivalaszthatok egy egyszerii fluoreszcens
modszer segitségeével.



A masik célom az volt, hogy az elterjedten hasznalt megnovelt
pontossagu SpCas9-HF1 variansra kifejlesszek egy predikcios
eljarast, amellyel ezt a fehérjét is rutinszertien lehetne hasznalni.
Ezt a célt egy minden kor&bbinal nagyobb, kb. 1 millié kiilonb6z6
gRNS-t tartalmazé konyvtar hasznélataval, valamint egy
bakteridlis szelekcios rendszer kidolgozasaval kivantam elérni,
amelyben nagy szamu szekvenciar6l eldonthetd, hogy melyek
miukodnek jol, valamint kevésbé hatékonyan.

Moébdszerek

Expresszios plazmidok létrehozasa molekularis klonozassal. Az
0nvago plazmidokat NEB HiFi Assembly segitségével hoztam
létre. A genomi szekvenciakat célzo Cas9-gRNS plazmidokat a
px330 plazmidbol allitottam el6 egy egylépéses restrikcios
enzimmel torténd hasitassal és a spacereket tartalmazo
oligonukleotidok ligalasaval (one-pot klonozas). A GFxFP
kisérletekhez a célszekvenciakat a pWN100042 plazmidba one-
pot klénozéssal vittem be. A GFxFP plazmidot célz6 spacereket
a pmCherry-gRNA plazmidba kl6noztam one-pot kl6nozassal.

StgRNS konyvtarak Iétrehozasa. Az stgRNS konyvtarak
létrehozasahoz eldszor egy klonozod plazmidot terveztem, ezt
megszintetizaltattuk, majd PCR-rel  amplifikadltam. A
véletlenszerli szekvenciakat tartalmazd oligonukleotidbol egy
egy lépeses PCR-rel készitettem kettdsszalt inszertet, amelyet
NEB HiFi Assembly segitségével klénoztam a vektorba. Egy
tobb mint egymillié szekvenciat tartalmazo konyvtarat hoztam



létre (1M) konyvtar, amelyet a predikciés algoritmus tanitd
adathalmazaként hasznaltunk, valamint egy 100 000 spacert
tartalmazé konyvtarat (100K), amelyet teszt adathalmazként
hasznaltunk.

A konyvtarak szelekcioja és ujgeneracios szekvenalds. Az
elkészitett konyvtarakat az altalam készitett WT-SpCas9-et és
SpCas9-HF-et expresszalé kompetens E. coli baktériumokba
transzformaltam 50x-es transzformacios lefedettséggel. A
transzformalt baktériumkoloniakat egy harom dimenzios agaroz-
LB médiumban ndvesztettem antibiotikum szelekcio mellett. A
szelekcid utan a talél baktériumokbol plazmidokat izolaltam és
Ujgeneracios szekvendlads segitségevel megszekvenaltam. Az
Ujgeneracios szekvenalas eredményeinek Kkiértékelését Dr.
Tusnady Gabor, Varga Julia, Welker Zsombor, Erdés Gergely,
Dr. Pach Péter és Dr. Pongor Lérinc végezte.

Predikciok kifejlesztése. Dr. Gyorgypal Zoltan segitségével az
1M konyvtar hasitasanak adataibol létrehoztunk egy révid
szekvencia-motivumokon alapulé predikciés eljarést, a Hi-
CRISPR A-t. A neuralis hal6zaton alapuldé Hi-CRISPR B és C
algoritmusokat Welker Agnes készitette. A predikciok webes
feluletét Welker Zsombor készitette, amely ezen a linken érhet6
el: https://hicrispr.welkergroup.hu

Sejttenyésztes és transzfekcio. Munkaim soran az ATTC-t6l
vaséarolt N2a, HelLa, NIH/3T3 és HEK293T sejtvonalakat
hasznéltam és az ATTC elGirasainak megfelelden tenyésztettem.



A transzfekciot sejtvonalanként kiilonb6z6 protokollok alapjan
Turbofect reagenssel végeztem.

Aramlasi citometria. Az aramlasi citometrids méréseket egy
Attune NXT citométerrel végeztem. A GFP-t a 488 nm-es lézerrel
gerjesztettem és az 530/30nm-es sziirével detektaltam. Az
mCherry-t az 561 nm-es lézerrel gerjesztettem és az 615/20 nm-
es szurovel detektaltam.

