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Bevezetés és célkitizések

Modern, felgyorsult vilagunk sok kihivas elé néz, ilyen az ember altal okozott
klimakatasztrofa is (Lynas et al., 2021). Ennek hatasara az egyes teriileteken eddig jo
termel6képességli allatfajtak nem képesek megfelelé gyorsasaggal adaptalodni a gyorsan
valtozo éghajlati viszonyokhoz, mely a termelés visszaesésével jar (Aydinalp et al., 2008).
Masik kiemelkedd globalis problémank a tul népesedés, szamszeriien elérejelzések szerint a
vilag népessége 2050-re 7,2-r61 9,6 milliardra fog néni. (Tannsjo et al., 2004). A sokasodd
népesség kovetkeztében egyre tobb embert kell ellatni élelmiszerrel, &m erre a hagyomanyos
fajtak egyre kevésbé alkalmasak. Ezen tényezOk teszik az allatok termelOképességének

fokozasat az allattenyésztés egyik {6 célkitiizésévé (Rojas-Downing et al., 2017).

Sajnos a hagyomanyos nemesitési modszerek alapvetéen a spontan mutacion alapulnak, mely
kovetkeztében az é161ény genomjaban véletlenszerti valtozasok alakulnak ki, melyek lehetnek
optimalisak vagy hatranyosak az egyed felhasznalasa szempontjabol. Masik megemlitendd
szempont, hogy egy-egy megfeleld tulajdonsag rogziilése a populacidban allatfajtol fliiggéen
akar évtizedeket is igénybe vehet, és épp ezért rengeteg anyagi raforditast igényel (Georges,
2001).

A modern genomszerkesztés ezekre a kihivasokra szolgal megoldasként. A 1986-ban
kifejlesztett cink-ujj nukleazok segitségével egy masik eszkozt is kapott a tudomany a mar
ekkor is l1étez6 raadasul joval olcsobb kiméra techinka mellett. Ahhoz, hogy az adott él61ény
genomjaban valtozasokat hajtsunk végre, példaul géneket iissiink ki, igy informaciot nyerjiink
nem volt siker torténet, ugyanis hasznalatdhoz kiilon fehérjemérnokségre is sziikség volt, mert

bonyolultta, és koltségessé tette az eljarast (Burno et al., 2019).

Az ezt kovetd 0j megoldas a TALEN (Transcription activator-like effector nucleases) mar
olcsobb volt, hisz nem kellett a fehérjék térszerkezetét modositgatni minden lokuszhoz. Ezen
feliil tovabbi elénye hogy altalaban nagyobb célspecifitassal rendelkeztek igy csdkkentve az
off-target-ek valoszintiségét. A TALEN-eket a ZFN-ekhez képest viszonylag egyszer(ibb
megtervezni és kifejleszteni. A TALEN-ek modularis jellege egyszeriibb testreszabast tesz
lehetdvé, hogy specifikus DNS-szekvencidkat célozzanak meg. A TALEN DNS-k6té domén
minden egyes ismétlédése egyetlen DNS-bazisnak felel meg, ami lehetdévé teszi a célpont
felismerésének pontos tervezését, ezen feliil a TALEN rendszerek alacsonyabb szintii

sejttoxicitast mutatnak (Becker-Boch, 2021). Am ennek a modszernek elterjedése nem tortént


https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-4020-2473-3#author-1-0

meg, ugyan is 2012 évben megjelent a CRISPR Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats), mely elédeinél sokkal konnyebben tervezhetd, gyorsabb, egyszeriibb,
olcsobb genomszerkesztés tett lehetové. A természetben bakteridlis immunrendszerként

miik6do rendszert biotechnologiai eljarasokhoz optimalizaltak.

Rengeteg kutatas foglalkozott azzal, hogy javitsak az eljaras hatékonysagat, igy létrehoztak
tobbféle CRISPR rendszert, mas baktériumokbol szarmazo Cas fehérjékkel egylitt, de még
teljesen mesterséges endonukleazokat is létrehoztak mar. Ezen vizsgalatok egy masik iranya

a gRNS-ek fejlesztése, hogy noveljék az on-target aktivitast (Javaid-Choi, 2021).

A CRISPR rendszerrel val6 munka egyik elsd, és fontos 1épése a sgRNS megtervezése,
melyet manapsag kiilon erre fejlesztett programokkal lehet in silico végezni. Jelenleg tobb

kiilonboz6 szoftver all a kutatok rendelkezésére (Zhang et al., 2020).

A szakdolgozat témaja egy olyan szoftver elkészitését tiizte ki célul, mely a kutatoknak in
silico segit a megfeleldé nukleinsav kivalasztasat Mesterséges Inteligencia (MI)
alkalmazasaval. A jelenleg elérhetd legtobb hasonlo szoftverrel ellentétben a jelenlegi verzid

hazi nyulra (Oryctolagus cuniculus var. domestica) opimalizalt.

A szoftver része egy knock-in-t segité modul, mely segit a homolog karok keresésében, itt

meg lehet jeldlni a karok kivant hosszat.

Ezen feliil a tobbi hasonld programmal ellentétben itt specifikusabb guide RNS-eket lehet
keresni, melyek off-target hatasa jelent6sen kisebb lesz a jelenleg elérhetd szoftverek altal
szamitottaknal, a kutaté donti el hany bazisparbol allé6 RNS-el kivan dolgozni a 20 bp hossz

helyett, mely mas szoftvereknél az alapbeallitas.
Célkitiizések

F6 célom az volt, hogy in silico 6sszehasonlitsam a Harmonio szoftver altal nyal genomra
tervezett sgRNS-ek hatékonysagat a szakirodalomban publikalt sgRNS-ekkel, valamint egy

gRNS hatékonysaganak tesztelése egér embridkon.

1. Szakirodalmi attekintés

Napjainkban a legelterjedtebb genomszerkesztési eljaras a CRISPR Cas9 (Vasileva et al.,
2015). Ezzel a knock out €161ények akar 100%-os hatékonysaggal is létrehozhatdak, am knock

in esetében a hatékonysag joval alacsonyabb csupéan 2-38%, bar ez kutatasa valogatja (Javaid-

3



Choi, 2021), (Peng et al., 2016). Bar mind ez nem akadalyozza a GMO-K, ¢s vele a CRISPR
technoldgia gazdasagban torténd elterjedését. A valddi korlatot az jelenti, hogy a tudomany
mar régota nem tudja mindenki szdmara megnyugtatd eredményekkel alatdmasztani
biztonsagos hasznalatukat. A novényi és allati GMO-k kozotti kiilonbségtétel azonban
jelentds. A novényi fajtdk, mint példaul a BT-toxint termeld kukoricahibridek, mas
kockazatot jelentenek, mint az olyan tulajdonsagok miatt modositott allatok, mint példaul a
myostatin gének kiiitése miatti fokozott izomnovekedés. Raadasul egyes nemzetek

szabalyozasi keretei messze elmaradnak a tudomanyos fejlédés mogott (Lee et al., 2020).

Maga a rendszer harom f6 alkotorészbdl all, a Cas vagofehérjébdl, és a vagas helyét
meghataroz6 CRISPR RNS-bdl (crRNS), illetve a tRNS-bdl, bar a modernebb eljarasok ezen
két nukelinsav egyesitésébdl 1étrejott single guide RNS-sel (SgRNS) dolgozik.

A CRISPR technologia egyik elterjedt alkalmazasa a génkiiités, amikor a Cas endonukleaz
egy komplementer gRNS segitségével a genom egy meghatarozott célszekvencidjahoz
kapcsolodik. A célhelyet elérve és a Protospacer Adjacent Motif (PAM) felismerését
kovetéen a vagdéenzim kettds szalt torést (DSB) idéz eld. Ezt kdvetéen a DNS-javito
mechanizmusok vagy pontosan, vagy hibasan javitjdk a vagast, ami potencialisan

mikodésképtelenné teszi a gént. (Javaid-Choi, 2021).

Masik fontos eljaras a knock in, mely esetben nem a gén elrontdsa a cél, hanem egy U]
genetikai elem beiitése a kivant eredmény. Ez a KO-t6l ott tér el, hogy a sejtbe nem csak az
RNS-t, ¢s a Cas fehérjét juttatjak be, hanem egy inszert DNS-t is, mely a beiitni kivant
genetikai informaciot tartalmazza. Ennek két végére ugynevezett homolog karokat helyeznek,
melyek a DSB-kor keletkezett két DNS véggel megegyez6 bazissorrendii nukleinsavak. A
DNS javité mechanizmus igy a templat alapt javitds sordn a bejuttatni kivant szekvenciat

beépiti a torés helyére (Jackson et al., 2017).

A modern genomszerkesztés a biologia sok gyakorlati teriiletén probaljak alkalmazni a
kutatok, ilyen a mezégazdasag mellett a gyogyitas is (Luthra et al., 2021). Torténetileg az
egyik legnagyobb attorést a gén targetalas elérése jelentette Homolog Rekombinéciéo (HR)
segitségével. Igy lehetéség nyilt az egyes gének pontos manipulalasara génkiiitott allatok
létrehozasaval, am ennek a kiméra technikanak hatékonysaga kezdetben kifejezetten alacsony
volt, igy nagyon sok id6t, és pénzt emésztett fel egy-egy allatmodell 1étrehozasa (Hyun-Los

Angeles, 2019). Epp ezen javitandé, a kutatok programozhaté nukledzokkal kezdtek
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dolgozni, melynek eredménye a fehérje mérnokok munkajat is igényld cink-ujjjak (ZNFs) és
késébb a joval olcsobb transcription activator-like effector nucleases (TALEN) (Peng et al.,
2016).

Azonban a jelenlegi technologiak koziil a leghatékonyabb a CRISPR, melyet baktériumokban
fedeztek fel, elsOként E. coli-ban irtdk le. A természetben a CRISPR/Cas rendszer a
prokariotak adaptiv, egyfajta immunrendszereként funkcional, mely barmilyen idegen DNS-
t felismer (Luthra et al., 2021). Az 1. és III. tipusat CRISPR/Cas rendszerek
immunmechanizmusai bonyolultak, és a genomszerkesztési alkalmazasokban nem
altalanosan haszndltak. Ezzel szemben a II. tipusi CRISPR/Cas rendszer egyszeriibb és
egyetlen tobbfunkcios Cas9 fehérjére tamaszkodik a behatol6 genetikai elemekkel szembeni

védelemként.