Eredmények

gRNS-ek hatékonysaganak meghatarozasa onvagoé
plazmidokkal

A gRNS-ek hatékonysagat kisérletesen Ggy szandékoztam
meghatérozni, hogy a genomot az SpCas9 fehérjével hasitom, és
az NHEJ hibajavitas segitségével a torés helyére egy zoéld
fluoreszcens fehérjét kodold plazmidot beépitek. A donor
plazmid integracioja nem volt hatékony az SpCas9 Aaltal
létrehozott kettds torések helyére, amennyiben az cirkularis volt,
vagy egy restrikcidos enzimmel a transzfekciot megelézden
linearizdltam. Az integraci6 hatékonysagat ugy sikerilt
megndvelni, hogy a cirkularisan transzfektalt plazmidot SpCas9
segitségével intracellulérisan linearizaltam. A plazmidok sejten
beluli hasitasa joval nagyobb célzott integraciot eredményezett a
véletlenszerli integraciot jelzd kontroll kondicidhoz képest.
Létrehoztam egy univerzalisan hasznalhatd Ggynevezett 6nvagé
plazmidot, amely az o6nmaga lincarizalasaért felelés gRNS



expresszids kazettat, valamint a célszekvenciat is hordozza (1.
abra).
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1. dbra. Az 6nvagoé plazmid integracioja a genomban. Az SpCas9 és a
genomot célzé gRNS (rézsaszin) a genomi szekvenciat hasitja,
valamint az 6nvago plazmid az 6nvagé gRNS (kék) és az SpCas9
segitségével a sejten beldl linearizal6dik, és a genomban integralodik.

Az 6nvago plazmidok segitsegével sikeresen lehetett detektalni a
hatékonyabb és kevésbé hatékony gRNS-eket N2a, NIH/3T3,
HelLa és HEK293T sejtekben. A mddszeriinket két PCR alapu
modszerhez is hasonlitottuk, valamint a kezdeti 12-15 napos
detekcios idot sikerllt lecsokkentenunk 6 napra egy GFP-hez
fuzionalt degradaciés domén hasznalataval. A mddszert NHEJ
medialt génbevitelre és sejtvonal alapitasra is felhasznaltuk.



Az SpCas9-HF1 aktivitasanak meghatarozasa egymillid
celszekvencian

Disszertaciom masodik felében egy gyakran hasznalt megndvelt
pontossdgu SpCas9 varians az SpCas9-HF1 mikodésének
hatékonysagat szerettem volna meghatarozni egy predikcids
eljaras kifejlesztésével, hiszen a célkitlizések megfogalmazasakor
még nem létezett erre a fehérjére ilyen mddszer. Az SpCas9
predikcios eljarasok kifejlesztésekor a megfelelé mennyiségii
SpCas9 hasitasi informéacid létrehozasa szokta jelenteni a sziik
keresztmetszet. A jelenlegi technologiaval par tizezer féle gRNS-
és annak célszekvencidjat is egy DNS-re kell juttatni, majd a
hasitast detektalni. Mi egy sokkal nagyobb kérilbelll egymillio
féle gRNS-t tartalmazo kdnyvtarat akartunk létrehozni, amelynek
Kivitelezésére sikeriilt egy megoldast talalnunk.

Egy Ugynevezett oncélz6 gRNS-t hoztam létre, amely spacer
szekvencidja és célszekvencigja ugyanaz, mivel a spacer mellé
egy PAM szekvenciat is bevittink. Egy ©oncélz6 gRNS-t
tartalmazé plazmidot egy sejtbe bejuttatva a gRNS a sajat kodold
szekvencidjat célozza igy ,,0ngyilkos” moédon a plazmidot
elvagja. llyen oncélz6 gRNS-ekbdl allo egymillio kiilonb6zo
véletlenszerli szekvenciat tartalmazo konyvtarat hoztam létre (2.
dbra). A konyvtarat olyan E. coli baktériumokba
transzformaltam, amelyek az SpCas9-HF1 vagy a vad tipusu WT-
SpCas9 fehérjét expresszaltak.



Oncélzo gRNS 1 millié random Kényvtar transzformaciéja A hatékony 6nélzé gRNS
konyvtar klonozas spaceres gRNS SpCas9-HF1 expresszalo szekvenciakkal rendelkezd
E. coli-ba baktériumok eliminalddnak

Spacer preferenciak A kiindualsi és szelekcios DNS izolalas a tulélé baktériumokbol
meghatérozésa konyvtarak szekvenalasa (nem hatékony spacerek)
NGS-sel

2. &bra. Az SpCas9-HF1 spacer preferencidinak
meghatarozéasa egy szelekcios mddszerrel

Azok a szekvencidk, amelyek hatékonyan mitkddnek elvagjak a
sajat plazmidjaikat, igy a plazmidon 1évé antibiotikum
rezisztenciat is elvesztik, végul elimindlédnak. Ezzel ellentétben
anem hatékony spacerekkel rendelkezd szekvenciak feldusulnak.
A tulél6 sejtekbdl DNS-t izolaltam és a plazmidokat Ujgeneracios
szekvenaldssal megszekvenaltuk. A kiindulési konyvtarat is
megszekvenalva 0sszehasonlitottuk a szelekciossal, igy
meghataroztuk a két fehérjével jol és kevésbé jol miikodd
szekvencidkat. Az adatok elemzése kimutatott olyan szekvencia
motivumokat, melyek mindkét fehérje miikodését elrontjak,
valamint olyanokat is, amelyek csak az SpCas9-HF1 miikodését
rontjak el. Az 1 millié szekvencia hasitasi adataibol 3 kiilonb6z6
maodszeren alapuldé SpCas9-HF1 predikcios mddszert hoztunk
létre amelyeket Hi-CRISPR A, B és C-nek neveztiink el. A
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predikciok a bakterialis rendszerben létrehozott teszt adatokon
kivaléan mukodtek.

A kisérletek kiértékelése kdzben megjelent egy SpCas9-HF1
predikcios eljaras DeepHF néven, amely 50000 spaceren alapszik
¢s amelyet emlés sejtekben hoztak 1étre. Addig nagyon kevés adat
segithette a predikcionk értékelését, igy ezeket az adatokat is
elemeztiik a bakteriélis rendszerben kapott informaciok alapjan.
Megvizsgaltuk, hogy a kordbban bakterialis sejtekben
azonositott, az SpCas9-HF1 aktivitasat legjobban befolyasold
szekvencia motivumok ugyanigy megtalalhatéak-e ebben az
emlds sejtekben készitett adatszettben. Azt talaltuk, hogy ebben a
fuggetlendl létrehozott adatszettben is megtalalhatok a csak az
SpCas9-HF1-et elrontd, valamint a mindkét fehérje miikodését
elrontd motivumok. Végil, az altalunk kifejlesztett 1 millié
bakterialis szekvencian tanitott Hi-CRISPR predikcidinkat
szerettiik volta 6sszehasonlitani a DeepHF predikcidval. 5 kisebb
adatkészletet gylijtottiink 0ssze a szakirodalombol, valamint a
DeepHF algoritmus kidolgozasahoz hasznalt 50 000 spacert
tartalmazé adathalmazt hasznaltuk a predikciok
dsszehasonlitasara. A négy eldrejelzési algoritmus hasonldan jo
teljesitményt mutatott ezeken az adathalmazokon.

Kovetkeztetések

A CRISPR/Cas9 rendszerek genommadositasra vald hasznalata a
modern molekularis biologia egyik forradalmi Gjitasanak
tekinthet6, hiszen a korabbi moddszerekhez képest sokkal
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koénnyebben és olcsdbban hasznalhaté gének moédositasara. A
modszer korlatai kdzé tartozik, hogy a Cas9 fehérje a kiilonb6z6
célszekvenciakat kiillonb6z6 hatékonysagokkal hasitja, igy ennek
megismerése kulcsfontossagu az dsszes alkalmazas esetén.

Az egyik megkdzelités, hogy a jelolt gRNS-eket kisérletesen
teszteljik, majd a legjobbnak bizonyuld célszekvenciakkal
végezzik el az adott génmddositasi feladatot. Itt egy fluoreszcens
detekcion alapulé mddszert dolgoztam ki, amelyben a gRNS-ek
hatékonysaga genomi kdrnyezetben egyszeriien vizsgalhato, nem
igényel tovabbi klonozasi l1épéseket, valamint PCR amplifikaciot
¢s szekvenalast sem. Az SpCas9 ¢és a kiilonboz6 gRNS-ek altal
Iétrehozott DNS torések helyére egy GFP expresszios kazettat
épitettem be és a fluoreszcens sejtek kdvetésével az adott gRNS
hatékonysagat tudtam vizsgalni. A hatékony integraciot a
plazmid sejten bellli felnyitasaval értem el, majd Iétrehoztam egy
onvago plazmidot, amely tartalmazza az 6Gnmaga linearizalasért
felelés gRNS-t, igy univerzélisan hasznalhatdé barmely jelolt
gRNS-sel. Az 6nvago plazmiddal szamos sejtvonalban meg
tudtam hatarozni gRNS-ek aktivitasat és a megkdzelitést mar
létez6 modszerekkel wvalidaltam. A rendszert a kisérletes
tesztelésen tal, NHEJ-medialt génbevitelre is felhasznaltam.

Csak néhany Cas9 varidns esetében elérhetdk olyan predikcios
algoritmusok, amelyek valtozé hatékonysaggal, de képesek elére
jelezni a gRNS-ek aktivitasanak varhatdo mértékét. A kiilonb6zo
Cas9 ortologok ¢és varidnsok  kiilonbozo  szekvencia
preferencidkkal rendelkeznek, igy ezek rutinszerti hasznélatahoz
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szlikség lenne egy predikcios eljarasra. A problémara egy olyan
modszert fejlesztettem ki, amellyel nagyszami Cas9 hasitasi
informacié egyszeriien hozhatd 1étre ¢és az igy generalt adatok
alapjan létrehozhat6 egy predikcios algoritmus. A médszerrel a
gyakran hasznalt megndvelt pontossagu Cas9 varians az SpCas9-
HF1 szekvencia preferencidit hataroztuk meg, majd egy
megbizhatd predikcids algoritmust fejlesztettink ki, amelyet
szamos adatszetten validaltunk.
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