A nativ II. tipusu CRISPR/Cas9 rendszerben harom komponens elengedhetetlen a célpontok
hasitasdhoz: a Cas9 fehérje, a CRISPR RNS (crRNS) és a transzaktivaldo crRNS (tracrRNS).
A tracrRNS segiti a ctrRNS érését €s megkonnyiti a Cas9-komplex Osszeszerelését. A Il.

tipusi CRISPR/Cas rendszer harom f§ szakaszbol all (1. Abra):

Az elsO fazisban a Cas nukleaz a behatold fag DNS-ét kis DNS-toredékekké, tigynevezett
protospacer-szekvenciakka apritja fel. Ezek a szekvenciak ezutan 0j spacer-ként beépiilnek a
baktérium genom CRISPR-lokuszaba. Minden egyes CRISPR array igy szerzett spacereket
tartalmaz, amelyeket ismétlodé szekvenciak valasztanak el egymastdl. A protospacerek
kivalasztdsat a virusgenomban talalhaté protospacer szomszédos motivumok (PAM)
befolyasoljak. A CRISPR-lokusz protospacer-szekvenciai azonban nem tartalmaznak PAM-
helyeket. A specifikus PAM-szekvencia attol fiiggden valtozik, hogy a Cas9 fehérje milyen
fajbol szarmazik, példaul 5'NGG-3' a Streptococcus pyogenes-ben és 5'-NGGNG-3’ a

Streptococcus thermophilus-ban.

crRNS biogenezis: Ebben a Iépésben a CRISPR-lokusz 4tirodik egy prekurzor CRISPR RNS-
¢ (pre-ctRNS). A tracrRNS ko6tddik a pre-crRNS repeat szekvenciaihoz, és az endogén RNéaz
III hasitja ezt a komplexet, hogy érett crRNS-ek keletkezzenek. Minden crRNS tartalmaz egy

spacert és egy részleges repeat szekvenciat.

Interferencia a behatolo6 DNS-sel: Az érett crRNS a Cas9 fehérjét a komplementer idegen
nukleinsavakhoz vezeti, ami a betolakodé fag DNS lebontdsahoz vezet. A Cas9 fehérje HNH
¢s RuvC nukledz doménekkel rendelkezik, amelyek a komplementer, illetve a nem-

komplementer DNS-szalakat hasitjak. Ez az endonukleaz kett6sszal-toréseket (DSB-ket) hoz
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létre a virusgenomban 3 bazisparral a megfelel6 PAM el6tt. A PAM-szekvencia létfontossagu
ehhez a beavatkozési szakaszhoz, mivel kiilonbséget tesz az idegen behatold6 DNS ¢és a
gazdagenom CRISPR-l6kuszai kozott, amelyekbdl hianyzik a PAM (Hryhorowicz et al.,
2017).

PAM
protospacer

\ specers palindromicrepcat

4"’/

= viral DNA
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tracrRNA Casgenes Leader
l sequence 1
/ pre-crRNA

1 '
1

1 '
1 |
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e
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1. ébra: A bakteridglis CRISPR/Cas adaptiv immunrendszer hdrom fazisa: a spacerek megszerzése, a crRNS érése és a virus
DNS-sel valo interferencia. (Forras: Hryhorowicz et al., 2017 nyomdan)

Ezt a rendszert optimalizaltak biotechnologiai alkalmazasokra, ennek részeként ma mar a
kutatasok tobbsége nem két RNS-el dolgozik, hanem egy kimérikus SgRNS-el, melynek 20
bazisparnyi guide RNS része a cél l6kusznak megfelelden varidlhaté. Ha egy €16 sejtet
akarunk genom editalni, miutan a Cas-RNS komplex 1étrehozta a DSBs-t, két fajta DNS javito
mechanizmus indulhat el. Az egyik neve nem homolog végek osszekapcsolasa (NHEJ), a
masik a Homoldgian Alapulé Javitas (HDR). Ha nem 4ll rendelkezésre templat, az NHEJ
indul el, és Osszeilleszti a torés két végét ezzel inszerciokat vagy deléciokat (indel) okozva
(2. Abra). Ez, ha az elcstiszast okoz a leolvasasi keretben, akkor korai stop-kodont hozhat
létre. Ha az inszercid vagy delécio harommal oszthaté szdmu nukleotidot érint, akkor ugyan

nem valtozik a leolvasasi keret, de médosulhat a fehérje funkcidja vagy korai stop kodont


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hryhorowicz%20M%5BAuthor%5D

hozhat létre. Donor templat jelenlétében a HDR segitéségével specifikus mutaciokat,

deléciokat, inszerciokat lehet végrehajtani (Peng et al., 2016).

K

DSB

NHEJ HDR
Deletion

Insertion l

-> Disruption of target genes -> Transgenes insertion or precise
genome editing

2. dbra: Génszerkesztéssel mesterségesen modositott nukledzok segitségével kettosszalu torést (DSB) indukalhatunk a
célszekvencian, amelyet a nem-homolog végesatlakozasi (NHEJ) vagy homologia iranyitott (HDR) DNS repair mechanizmusok
Jjavitanak. (Forras: Hryhorowicz et al., 2017 nyomdan)

A CRISPR/Cas rendszer széleskorti alkalmazésra talalt mind az alapkutatasban, mind a
klinikai kornyezetben, kiillonboz6 betegségek esetében, valamint korokozo diagnosztikéban,
kornyezeti karok mérséklésénél, ¢élelmiszer biztonsagban, ndvény nemesitésben ¢&s
allattenyésztésben. Erdemes megjegyezni, hogy a CRISPR/Cas rendszer felhasznalasa
komplex munkafolyamatot foglal magaban, amely sejtes munkénal a konkrét CRISPR/Cas
rendszer kivalasztasabol, a gRNS-tervezésbol, a transzfekciobol, az egysejtes klonok
1étrehozasabol, a klonok sziirésébdl és a szisztematikus mutacidelemzésbdél all (Zhang et al.,
2020). E 1épések mindegyike jelentds id6beli, pénziigyi és emberi eréforrasokat igényel.
Szerencsére az informatika fejlddése lehetdséget kinal e kihivasok kezelésére és a teljes
folyamat hatékonysdganak novelésére. A kiilonbozd algoritmusokat és keretrendszereket
hasznalo in silico modszerek kiilonb6z6 elényoket kinalnak, és szamos alkalmazashoz

optimalisak (3. Abra) (Hillary-Caesar, 2023).

Egyszeri felépitésiik és konnyli hasznalhatosaguk miatt a Il. tipusi CRISPR/Cas rendszerek
szélesebb korben elterjedtek. Ennek eredményeképpen a jelenlegi in silico gRNS-tervezési

eszk6z0k tobbsége a Il. tipusu rendszerekhez igazodik.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hryhorowicz%20M%5BAuthor%5D
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3. dbra: A CRISPR/Cas9 rendszer precizitdsa, gyorsasaga és koltséghatékonysaga révén atalakitotta a genomszerkesztést, és
alkalmazasok széles korét tette lehetové. Bevezetése ota ezt a rendszert betegségek gyogyitasaban, uj terapiak kifejlesztésében
és a preciz orvoslas fejlesztésében alkalmazzak. Az emberi egészségiigyon tul a CRISPR/Cas9 rendszert tobbek kozott a modell
és nem modell allatok életmiikodéseinek tanulmdanyozasara, szomatikus genomszerkesztésre, biotizemanyagok eléallitasara és
olyan novényfajok médositasdra is haszndljdk, mint a rizs és a buza. (Forras: Hillary-Caesar, 2022 nyomdn)

Kiilonb6z6 alapelvek alapjan a gRNS-tervezési eszkozoket harom {6 csoportba soroljuk
(Zhang et al., 2020):

1. A mintafelismerés kategéria a bazisparositas elvén miikodik. Ebben a tipusban az
eszk6zOk olyan szekvenciafragmentumokat keresnek, amelyek egy rovid PAM ¢és
koriilbeliill 20 bazisparnyi guideRNS (gRNS) szekvenciat tartalmaznak, amelyek
kiegészitik a célszekvenciat egy adott genomon beliil. A jelolt gRNS-nek az on-target
hatés valdszintisége annal nagyobb, minél kevesebb a nukleotid kiilonbség. Ezenkiviil
a specifikus PAM-ot elére meg kell hatdrozni, mivel a kiilonb6z6 CRISPR/Cas-
rendszerek kozott ez valtozik. A gRNS-mintdzat masik meghataroz6 tényezdje a
transzkripcidos modszer, az U6 és a T7 promdterek miikddéséhez a gRNS-en az 5'
végen G ¢és GG bazisoknak kell lenniiik. Ez féleg sejtes rendszereknél kell
figyelemben venni, amikor a CRISPR részei egy plazmidon helyezkednek el. Az U6
promoterbdl expresszalt gRNS-ek potencidlis target-einek specialis megkotéseknek
kell megfelelniiik. Ezek k6zé tartozik, hogy a gRNS 5’ végén egy G-nek kell lennie,
¢s a target mellett egy NGG-szekvencidnak. Mig a T7 promoter esetében az elsé két

nukleotidnal GG-re, a target mellett pedig NGG-szekvenciara van sziikség.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hryhorowicz%20M%5BAuthor%5D

2. A "jellemzd szabaly" (Feature rule) kategéria a kiilonbozd target-ek valtozd
szerkesztési aktivitdsanak megfigyelései nyoman alakult ki, ami a hasitassal szembeni
érzékenységben rejlé kiilonbségekbdl ered. Ez Osztondzte a célzas hatékonysagat
befolyasold kulcsfontossagu jellemzok vizsgalatat. Ilyen jellemzok példaul a gRNS-
ek G/C-tartalma (a magas vagy alacsony G/C-tartalom alacsonyabb aktivitast jelez), a
frameshift mutacidk gyakorisaga (negativ korrelacié a CRISPR hatékonysagaval), a
poli-T szekvenciak jelenléte (a gRNS-atirds terminatoraként miikodnek), a Cas
kotddési preferenciajat befolyasolo bazis-dsszetétel (a PAM-ot megel6z6 G elényben
részesitése és a pirimidinek hidnya a gRNS-spacerek utolsd 4 nukleotidjdban), az
exonok helyzete (alacsonyabb hatékonysagot észleltek, ha a terminalis kodold exont
célozzak meg, mint a korabbi exonokat), a PAM-hoz kozeli, motivumokkal és
jellemzokkel dusitott koriilbeliil 10-12 nukleotidosos, magteriiletnek nevezett spacer-
szekvencidk jellemzo6i (befolyasoljak a parositasi folyamatot), stb.

Az ebbe a kategoéridba tartozo eszk6zok kiilonb6zd mérhetd jellemzdket integralnak
alapvetd mintafelismerési megkozelitésekkel, hogy atfogd informaciot nyuajtsanak a
gRNS-jeldltekrdl és a célpontokrol. A felhasznalok sajat sziirési szabalyokat
allithatnak fel a jellemzdindexek és a megfeleld kiiszobértékek alapjan, hogy kizarjak

a kevéssé megbizhatd vagy érdektelen gRNS-eket. A  Cas-Designer

(http://www.rgenome.net/cas-designer/) (Park et al. 2015)példaul a feltételezett
gRNS-eket a G/C aranyokkal és a kereten beliili mutaciok gyakorisagat jelzé out-of-
frame pontszamokkal egylitt mutatja be.

Az ebbe a kategoridba tartozé eszk6zok azonban gyakran kiilonall6 értékeléseket vagy
tobb jellemzd onkényes kombinaciojat nyujtjak, ahelyett, hogy integralt elemzéseket
végeznének felhasznaloi interakcidk segitségével. Ez a megkdzelités 6sszezavarhatja
a felhasznalokat azzal kapcsolatban, hogy miként egyeztetheték Ossze a tobb
jellemzdbdl szarmazd, potencidlisan ellentmondésos eredmények. E kihivas

kezelésére a gépi tanulasi algoritmusok kindlnak megoldast.

3. Gépi tanulas kategoria: A tobb jellemzd sulyozasat 6vezd bizonytalansag fényében a
kutatok olyan matematikai algoritmusokhoz fordulnak, amelyek szisztematikusan
integraljak a jellemzdket az optimalis gRNS-kivalasztas finomitasa érdekében. Ezek
amodellek a képzési adataikban felhasznalt algoritmusok és informaciok tekintetében

kiilonboznek. Doench és munkatarsai (Rule set 1) példaul a sejtfelszini markereket
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célzd gRNS-ek kimeriilési aranyat figyelték meg egér és emberi sejtekben, és a
célszekvenciak belsé nukleotid-6sszetételének tulajdonitottak (Doench et al. 2016).
Ezt az adatot aztin felhasznéltdk egy logisztikus regressziés osztalyozd
megalkotdsahoz a gRNS-aktivitas elérejelzésére.

CRISPRscan, egy linearis regresszidos modell, a nukleotid-0sszetétel CRISPR/Cas9
hatékonysagra gyakorolt hatasat vizsgalta a célszekvenciak gRNS-indukalt mutacids
ratait zebrahal-embridkban aktivitasi jelként hasznalva. Hasonloképpen, az sgRNA
Scorers v2.0, amely tdmogatd vektor gépeken alapul, szekvenalasi adatokat hasznalt
fel (human HEK293T sejtekben 1év0 célszekvencidk mutacios ratai). A TUSCAN tjra
elemezte a publikalt adatokat, és a flanking célteriiletekre vonatkozd jellemzok
beépitésével és az algoritmus véletlen erdé dontési fa modszerrel valo felvaltasaval
javitotta a predikcids teljesitményt.

A mélytanulas-alaptt eszk6zok a jellemzd (feature) kivonas automatizalasaval
minimalizaljak a torzitasokat. A DeepCRISPR egyesiti az on-target €s az off-target
eldrejelzéseket egy keretrendszerben, €s lehetové teszi az epigenetikai jellemzdk
alkalmazasat a fenotipus-alapi adatok mellett. Mig a fenotipusvezérelt modelleket
befolyasoljak a célpontok pozicioi, a szekvencia-alapti modellek a genetikai mutacidk
kozvetlen mérését kinaljak, ami jobb altaldnosithatosdgot eredményez. A
fenotipusvezérelt modellek akkor jeleskednek, ha a felhasznalok a gRNS-indukalt
mutaciok funkcionalis eredményeit helyezik el6térbe, mig a szekvencia-alapu
modellek szélesebb korben alkalmazhatok, ha kizardlag a genotipus-valtozasokra
Osszpontositanak.

Bar az in silico gRNS-tervez6k erételjesen fejlédtek, a gépi tanuldson alapuld
eszkozok teljesitményének altaldnositasa, tobb fajra, és eljarasra vald kivetitése
tovabbra is kihivast jelent a fajok és Cas enzimek eltérd jellemzoi miatt, ami egyesével
torténd feltoltési folyamatokat tesz sziikségessé. A feature rule-on kiviil ezek a gRNS-
tervezOk mas kiilonallo specifikaciokkal is rendelkeznek, mint példaul a parositott
gRNS-ek (pgRNS) egylépéses testre szabdsa a nagy fragmentumok torléséhez, a
CRISPR-aktivalas vagy -interferencia (CRISPRa/i), az alkalmazasi platformok, az
off-target eldrejelzés. Ezek a specialitasok egyedi képességekkel ruhazzak fel az
eszkozoket az egyes teriileteken, igy a felhasznaloknak tobb, a sajat céljaikra szabott
vélasztasi lehetOséget biztositanak. Emellett egyes kereskedelmi eszk6zok vizualis
feliileteket, online konzultacidt és egyablakos rendelési szolgaltatdsokat kinalnak,

mint példaul a Synthego és az IDT, bar a legtobb kereskedelmi eszkdz elsésorban a
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CRISPR/Cas9 rendszerhez késziilt, és korlatozott tdmogatast nyujt mas CRISPR-

rendszerekhez.

Mivel egyetlen eszk6z sem képes minden igényt kielégiteni, a gRNS tervezo kivalasztasakor

elengedhetetlen az eléfeltételek és a konkrét célok gondos mérlegelése.

A CRISPR/Cas felhasznalasa jelentésen kiszélesedett a génfunkcio feltarasaban, ami a
validalt adatok gyljtésére szolgald nyilt adatbazisok iranti fokozott igényt eredményezett.
Ezek az adattarak megkonnyitik a kutatok hozzaférését a nyers vagy feldolgozott adatokhoz.
E siirgetd 1gény kielégitésére szamos adattarat hoztak 1étre. A GenomeCRISPR a screening
eredmények kutataskozi 0sszehasonlitasa nélkiili, kizardlag az eredményeket dokumentalo
adatbazisokkal (mint példaul a CRISPRz, CrisprGE, CRISPRInc és BioGRID ORCS)
Osszehasonlitva, a GenomeCRISPR 84 nagy ateresztoképességli szlirésen alapuld, intuitiv
Osszehasonlitdst kindl a gRNS hatékonysagarol és a perturbacios fenotipusokrol
meghatdrozott korilmények kozott. A gRNS-informaciok puszta aggregéalasa helyett a
PICKLES ujra elemzi a nyers szlirési adatokat, és Osszehasonlitja az egyes gének
Iényegességét tobb kisérletben, szovetben vagy sejttipusban. Két fiiggetlen, humén
rakkutatdsra szabott adatbazis, a Sanger DepMap ¢és a Broad DepMap a CRISPR/Cas9
screening adatok elemzésével a génfiiggdségek rogzitésére Osszpontosit a rakos

sejtvonalakban (Zhang et al., 2020).

Egy sgRNS tervezé szoftver tesztelésének els6 fazisa in silico zajlik, mely soran 6sszevetik a
generalt oligonukleotidokat egy adatbazissal, melyben megtalalhatdak a mar ismert RNS-ek,
¢és azok hatékonysaga, erre példa a crisprSQL (Stortz-Minary, 2020). A jelenleg elérhet6
adatbazisok viszont féleg emberi sejtvonalakon, valamint egereken végzett kisérletek

eredményeit tartalmazzak.

A hazi nyul (Oryctolagus cuniculus var. domestica) jelentds szerepet jatszott a biologia és az
orvostudomany kulcsfontossagli vizsgalataiban, a mai napig klasszikus allatmodellnek
tekintik (Honda-Ogura, 2017) . A nyulak kisérletekhez vald felhasznalasanak elényei kozé
tartozik, hogy athidaljak a kis- és nagyallatmodellek kozotti  szakadékot.
Koltséghatékonyabbak, mint a nagyobb allatok, és a laboratoriumi kornyezetben
megfizethetd elhelyezéssel és fenntartassal rendelkeznek. Emellett konnyen tenyészthetdek,
kozelebbi rokonsagban allnak a féemldsokkel, mint a ragcsalokkal, és valtozatos genetikai

hatteriik révén kozelebb allnak az emberhez (Bdsze et al. 2016). A nyulak hasznalatanak
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tovabbi eldnyei koz¢ tartozik, hogy szelid €s nem agressziv természetilk miatt konnyen
kezelhetéek ¢és megfigyelhetéek. Rovid életciklusuk van a vemhesség, a szoptatas és a
pubertas eléréséhez. Mivel a nyulak kisallatoknak mindsiilnek, a nyulakkal végzett kutatdsok
a helyi etikai bizottsagok hataskorébe tartoznak. Ezzel szemben a nagyobb allatokkal végzett
vizsgalatokhoz a kozponti etikai bizottsdgok engedélye sziikséges, ami egy idéigényesebb,
szigoru eldirasokkal jar6 folyamat. A nagyobb allatok etikai engedélyezéséhez és a nagyobb
allatokon végzett sebészeti beavatkozasokhoz sziikséges létesitmények bonyolultak és
koltségesek, €s jellemzden csak a kozponti allatkutatd 1étesitményekben valosithatok meg
(Mapara et al., 2012). Az eurdpai nytl az egérhez képest alkalmasabb modell példaul a
velesziiletett immunrendszer génjeinek tanulméanyozasara. A nyulak és az emberek kozotti
genetikai sokféleség lényegesen kisebb, mint az egerek €s az emberek kozotti. Az egerek €s
az emberek, illetve a nyulak és az emberek kozotti genetikai tdvolsagban mutatkozo
kiilonbség valdsziniileg a ragesalok vonalaban a mutécios rata novekedésének koszonhetd

(Soares et al., 2022).

A nyulak a nyulfélék csaladjaba és a nyulfélék (Lagomorpha) rendjébe tartoznak. A
taxondmusok 47 kiilonb6zo6 nyultdrzset ismernek, de az Amerikai Nyultenyésztok Szovetsége
(ARBA) nemrégiben 49 torzset sorolt be. Mig az 0j-zélandi fehér (NZW) nyulakat az
orvosbiologiai kutatasokban elonyben részesitik, mas fontos fajtak, példaul a holland 6ves , a
kaliforniai fehér, és az 0j-zélandi voros nyulak is gyakran modell allatként jelennek meg. Az
Eurépai Unié 2010-es adatai szerint a nyulak az egerek és a patkdnyok utdn a harmadik
leggyakrabban hasznalt laboratoriumi emlésok kozott szerepelnek vilagszerte (Sengputa-
Dutta, 2020). A nyulak felhasznalasa 1950 és 2010 kozott jelentdsen csokkent, és ez a
tendencia az Egyesiilt Allamok Mezbégazdasagi Minisztériumanak (USDA)/Az Allat- és
Novényegészségiigyi Ellendrzo Szolgalat (APHIS) 1973 és 2015 kozotti adataibol is kitlinik.
Ez a csokkenés valdsziniileg az allatkisérletek elleni globalis tiltakozasoknak tulajdonithato,
amelyek az orvosbiologiai kutatdst az in vitro vizsgalatok irdnyaba terelték. Az
USDA/APHIS 2014 ¢és 2016 kozott az allatkisérleti kutatasok felhasznaldsanak
Osszességében 8%-os csokkenésérdl szamolt be, ami hozzdjarult a laboratériumi nyulak
felhasznalasanak csokkenéséhez a 2000. évi 258754-r61 2016-ban 139391-re. A nyulak az
USDA/APHIS adatai szerint 2016-ban a masodik legtobbet hasznalt allatok voltak az
Egyesiilt Allamokban a kutatasban és az oktatasban (Sengputa-Dutta, 2020).

Az EU-ban a BfR adatai szerint 2020-ban 70 840 nyulat hasznaltak fel kisérleti célokra, mely
a 3,7%-a az Osszes kutatasra hasznalt allatnak (BfR, 2020).
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Napjainkban mégis a legelterjedtebben hasznalt modell allat a hazi vagy laboratoriumi egér
(Mus musculus), melynek laboratérium hasznalata az elmult harom évtizedben lett népszerti,
elsOsorban az embriondlis Ossejtek hozzaférhetéségének koszonhetden, amely elsdként
lehetové tette a génkiiitéses (KO) allatok 1étrehozasat. Az elmult néhany évben tobb faj
csatlakozott a KO allatok sordhoz. Ezek koziil a nyul kiemelkedik a genomszerkesztés
lehetGségeiben rejld eldnyeivel. Ezek koz¢é tartozik a szuperovulacio konnyt indukacidja, a
mara Kifinomult embriomanipulacios technikak és a rovid vemhességi id6. A CRISPR/Cas9
rendszer kiilonb6zo allatfajok esetében bizonyitottan egyszerli és figyelemre méltdan
hatékony eszkdz, amely a nyulak genomszerkesztés technikajaként is megbizhatoan mikodik
2014-ben uttoré munka mutatta be a CRISPR/Cas9 rendszer elsd alkalmazasat a génkiiités
(KO) indukalasara nyulakban, ami kulcsfontossdgii mérfoldkovet jelentett. Ez a kezdeti
kisérlet négy gén Kkilitésére Osszpontositott, konkrétan hiperlipidémia modelljeinek
kifejlesztése volt a cél, és 55,9%-o0s atlagos hatékonysagot ért el, az off-target mutacidk
észlelhet6 jelei nélkiil (Honda-Ogura, 2017). Figyelemre mélto, hogy tobb gén (harom és 6t
gén) egyidejii kiilitése ugyanabban az évben sikeresnek bizonyult, kiilonosen az
immunhianyos nytlmodell 1étrehozasaban kulcsfontossagt gének célzasaval, ami feliilmulta

a TALEN-rendszert alkalmazoé korabbi eréfeszitéseket (Honda-Ogura, 2017). A azon

crer

crer

hozzajarultak ehhez a sikerhez, bar a KO-utodok aranya 22,6%-rol 11,0%-ra csokkent, és
azonositott off-target-ek is eléfordultak. Ezek a felismerések hangsulyozzak a CRISPR/Cas9
technologia alkalmazasakor a célszekvencia koriiltekintd kivalasztasanak kritikus
fontossagat. Az ezt kovetd erdfeszitések soran a CRISPR/Cas9 rendszerrel a betegségek
modellezése €s a nagy szekvenciak (105 kb) delécidja terén elért eredményeket mutattak be,
¢és optimalis kortilmények kozott 73% és 100% kozotti szerkesztési hatékonysagot értek el

(Honda-Ogura, 2017). A cikk adatait a 4. Abran 6sszegzem.

13



Genomszereksztéi eljarasok hatékonysaga nyulban.
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4. ibra: Genomszerkesztett nyulak eléallitasi hatékonysaga. (Forrds: Sajdt szerkesztés Honda-Ogura, 2017-es cikkének adatai
alapjan.)

A Harmonio in silico teszteléséhez sajnos nem talaltam olyan jelenleg az interneten elérhetd
adatbazist, amely validalt sgRNS-eket tartalmazna, melyekkel KO/KI nyulakat allitottak

volna eld, igy mar megjelent publikaciokhoz fordultam.

Pethe6 L. Gabor és munkatarsai a CRISPR/Cas9 technikat alkalmaztak a NOXS gén kiiitésére
uj-z¢landi fehér nyulakban. A Cas9 mRNS-t és a NOXS5 CRISPR-vezet6t mikroinjektaltdk a
zigotakba, amelyeket ezt kdvetden alvemhes nyulakba iiltettek. Az jsziiléttekbdl genomi
DNS-t izolaltak, €s a kettds szaltt DNS-toréseket T7 nukleaz teszt segitségével azonositottak.
A NOXS5 gén pontos mddositasanak sikerességét DNS-szekvenalassal tisztaztak. Két vonalat
hoztak létre, és a kisérletekhez kivalasztott vonal 10 bazispar deléciot tartalmazott a 3.
exonban. Az ebbdl a vonalbdl szdrmazo6 knockout (KO) allatok nem termeltek funkcionalis
fehérjét. Az off-target hatasok elemzése és a NOX1, NOX2 és NOX4 cDNS-ek szekvenalasa
megerdsitette a CRISPR 4ltal kivaltott mutacio NOXS génre valo specifitasat (Pethed et al.,
2021).

Qingyan Lv és munkatarsai miosztatin KO allatokat hoztak létre. Az MSTN knockout
nyulakat Cas9 mRNS ¢és sgRNS egyiittes a zigotakba vald befecskendezésével hoztak 1étre a

. Ezek az MSTN KO nyulak a kettds izom jellegzetes fenotipusét mutattdk az izomrostok

crer

generacioban is, ami az MSTN mutacid stabil 6roklédését jelzi az MSTN KO nyulakban.
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Ezekbdl kovetkezik, hogy, az MSTN KO nyulak sikeres generalasa a CRISPR/Cas9 rendszer
segitségével nagy hatékonysagot mutat, €s megbizhat6 és hatékony allatmodellt biztosit az

izomfejlédés és a kapcsolddo betegségek vizsgalatahoz (Lv et al., 2016).

Tingting Sui és munkatarsai (Sui et al., 2018) a Duchenne-izomdisztrofiat (DMD) vizsgaltak,
ami egy X-kromoszomas izomsorvadasi rendellenesség, amelyet a dystrophin gén mutacioi
okoznak. Ebben a tanulmanyban a Duchenne-izomdisztrofia (DMD) nyulmodelljét sikeresen
hoztak 1étre Cas9 mRNS ¢és az 51-es exont célzo sgRNS egyiittes befecskendezésével nyul-
zigotakba. A DMD knockout (KO) nyulak a DMD jellegzetes tulajdonsagait mutatjak, mint
példaul sulyosan csokkent fizikai aktivitas, emelkedett kreatin-kindz szérum szint, valamint
progressziv izomnekrozis és fibrozis. Figyelemre mélté, hogy 5 hodnapos korban a
rekeszizomban és a szivben is nyilvanvalo patologiat figyeltek meg, ami hasonlit a DMD-s
betegeknél tapasztaltakhoz. Az echokardiografids felvételek kamratagulatot mutattak ki,
csokkent ejekcios frakcioval és frakciorovidiiléssel egyiitt a DMD KO nyulakban.
Osszefoglalva, a DMD ezen Ujonnan létrehozott, CRISPR/Cas9 rendszerrel létrehozott
nyulmodellje hiien reprodukalja a DMD-s betegeknél megfigyelt szovettani és funkcionalis
rendellenességeket, igy jelentds lehetéségeket hordoz a preklinikai vizsgalatok szamara (Suli

etal., 2018).

Tingting Sui egy masik tanulmanyaban (Sui et al., 2018) az LGMD2L és az MMD3-al
foglalkozott. A 2L tipusu végtagi izomdisztrofia (LGMD2L) és a Miyoshi 3 tipust myopathia
(MMD3) autoszomalis recessziv izomdisztrofiak, amelyek az anoctamin-5 (ANO5), az
anoctamin fehérjecsalad egyik tagjat kodold gén mutaciojabol erednek. Sok ANOS5-6s
rendellenességben szenvedd betegnél az ANOS5S génben pontmutaciok vagy Kkis
beillesztések/deléciok (indelek) talalhatok. Az emberi ANOS mutaciok jobb reprodukalasa
érdekében a kutatok KO ANOS nyulakat hoztak 1étre Cas9 mRNS és sgRNS egyiittes
befecskendezésével a zigotakba. A mutans nyulakban a CRISPR-medialt kis indelek a 12.
¢s/vagy 13. exonban a tipikus izomdisztrofia tiineteinek megjelenését eredményezték,
beleértve az emelkedett kreatin-kindz (CK) szérum szintet, izomnekrozist, regeneraciot,
zsirosodast €s fibrozist. Ez az innovativ ANO5 mutdns nyulmodell igéretes a betegség
patogenezisének  vizsgalatdthoz és az  ANOS-hidnyos izomdisztrofia  terapids

megkozelitéseinek feltarasahoz (Sui et al., 2018).

Tingting Sui egy masik cikkében (Sui et al., 2016) PHEX génkiiitott nyulakat hozott 1étre. Az

X-hez kotott hipofoszfatémia (XLH) az 06roklédd angolkor vezetd oka, eldfordulasi
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gyakorisaga az emberekben 1/20 000. A foszfat-szabalyozo6 endopeptidazt kodolé6 PHEX gén
inaktivalodasa vagy mutdcioja hipofoszfatémiat és karosodott csontmineralizaciot okoz az
XLH betegeknél. Sajnos jelenleg nincsenek megfeleld allatmodellek a fizioterapiak
biztonsagossaganak értékelésére és az XLH angolkorsagra vonatkozé gyodgyszerek sziirésére.
Ebben a vizsgalatban egy XLH modellt hoztunk létre a PHEX gén kiiitésével (KO) a CRISPR
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 9-es (Cas9)/sgRNS mRNS-sel
egylttesen bejuttatott nyul zigoétakba. A PHEX KO nyulakban a ndvekedési elmaradas, a
hipofoszfatémia, az emelkedett szérum FGF23 szérum szint és a csontmineralizcid
karosodasa jellegzetes fenotipusait figyelték meg, ami megkiilonbozteti dket a normal
kontrolloktol. Lényegében ebben a tanulmanyban eldszor sikeriilt PHEX KO nyulakat
generalni, amelyek hatékonyan rekonstrualjak a human XLH-t a CRISPR/Cas9 rendszer
segitségével. Ez az uttor6 XLH nyulmodell jelentds potenciallal rendelkezik az XLH

crer

2016).

Tingting Yuan és kollégai (Yuan et al. 2019) célja, hogy 4j nyulmodellek létrehozasa volt az
a hiperlipidémia és az ateroszklerdzis vizsgalata céljabol. A CRISPR/Cas9 rendszert
tobbszordos sgRNS-rendszerrel irdanyitva nytlembridkban alkalmaztdk az LDLR ¢és apoE
gének modositasara. Az alapitdé nyulak LDLR- és apoE-génjeinek szekvenalasat végezték el,
valamint a plazma lipid- és lipoproteinprofiljaik elemzését normal tap mellett. Emellett
western blottingot alkalmaztak az apolipoprotein expressziojanak értékelésére. Az aorta
Szudan IV és HE festését végezték az ateroszklerozis kialakuldsanak megerdsitésére. Hat
knockout (KO) nyulat hoztak létre LDLR ¢és apoE sgRNS-ek befecskendezésével. Koziiliikk
négy nyul volt LDLR KO, kettd6 pedig LDLR/apoE kettés KO. E KO nyulak
szekvenciaelemzése tobb mutaciot fedezett fel, beleértve indeleket, deléciokat és
szubsztituciokat. Ezenkiviil két nyulvonalban biallelikus nagy fragmentum-deléciot mutattak
ki az LDLR régioban. A plazma lipid- és lipoprotein-profiljaik vizsgalata normalis
taplalkozas mellett valamennyi KO nyulnél jelentds hyperlipidaemiat mutatott ki, az
Osszkoleszterinszint akar 10-szeresére is megnovekedett a vad tipusti nyulakhoz képest. Két
alapitd nyul patologiai vizsgalata a KO nyulaknal jelentdés aorta- és koszoruér-

atheroszklerozist mutatott ki (Yuan et al. 2019).

Rihong Guo és munkatarsai (Guo et al., 2016) szintén miosztatin kiiitott allatokkal

kisérleteztek. A miosztatin (Mstn) az emldsdkben a vazizomzat tdmegének konzervalt negativ
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szabalyozoja. Mindazonaltal tovabbra is bizonytalan, hogy az Mstn pontos megzavarasa az
allatdllomanyban a hustermelékenység biztonsagos novelése érdekében megvaldsithato-e.
Ennek megoldasara CRISPR/Cas9 rendszert alkalmaztak Mstn knock-out (KO) nyulak és
kecskék létrehozasara, elemezve a fenotipusukban bekovetkezd valtozasokat. Sikeresen
létrehoztak 24 Mstn KO nyulat 32 0jsziilottb6l, miutan két, a nyul Mstn-t célzd6 sgRNS-t
befecskendeztek az embridba. Ezek az Mstn KO nyulak megnovekedett sziiletési sulyt
mutattak, valamint a quadricepsz és bicepsz izmok stlyaranyanak az egész testhez
viszonyitott jelentds novekedését. Az Mstn KO azonban a megnagyobbodott nyelv
jelenségének és a sulyos egészségiigyl szovodményeknek, koztiikk a halvasziiletésnek és a
korai staddiumt elhaldlozdsnak a megnovekedett valdszinliségét is eredményezte.
Hasonldképpen, ugyanezzel a mdodszerrel négy kecske koziil egynél sikertilt elérni, az Mstn
lokuszon a sikeres szerkesztést. Ennek a kecskének a korai stddiumban elért novekedési rataja
meghaladta a kontroll kecskékét. Osszefoglalva, a CRISPR/Cas9 technolégiaval hatékonyan
allitottak el Mstn KO nyulakat és kecskéket. Mindazonaltal az Mstn KO sulyos egészségligyi
problémakat eredményezett, és potencialisan hasonld hatasokat idézhet elé mas fajokban is.
Ez a biztonsagi aggaly tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé az allati szaporitasi

folyamatokban valé alkalmazas el6tt (Guo et al., 2016).

Lin Yuan és kollégai (Yuan et al., 2016) GJAS8 knockout nyulakat hoztak létre. A
sziirkehalyog a globalis latasromlas elsddleges oka, bar a sebészeti beavatkozasok hatékonyan
helyreallithatjak az érintettek latasat. Eddig a megfeleld allatmodellek hidnya akadélyozta a
sziirkehalyog kezelésére szolgdldé mesterséges lencsék biztonsagossaganak ¢és a
gyogyszerkolcsonhatasoknak az in vivo vizsgalatat. A genetikai kutatasok ravilagitottak a
GJAS szerepére a lencse atlatszatlansaganak fenntartasaban és a megfeleld lencsefejlodés
biztositasaban. Ebben a tanulmanyban Cas9/sgRNS mRNS nyul-zigotakba torténd egyiittes
befecskendezésével GJA8 génkilitéssel rendelkezd sziirkehdlyogmodellt hoztunk Iétre.
Eredményeink 98,7%-o0s génmutacios hatékonysagot mutattak ki az embriokban és 100%-0s
hatékonysagot a kolykokben, ami aldhtzza a Cas9/sgRNS rendszer figyelemre méltod
hatékonysagat a génszerkesztésben nyulakban. A kordbbi kutatasokkal Osszhangban
genetikai és szovettani elemzéseink kimutattak, hogy a GJAS8 funkcidjanak megzavarasa
mikrophthalmidhoz, csokkent lencsemérethez és sziirkehdlyoghoz vezetett. Osszefoglalva, a
szlirkehalyog innovativ nytalmodellje jelentds igéretet hordoz magéban, mint a sziirkehalyog

megel6zését és kezelését célzod gyogyszersziirés értékes eszkoze (Yuan et al., 2016).
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Jie Xu és munkatarsai (Xu et al. 2021) a CFTR gént vizsgaltak. A cisztas fibrozis (CF)
jelenlegi allatmodelljei jelentdsen hozzéajarultak a CF patogenezisének megértéséhez, de
rovid élettartamuk, a kulcsfontossagu fenotipusok hianya €s a magas fenntartasi koltségek
miatt korlatozottan alkalmazhatéak. Ebben a tanulmanyban bemutattdk a CF nyulak
létrehozasat a CRISPR/Cas9 technoldgia segitségével, amely viszonylag hosszabb
¢lettartamtl és megfizethetobb fenntartasi koltségekkel rendelkezé modellt kinal. A CF
nyulak, amikor kizarélag oralis ozmotikus hashajtokat kaptak, koriilbeliil 40 napos median
tulélést mutattak, €s gyomor-bélrendszeri betegségben pusztultak el. A gasztrointesztinalis
tranzit helyreallitasat célzo terapias beavatkozasok azonban a median talélést kortilbeliil 80
napra hosszabbitottadk meg. A CF-nyulak egészségi allapotuk romlasaval az exokrin
hasnyalmirigy rendellenességekre utald surrogatum markereket mutattak. A CFTR
expresszids mintazata a WT nyulak 1égttjaiban nagyon hasonlitott az emberére, széles kori
eloszlast mutatott az orr 1€gz6- €s szaglohamban, valamint a proximalis és distalis also
légutakban. Ezenkiviil a CF nyulak az emberi CF-hez hasonl6 bioelektromos tulajdonsagok
rendellenességeit mutattdk az orr- és Iégcséhamban. Mig a fiatal CF nyulakban nem észleltek
spontan légzdszervi betegséget, a tuléld 1 éves CF nyulakban a WT alomtestvérekhez képest

abnormalis fenotipusok jelentek meg, kiilondsen az orr 1égzdszervi és szaglohamjaban (Xu et

al. 2021).

Eun Jung Lee és munkatarsai (Lee et al., 2021) CTGF csendesitést alkalmaztak nyulaknal. A
glaukomaszliré mutétek (GFS) soran a talzott sebgydgyulasi reakcidk kezelése
kulcsfontossagu a miutéti siker szempontjabol. A GFS-ben hasznalt jelenlegi kiegészitd
anyagok a sejtek nem szelektiv gatlasa miatt mellékhatasokat okozhatnak, ami ismételt
miutétet tehet sziikkségessé. A CRISPR-Cas9 rendszer igéretes megoldast jelent a glaukéma
sebészetben, mivel nagy szelektivitast €s tartds hatast biztosit. A kotdszoveti novekedési
faktor (CTGF) a szem szoveti fibrozisanak erds stimulatora. Ezért megvizsgaltak a CTGF
CRISPR-Cas9 rendszerrel torténd elnyomasanak hatasat a fibrozisra GFS-ben. Adeno-
asszocialt virus (AAV)-CRISPR-Cas9 rendszert alkalmazva sikeresen elnyomtdk a CTGF
expresszidjat fibroblasztokban in vitro, amit western blot elemzés és mélyszekvendlas is
megerdsitett. Egy in vivo szemkozi 0sszehasonlité nyul GFS modellben a CRISPR-CTGF-
fel kezelt szemek szignifikdnsan jobb tulélést mutattak a mitét helyén, csokkent
szubkonjunktivalis fibrozist, korlatozott kollagén lerakodast és csokkent sejtszintliséget a

kezeletlen szemekhez képest. Ezek az eredmények a CRISPR-Cas9 éltal kozvetitett CTGF-
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szuppresszid Uj megkdzelitését javasoljak, amely potencidlisan javithatja a human GFS-

eljarasok eredményeit (Lee et al., 2021).

Dongshan Yang és kollégai (Yang et al., 2016) Knock in nyulakat allitottak el6. Annak
érdekében, hogy a nytlmodellek alkalmassagat noveljék a célzott gén-koppintas és a stabil
gén-tulkifejezés céljara, a kutatok genomszekvencia-homolédgia elemzéssel azonositottak az
egér Rosa26 lokusz nyul megfelel6jét. Valos idejii PCR és 5" RACE és 3" RACE kisérletek
segitségével azonositottak egy hosszi, nem kddoldé RNS (IncRNS) két transzkriptvaltozatat,
amelyeket ez a I0kusz kodol, és amelyeket rbRosaV1-nek és rbRosaV2-nek neveztek el. Ezek
a valtozatok ubiquitikusan és kovetkezetesen expresszalodnak a kiilonbozé szovetekben. Ezt
kovetden a nyul Rosa26 (rbRosa26) lokuszat CRISPR/Cas9 segitségével célba vették, aminek
eredményeképpen két knock-in nyul vonalat hoztak 1étre (rbRosa26-EGFP és rbRosa26-Cre-
reporter). Mindkét vonal valamennyi alapitdja és utdodai normalis egészségi allapotot és
szaporodasi képességet mutattak. Az F1 generacioban az rbRosa26-EGFP nyulak EGFP-t, az
rbRosa26-Cre-reporter nyulak pedig tdTomatot fejeztek ki egységesen minden vizsgalt
szovetben. Fontos, hogy az rbRosa26 lokusz megszakitasa nem volt karos hatéassal az allatok
egészségére vagy szaporodasara. Ez a kutatas az rbRosa26-ot nukleaz-kozvetitett géncélzasra
alkalmas biztonsagos kikotonek tekinti, ami bdviti a nyulakon végzett transzgenikus
kutatasok eszkoztarat. Az rbRosa26 hozzaadasa varhatéoan lehetévé teszi a kiillonbozo
genctikai manipulaciokat, beleértve a gain-of-function vizsgalatokat, a feltételes

knockoutokat és a nyulakban végzett vonalkovetési vizsgalatokat (Yang et al., 2016).

Yuning Song és munkatarsai (Song et al., 2016) a T373K SNP-vel dolgoztak. Az okulokutan
albinizmus (OCA) autoszomalis recessziv rendellenességek egy csoportjat foglalja magaban,
amelyeket csokkent melanintermelés jellemez, €s a melanin szintézisében kulcsfontossagu
enzimet, a tirozindzt (TYR) koédoldé gén mutaciéi okoznak. Bar szdmos tanulmany és
metaanalizis utal a TYR T373K egynukleotid-polimorfizmus (SNP) és az OCA1l kozotti
Osszefliggésre, az ezt aldtdmaszté biokémiai és genetikai bizonyitékok tovébbra is
korlatozottak. Ennek az Osszefliggésnek a vizsgalatira a TYR-WT ¢és TYR-T373K
mutansokat overexpresszaltak HK293T sejtekben, és vizsgaltdk a melanintermelés és a
tirozinaz aktivitas valtozasait. Ezt kovetden TYR-K373T knock-in (KI) nyulakat hoztak 1étre
egyszali DNS mikroinjekcidjaval, és CRISPR/Cas9-homoldgia irdnyitott javitdsi (HDR)
technologia segitségével a C1118A lokuszt célzo szintetizalt RNS-eket allitottak eld, ami
lehetdvé tette a melanin képzddés megfigyelését. Eredményik azt mutattdk, hogy a TYR

T373K mutéacioja csokkentette a tirozindz aktivitdsat, ami sejtszinten csokkent
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melaninszintézist eredményezett. Ezen tilmenden a génkezelt TYR-K373T nyulak helyreallt
melanintermelést mutattak a szortiiszokben €s az iriszben, amit a pigmentacio észrevehetd
csokkenése jelzett a TYR-T373K nyulakhoz képest. Az albinizmussal kapcsolatos T373K
SNP-nek ez a funkciondlis validalasa allati szinten aldhuzza jelentdségét az OCA

patogenezisében (Song et al., 2016).

Weihua Jiang és kollégai (Jiang et al., 2018) a Wilson-kor kutatasahoz hasznalhatdo modell
nyulat hoztak 1étre. Ebben a vizsgalatban a kutatok a CRISPR/Cas9 rendszerrel és egyszalu
DNS-oligonukleotidokkal (ssODN-ok) kombinalt CRISPR/Cas9-rendszerrel ATP7B-helyi
Osszefiiggésbe hozhatd, 4zsiaiakndl elterjedt mutaciot (p. Arg778Leu). A precizios
pontmutacio hatékonysaga elérte az 52,94%-ot, amikor a zigdtakat 14 oraval a HCG-kezelés
utan injektaltak, jelentésen meghaladva a 19 6raval a HCG-kezelés utan injektalt zigotaknal
megfigyelt 14,29%-o0s hatékonysagot. A mutans ATP7B allélt hordoz6 nyulak koriilbeliil
harom honapos korukban elpusztultak. Raadasul ezekben a nyulakban a mdj rézszintje a WD
kezdetén kilencszeresére emelkedett, tiikkrozve a WD-ben szenvedd embereknél megfigyelt
Otszoros emelkedést. Ezért a precizios pontmutaciok hatékonysaga fokozdodik, ha az RNS-
eket a fejlodés korabbi szakaszaiban adjak be a zigotakba. Az ATP7B mutdns nyulak a humén
WD betegség igéretes modelljét jelentik, amely lehetdséget kindl a patologiai elemzésre, a

Kklinikai beavatkozasra és a génterapias kutatasra (Jiang et al., 2018).

2. Alkalmazott modszerek

2.1. A Harmonio szoftver rendszerkdvetelményei:
Windows 7 vagy tjabb, 2GB RAM, 0 GB HDD, bongészo.

A szoftver miikodését az 5. Abra szemlélteti. A bongészé kovetelmények a 11. Abran

talalhatok. A 6. Abran a Harmonio feliilete 14thato.
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6. dbra: A Harmonio project oldala.
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2.2. In silico elemzés

Az in silico elemzés modszertana Ajay Prakash Uniyal és munkatarsai tanulmanyanak
vonatkozoé részén alapszik. Kutatasukban két gént, az IDM2-t (AT1G54840) és az IDM3-at
(AT1G20870) 6nkényesen valasztottak ki harom kivalasztott szamitéasi eszkéz miikodésének
vizsgalatara ¢és Osszehasonlitdsara. Ezek a gének az Arabidopsis genomjanak egyes
kromoszoméjan taldlhatok. Az IDM2 (AT1G54840), mas néven a "DNS-metilacid
novekedése 2" egy 1657 bazisparon ativeld, fehérjét kodolo gén. Az IDM2 1-3. exonjat és
promoter régioit hasznaltdk fel sgRNS-ek tervezéséhez. Egy masik célpont, az IDM3
(AT1G20870 vagy "a DNS-metilacié novekedése 3") szintén egy 1674 bazispar hosszl

fehérjekodolo gén. Az IDM3 esetében az 1. és 2. exont, valamint a promoter régiot hasznaltak

az SgRNS-tervezéshez (Uniyal et al., 2019).

En a véltelenszerii valasztas helyett a szakirodalmi feldolgozas részben emlitett tanulmanyok
altal validalt sgRNS-eket kerestem meg tigy, hogy a cikkekben emlitett géneket futtattam le
nyul genomra, illetve két szoftvert, a Harmonio-t és napjainkban az egyik legszélesebb kérben
hasznalt ilyen programot, a CHOPCHOP v3-at (https://chopchop.cbu.uib.no/)teszteltem mely
eredményeit 6ssze tudtam hasonlitani. A vizsgalt sgRNS-eket az 1. Tablazatban sorolom fel.
Megjegyzendd, hogy az itt emlitett sgRNS hatékonysag alatt nem az RNS tervezo szoftverek
altal prediktalt hatékonysagot értem, hanem a konkrét kisérletben nyujtott hatékonysagot
szamoltam ki az injektalt zigotdk, €s a mutans utdédok szamabdl, egy esetben a cikkben
szovegesen leirt ,,legjobb” mindsitést vettem at mivel nem talaltam mas adatot. Az egyes
SgRNS-ekhez tartozd Off-target adatok a 2. Tablazatban lathatok. A CHOPCHOP v3

eredményei a 6. Téblazatban talalhatok.

2.3. Statisztikai elemzés

Osszehasonlitottam a Harmonio éltal tervezett sgRNS-ek és az irodalombél szarmazo sgRNS-

ek elore jelzett hatékonysagat eldjelprobat alkalmazva.

Az eldjelproba olyan statisztikai modszer, amelyet a megfigyelési parok kozotti konzisztens
kiilonbségek vizsgalatara hasznalnak, gyakran akkor, amikor az adatok nem felelnek meg a

parametrikus tesztekhez, példdul a t-probahoz sziikséges feltételezéseknek. Ez egy nem
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parametrikus teszt, ami azt jelenti, hogy nem tesz feltevéseket az adatok mogottes

eloszlasarol.

A null- és alternativ hipotézisek megfogalmazasaval kezdjiik. A nullhipotézis jellemzden azt
allitja, hogy nincs kiilonbség a parositott megfigyelések kdzott, mig az alternativ hipotézis azt

allitja, hogy konzisztens kiilonbség van.

Péaros adatokat gytjtiink, ahol minden par két mérést vagy megfigyelést jelent, amelyeket
ugyanattol az egyéntdl vagy alanytdl kiilonb6zd koriilmények, kezelések vagy idépontok

kozott végeztek.

Minden egyes megfigyelési par esetében kiszamitjuk a két érték kozotti kiillonbség eldjelét.
Ha az els6 érték nagyobb, mint a masodik, akkor pozitiv eléjelet adunk (+1); ha a masodik
érték nagyobb, akkor negativ el6jelet adunk (-1); ha az értékek egyenldek, akkor a part
elvetjiik.

Ezutan megszamoljuk a pozitiv és negativ eldjelek szamat az adatainkban.

A binomialis eloszlas segitségével meghatarozzuk, hogy a megfigyelt pozitiv (vagy negativ)
eldjelek szama szignifikansan eltér-e attol, ami a nullhipotézis szerint varhato lenne. Ehhez
ki kell szamitani az adott szamu eldjel vagy tobb szélséérték megfigyelésének valdszinliségét,

figyelembe véve a megfigyelések teljes szamat és a nullhipotézis alapjan varhat6 aranyt.

A teszt eredménye alapjan vagy elutasitjuk, vagy megtartjuk a nullhipotézist. Ha a p-érték
kisebb, mint az altalunk valasztott szignifikancia szint (gyakran 0,05), akkor elutasitjuk a
nullhipotézist, és arra kovetkeztetiink, hogy a parositott megfigyelések kozott konzisztens

kiilénbség van (Dixon-Mood, 2012).

Minden egyes sSgRNS-hez parositottam adatokat, ahol minden par a szoftver altal megjosolt
hatékonysagbol és az irodalombdl kapott tényleges hatékonysagbol all. Ezt megismételtem a
CHOPCHOP v3 hatékonysag adataival is. Az alfa szint 0,05. E mellett a statisztikai modszer
mellett a normalitasvizsgalat (Shapiro-Wilk) és a Q-Q diagram eredményei, illetve az
alacsony mintaszam miatt dontdttem. Az eldjelproba és a normalitas tesz az IBM SPSS

Statistic 27 szoftverrel készilt.

A 6. tablazatban taldlhatd NOXS gén specifikus gRNS-t megrendeltiik (Sigma-Aldrich) és
természetes paroztatassal 1étrehozott egér embridkon eldzetesen teszteltiik. A him és néstény
FVB/N torzsbdl szarmazo egereket bigdm parokban paroztattuk. Azon egerek esetén, ahol a

termékenyités megtortént az embriokat a petevezetébdl kimostam, a kumulusz sejteket
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hyaluroniddz enzim segitségével 5 perc alatt 37°C-on leemésztettilk. A termékenyiilt
egysejtes embridkat 6t darab M2 médium cseppen (7. abra) atmosva megszabaditottam a
gRNS-t és 200 ng/ul Cas9 tartalmaz6 oldattal mikroinjektaltuk. Az embridkat ezutan in vitro
tenyésztettik KSOM médiumban (8. abra) és fejlédésiiket figyelemmel kovettiik (9. abra). A
blasztociszta stddiumig fejlodott embriokat DNS izolalé pufferbe 0Osszegyljtottik és
mélyhiitve taroljuk (10. abra). Tovabbi kisérleteink célja lesz, hogy a blasztocisztakb6l DNS-

t izolaljuk és PCR technika, valamint Sanger szekvenalds segitségével megallapitsuk a

genomszerkesztés hatékonysagat.

8. dbra: Tenyésztd petricsésze, KSOM médium cseppek olaj alatt.
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9. dbra: Kétsejtes, négysejtes, nyolcsejtes, tizenhatsejtes, morula és blasztociszta stadiumu nyiul embriok.

10. dbra: 4 PCR csévekbe eltett blasztociszta mintdk.

A vizsgalat ezen részének sajnos a szakdolgozat leadési hatar idejéig nem lett eredménye, az

késtbb varhato.
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3. Eredmények és értékelésiik

3.1. In silico elemzés

A szakirodalmi fejezetben emlitett cikkekbdl szarmazo sgRNS-eket és azok hatékonysagi
adatait az 1. Tablazatban soroltam fel, mig az Off-target elemzések adatait a 2. Tablazatban
soroltam fel. Ezek utan 6sszehasonlitottam tobb modon a Harmonio ajanlasaival, melyeket a
3. Tablazat, 4. Tablazat és 5. Tablazat tartalmazza. Valamint a CHOPCHOP v3 altal prediktalt

hatékonysagi adatokat a 6. Tablazatban olvashato.

1. tablazat részlete: gRNS értékelés, a PAM pirossal kiemelve

Gén sgRNS Injektalt | Elve Mutéans | Bi sgRNS
S iiletett | utddok | allélik haték 5
zigotik_| Yo' | " | e | "o
Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG n/a n/a n/a n/a ,.Legjobb”
Exon 3
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 158 20 16 6 10.13%
Exon 1 ’
MSTN GGCTGTGTAATGCATGCACTTGG 158 20 16 6 10.13%
Exon 1 ’
DMD CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 123 33 26 22 21.1%
Exon 51 ’
DMD ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG 123 33 26 22 21.1%
Exon 51 ’

sgRNS haté¢konysag eldrejelzés

Ahhoz, hogy megtudjam a Harmonio mennyivel miikodik megbizhatébban, mint a jelenlegi
szoftverek tobbsége, a szakirodalomban talalt gének megfelelé exonjaira vagy ha arra volt a
sziikség intronjaira lefuttattam egy-egy keresést, melynek eredményeit a 3. Tablazat foglalja
Ossze. Ebbdl lathato, hogy a Harmonio joval magasabb hatékonysagi értékeket prediktal, mint
amik a kisérleti adatokbdl latszanak, bar igy is mas sgRNS-eket szdmoltleghatékonyabbnak
az egyes génekre, mint amiket a szakirodalomban hasznaltak. A jelenleg kicsi szamitasi
kapacitds miatt, csupan a legjobb 30 taldlatot tudja kilistdzni mert a memoria ennyit tesz
lehetévé. Sajnos voltak olyan szakirodalmi sgRNS-ek amik hatékonysagat vagy az adott cikk
nem irta le szdmszerli adatokkal, vagy az imént emlitett okokbdl nem talalta meg a tesztelés
alatt 1év6 szoftver, mert olyan alacsony pontot adott nekik. Ezeket a statisztikai vizsgalatnal

nem tudtam felhasznalni.
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Megjegyzendd, hogy a 4. Tablazat adatai alapjan a sgRNS-ek hatékonysaganak talbecslése a
CHOCHOP v3-nak is hib4ja, illetve 0sszehasonlitva itt a talbecslés mértéke joval nagyobb,

mint a Harmonio esetében.

3. tablazat részlete: A szakirodalmi sgRNS-ek Gsszehasonlitdsa a Harmonio eredményeivel. Gén: A
szakirodalomban felsorolt gének, sgRNS: a szakirodalomban alkalmazott sgRNS, sgRNS haté¢konysag:
a cikkek vonatkozo részeibdl (mikroinjektalt zigotak szdma, mutans élve sziiletett utddok szama)
szamitott érték, Harmonio hatékonysag: A Harmonio altal prediktalt hatékonysaga a szakirodalmi
SgRNS-eknek, ahol ,,nincs talalat” szerepel az azt jelenti, hogy az emlitett RNS nem tartozik a
leghatékonyabb 30 kozé. Harmonio sgRNS: A Harmonio altal a leghatékonyabbnak itélt RNS. A piros
betiik a PAM-ot jelzik.

Gén sgRNS sgRNS Harmonio Harmonio sgRNS
hatékonysaga hatékonysag

Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG Le gJ obb” 50% GGAACTTGAGTTTGTCCATAGGG
2

Exon 3

GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG
MSTN 10,13% 31%
Exon 1
TGTGTAATGCATGCACT

MSTN cecrere ec GCACTTEG 10,13% 32% ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG

Exon 1

DMD CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 21 ’ 1% Nincs CCTGCTCTGGCAGATTTCAACCG

Exon 51 talalat

DMD ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG 21 ’ 1% 31% CCTGCTCTGGCAGATTTCAACCG

Exon 51

Off-target elorejelzés

A megbizhat6sag masik fontos kritériuma, hogy a Harmonio milyen pontossaggal hatarozza
meg egy-egy sgRNS potencialis Off-target-eit. Ezeket az adatokat a 5. és 6. Tablazat

tartalmazza.

5. tablazat részlete: Az off-target adatok Osszevetése a Harmonio adataival. Gén: A
szakirodalomban felsorolt gének, sgRNS: a szakirodalomban alkalmazott sgRNS, Potencalis
Off-target: A vonatkozo cikkben emlitett lehetséges Off-target-ek szama, Off-target: A
ténylegesen bekovetkezett, kimutatott és a vonatkozo cikkben lek6zolt off-target-ek szama,
Harmonio potencidlis Off-target: A vonatkozo cikkben szerepld sgRNS Harmonio altal
prediktalt sszes potencialis Off-target-ei. A piros betitk a PAM-ot jelzik.

Gén sgRNS Potencialis | Off- Harmonio
Off-target | target | potecialis
Off-target
Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG 3 0 104
Exon 3
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 5 0 180
Exon 1
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MSTN GGCTGTGTAATGCATGCACTTGG 5 0 160
Exon 1

DMD CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 10 0 120
Exon 51

DMD ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG 10 0 96
Exon 51

A vonatkozo6 tablazatok alapjan kijelenthetjiik, hogy a szoftver nagy érzékenységet mutatott
a potencialis off-target-ek azonositasaban, bar a megjosolt hibdk nagy szama finomitasra

szorul¢ teriileteket jelezhetnek.

3.2. Statisztikai elemzés

Harmonio eldjelproba:

Pozitiv eldjelek szdma: 16 olyan eset van, amikor az elére jelzett hatékonysag meghaladja a
megfigyelt hatékonysagot. Ez azt jelenti, hogy a szoftver szinte minden sgRNS esetében

nagyobb hatékonysagot josolt, mint amit megfigyeltek.

Negativ elgjeliek szdma: 0 olyan eset van, amikor a megfigyelt hatékonysag meghaladja az

eldre jelzett hatékonysagot.

Teljes szam: A nem kotd péarok teljes szama 16. Ugy tiinik, hogy egy part kizartunk az

elemzésbol, mivel az dontetlen volt, igy 16 par maradt a teszteléshez.

Z-¢rték: A 4-es z-érték a nullhipotézis alapjan varhat6 értéktdl valod szignifikans eltérést jelzi.
Konkrétan azt sugallja, hogy a megfigyelt eredmény (minden pozitiv kiilonbség) nagy
valosziniiséggel nem véletlenszeriien kdvetkezett be, az sgRNS-hatékonysagi eldrejelzések

irdnyaban nem lenne valddi kiilonbség.

P-értek: p-értékével (0,00006) az eredmény statisztikailag rendkiviil szignifikdns, messze a
hagyomanyos 0,05-0s alfa-szint alatt van. Ez azt jelzi, hogy nagyon kicsi a valoszinlisége
annak, hogy a pozitiv vs. negativ kiilonbségek ilyen ferde eloszlasat figyeljiik meg, ha a

nullhipotézis igaz lenne.

Az elgjelproba eredményei hatirozottan arra utalnak, hogy a validdlandé szoftver
szisztematikusan magasabb sgRNS-hatékonysagot josol, mint amit az irodalomban
megfigyeltek. Mivel a 16 nem-k&tdjeles parbol 16 pozitiv eldjelet és szignifikans p-értéket
mutat, arra kovetkeztethetlink, hogy a szoftver eldrejelzései statisztikailag szignifikansan

torzitanak az sgRNS-hatékonysagok talbecslése felé.
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CHOPCHOP v3 eldjelproba:

Pozitiv eldjelek szama: Mind a 22 dsszehasonlitas pozitiv kiilonbséget mutat, ami azt jelzi,
hogy minden egyes sgRNS esetében a validalt szoftver altal elére jelzett hatékonysag

magasabb, mint az irodalomban k6zolt hatékonysag.

Negativ eldjelek szama: Nincs olyan eset, amikor az irodalomban megfigyelt hatékonysag

meghaladja a josolt hatékonysagot, igy a negativ eldjelek szdma nulla.

Teljes szdm: Az 0sszes elemzett par szama 22, ami azt jelenti, hogy nem volt dontetlen (olyan

parok, ahol az eldre jelzett és a megfigyelt hatékonysag pontosan megegyezik).

Z-¢értek: A 4,69042-es z-érték szignifikdnsan magas, ami azt jelzi, hogy a nullhipotézis
alapjan (miszerint a pozitiv és negativ kiilonbségek egyenld eséllyel fordulnak eld) varhatd
értéktol erdsen eltér. Ez a magas z-érté¢k az eldre jelzett és a megtigyelt hatékonysagok kozotti

kiilonbségek iranyanak kovetkezetességét tiikrozi.

P-érték: A 0,00001-nél kisebb p-értékkel a teszteredmény statisztikailag igen szignifikans. Ez
a rendkiviil kis p-érték hatarozottan arra utal, hogy a megfigyelt mintdzat (minden pozitiv

kiilonbség) nem a véletlen miive.
Statisztikai szignifikancia: Az eredmény <0,05-nél szignifikans.

p<0,05, ami jelentdsen meghaladja a statisztikai szignifikancia hagyomanyos kiiszobértékeit.
Ez azt jelenti, hogy magabiztosan elvethetjiik a nullhipotézist, és arra a kdvetkeztetésre
juthatunk, hogy jelentds torzitds van abban, hogy a megjosolt hatékonysagok magasabbak,

mint a szakirodalmiak.

A eldjelproba egyértelmiien bizonyitja, hogy a CHOPCHOP v3 mind a 22 elemzett sgRNS-
par esetében kovetkezetesen tulbecsiili az sgRNS hatékonysagat a szakirodalomban
dokumentaltakhoz képest. Ez a kovetkezetes tulbecslés statisztikailag szignifikans, ami

szisztematikus torzitast jelez a szoftver hatékonysagi eldrejelzéseiben.

Harmonio-CHOPCHOP v3. elgjelproba:

Ahhoz hogy eldonthessem a Harmonio vagy a CHOPCHOP v3 képes pontosabb predikciokra
meg kellett vizsgalnom hogy melyiknek jobb a hatékonysag becslése. Ezt azon a 16 sgRNS-
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en tudtam elvégzeni melyre a Harmonio és a CHOPCHOP v3 is adott eredményt, ugy hogy
kiszamitottam a szakirodalmi hatékonysag és az eldre jelzett hatékonysag kozotti abszolut
kiilonbséget mindkét szoftver esetében, igy megkaptam az abszolut kiilonbségek két
csoportjat, amelyek az egyes sgRNS-ek tulbecslésének nagysagat jelentik. Ezek utdn a

kiszamitott abszolut kiilonbségeket az 1j 6sszehasonlitasi adatallomanyként hasznaltam.

Atlagok: Az atlagos abszolut kiilonbség a Harmonio esetében 15,5, ami alacsonyabb atlagos

tulbecslést jelez, mig a CHOPCHOP v3 esetében ez az érték jelentdsen magasabb, 54,62.

Pozitiv eldjelek szama: 0 olyan eset van, amikor a CHOPCHOP v3 ttlbecslése kisebb volt,

mint a Harmonio talbecslése.

Negativ eldjelek szama: 16 olyan eset van (16-bdl), amikor a Harmonio tilbecslése kisebb

volt, mint a CHOPCHOP v3-é.
Osszesen: 16 par keriilt elemzésre.

Z-pontszam: A szamitas szerint az értéke 4, ami a nullhipotézis elvarasatol valo jelentds

eltérést jelzi.

P-érték: A .00006-0s p-érték rendkiviil szignifikans, ami hatarozottan arra utal, hogy az

eldjelek megfigyelt eloszlasa (mind negativ) nem a véletlen miive.

Az eldjelproba eredményei statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutatnak a tulbecslés
nagysagrendjében a két szoftver kozott. A Harmonio kovetkezetesen kisebb mértéki
talbecslést mutat a mar CHOPCHOP v3-hoz képest az Osszes Osszehasonlitott sgRNS

esetében.

Az abszolut kiilonbségek atlagértékei (15,5 vs. 54,62) aldhuzzak a szoftvereszk6zok kozotti
jelentds eltérést a talbecslésben. A CHOPCHOP v3 sokkal nagyobb mértékben becsiili tul az

sgRNS hatékonysagat, mint a Harmonio.

A magas z-érték ¢s a rendkiviil alacsony p-érték megerdsiti az ezen eredményekbe vetett
bizalmat, bizonyitva, hogy a két szoftver kozotti tulbecslés nagysagrendje kozotti kiillonbség

statisztikailag szignifikéns, és nem a véletlen szoras eredménye.
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4. Kovetkeztetések €s javaslatok

A célkitlizéseknek megfelelden megvizsgaltuk a szoftvert, és dsszevetettik a CHOPCHOP
v3.-al. Vizsgalataim kiterjedtek a sgRNS-ek hatékonysaganak, és az off target predikcios

képesség in silico elemzésére, illetve statisztikai elemzést is végeztem.

Az in silico vizsgalat eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a Harmonio bar tal nagy
hatékonysag értékeket ad az egyes sgRNS-eknek, mégis megallja a helyét olyan széleskdrben
hasznalt szoftverek mellett, mint a CHOPCHOP v3. Ez a megallapitas fontos az sgRNS-
tervezési szoftver felhasznéldi szadmdra, mivel raviladgit az sgRNS-ek eldre jelzett
hatékonysaganak kovetkezetes tulbecslésére. Ez a torzitas befolyasolhatja a kisérleti tervezést
¢és a varhat6 eredményeket, ami aldhtizza a szoftver eldrejelzd algoritmusanak kalibralasdnak
¢s kiigazitasdnak szlikségességét, hogy az jobban igazodjon a megfigyelt kisérleti

eredményekhez.

A jovében mind az egyes szamitasokhoz sziikséges algoritmusok tokéletesitésére mind az MI
algoritmus tovabbi fejlesztésére kell térekedni. Ezenfeliil hosszutavu cél, hogy a Harmonio
ne csak nyul genomra legyen alkalmazhatd, hanem a modell organizmusok, vagy egynap az
agarirumban vagy gyogyaszatban is alkalmazhat6 legyen génmodositott organizmusok vagy

génterapiak esetén.
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5. Osszefoglalas

Az emberiség egyre tobb globalis problémdval néz szembe, mint a klimavaltozés, és a
tulnépesedés. Elobbi kovetkeztében a jelenleg termelésbevont hagyoményos fajtak
termelOképessége csokken, am a termékekre vald igény az emberiég népességének
novekedésével folyamatosan nd. Megoldast jelenthet a problémara a modern biotechnologiai
modszerek alkalmazasa, elsGsorban a fejlett genomszerkesztés moddszerek. A gazdasagban
valo megjelenésiik még is lassan kovetkezik be, ennek oka jelentés mértékben ezen
technologidk alacsony hatékonysaga, és ebbdl fakadd koltségességliik. A  kutatok
folyamatosan dolgoznak az 0j modszerek tokéletesitésén. Ennek a CRISPR esetében két 6
aga a Cas molekula tovabbi modositasa, valamint a jobb gRNS-ek tulajdonsagainak keresése.
Az altalunk fejlesztett Harmonio egy olyan sgRNS tervezd szoftver, mely a jelenleg elérhetd
legkorszertibb értékeld rendszerrel dolgozik, mesterséges intelligencidval megtamogatva.
Jelen kutatds ennek hatdstanulmanya. Ennek részeként korabbi szakirodalombdl szarmazo
nyul genomszerkesztésnél felhasznalt sgRNS-ek hatékonysagat vizsgaltam, azok tényleges
hatékonysaga, illetve a Harmonio, és a CHOPCHOP v3 altal eldrejelzett hatékonysag
tekintetében. A statisztikai elemzést eldjel probaval végeztem, mely alkalmas arra, hogy

konzistens kiilonbségeket mutasson Ki.

Az elemzés egyértelmiien bizonyitja, hogy bar mindkét szoftver talbecsiili az sgRNS
hatékonysagat, a Harmonio ezt l1ényegesen kisebb mértékben teszi, mint a CHOPCHOP va3.
Ez arra utal, hogy a Harmonio pontosabb és megbizhatobb el6rejelzést adhat az sgRNS-
hatékonysagra vonatkozdan, igy potencialisan hasznosabb lehet olyan alkalmazasokban, ahol
a tulbecslés minimalizalasa kulcsfontossagu. A talbecslés nagysagrendjében mutatkozo
jelentés kiilonbség, amelyet az atlagok abszolut kiilonbségei kiemelnek, és amelyet az
eljelproba is alatamaszt, a Harmonio egyértelmii elonyét jelzi az sgRNS-hatékonysag

eldrejelzési pontossaga tekintetében.
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7. Tablazatok és abrak jegyzéke

BROWSER
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Edge
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i0S

Android

11 ébra: 4 Harmonio szoftver bongészo kovetelményei

SUPPORTED VERSIONS

2 most recent versions

latest and extended support release (ESR)

2 most recent major versions

2 most recent major versions

2 most recent major versions

2 most recent major versions

1. tablazat:gRNS értékelés, a PAM pirossal kiemelve..

Gén sgRNS Injektalt Elve Muténs | Bi sgRNS
< oy sziletett | utodok | allélikus | haték Aoa

ZlgOtak utddok utddok Feronysag
Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG n/a n/a n/a n/a ,,.Legjobb”
Exon 3
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 158 20 16 6 10,13%
Exon 1
MSTN GGCTGTGTAATGCATGCACTTGG 158 20 16 6 10,13%
Exon 1
DMD CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 123 33 26 22 21.1%
Exon 51
DMD ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG 123 33 26 22 21.1%
Exon 51
ANO5 ACTCTTGTCGTCGCCTGTATGG 302 26 13 n/a 4.3%
Exon 12
ANO5 CCTCGAACTTACCAGGAGTACG 302 26 13 n/a 4.3%
Exon 13
PHEX CCACCAGAGGCACTCGAATTG 153 26 19 11 12.41%
Exon 1
PHEX GCTTGGCACGATCCTCTTTCTGG 153 26 19 11 12.41%
Exon 1
LDLR CCGCAGCAGGGGACAAGTGTGGC 109 3 2 n/a 1.83%
Exon 2
LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 109 3 2 n/a 1.83%
Exon 7
LDLR CCTCAGAATCGGCCACGAGTGTC 96 10 3 n/a 3.12%
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Exon 7
ApOE AAGACTGACCAACCGCAGGCGGG 96 lo 3 n/a 3 12%
intron ’
ApOE GGTGTGGTGGGCTGTGTTGGCGG 109 3 2 n/a 1 83%
Exon 1 ’
LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 96 lo 3 n/a 3 12%
Exon 2 ’
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 250 34 14 n/a 5.6%
Exon 1 ’
MSTN GCTTCAAAATCCACAGTTAGAGG 65 34 14 n/a 2 1 5%
Exon 3 ’
GJA8 CCCTCATGTACGTGGGCCATGCC 90 11 11 0 12.22%
Exon 1 ’
GJA8 GGAGAAGCGACCGGACCGCGAGG 90 11 11 0 12.22%
Exon 1 ’
CFTR GGAGAGTTGGAGCCTTCAGA 162 11 3 n/a 1.85%
Exon 11 ’
CTGF ACTCTTCTGTGACTTTGGCTCGCCGGC n/a 6 6 n/a n/a
Exon 1
rbROSA GGAGCATGCAGCTTTTTCTTGGG 100 20 7 n/a 7%
26
Uncharacterized
locus
LOC103345511
(Genomic
Sequence:
NW_003159428)
TYR TGTTCATTTCCCTGGGGCGGTGG 158 31 23 n/a 14 5%
Exon 3 ’
ATP7B GGGACCCCGCCACCGACCTTGTG 118 31 23 n/a 19 49%
Exon 8 ’

2. tabldzat: Off-target eldrejelzés, a PAM pirossal kiemelve.
Gén SgRNS Potencidalis Off-target

Off-target

Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG 3 0
Exon 3
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 5 0
Exon 1
MSTN GGCTGTGTAATGCATGCACTTGG 5 0
Exon 1
DMD CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 10 0
Exon 51
DMD ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG 10 0
Exon 51
ANO5 ACTCTTGTCGTCGCCTGTATGG 12 0
Exon 12
ANO5 CCTCGAACTTACCAGGAGTACG 12 0
Exon 13
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PHEX CCACCAGAGGCACTCGAATTG 14 0
Exon 1

PHEX GCTTGGCACGATCCTCTTTCTGG 14 0
Exon 1

LDLR CCGCAGCAGGGGACAAGTGTGGC 30 0
Exon 2

LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 30 0
Exon 7

LDLR CCTCAGAATCGGCCACGAGTGTC 30 0
Exon 7

ApoE AAGACTGACCAACCGCAGGCGGG 30 0
intron

ApoE GGTGTGGTGGGCTGTGTTGGCGG 30 0
Exon 1

LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 30 0
Exon 2

MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 27 0
Exon 1

MSTN GCTTCAAAATCCACAGTTAGAGG 27 0
Exon 3

GJAS8 CCCTCATGTACGTGGGCCATGCC 7 0
Exon 1

GJAS8 GGAGAAGCGACCGGACCGCGAGG 7 0
Exon 1

CFTR GGAGAGTTGGAGCCTTCAGA 51 0
Exon 11

CTGF ACTCTTCTGTGACTTTGGCTCGCCGGC 51 0
Exon 1

rbROSAYV 26 GGAGCATGCAGCTTTTTCTTGGG 24 0
Uncharacterized  locus

LOC103345511

(Genomic Sequence:

NW_003159428)

TYR TGTTCATTTCCCTGGGGCGGTGG 10 0
Exon 3

ATP7B GGGACCCCGCCACCGACCTTGTG 3 1
Exon 8

3. tdbldzat: A szakirodalmi sgRNS-ek dsszehasonlitasa a Harmonio eredményeivel. Gén: A szakirodalomban felsorolt gének,
SgRNS: a szakirodalomban alkalmazott sgRNS, sgRNS hatékonysag: a cikkek vonatkozo részeibol (mikroinjektalt zigotak
szdama, mutans élve sziiletett utodok szama) szamitott érték, Harmonio hatékonysag: A Harmonio altal prediktalt hatékonysdaga
a szakirodalmi sgRNS-eknek, ahol ,, nincs taldlat” szerepel az azt jelenti, hogy az emlitett RNS nem tartozik a leghatékonyabb

30 kozé. Harmonio sgRNS: A Harmonio dltal a leghatékonyabbnak itélt RNS. A piros betiik a PAM-ot jelzik.

Gén SgRNS sgRNS Harmonio Harmonio sgRNS
hatékonysaga hatékonysag
Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG Le gj obb” 50% GGAACTTGAGTTTGTCCATAGGG
2
Exon 3
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 10.13% 31% ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG
)
Exon 1
GGCTGTGTAATGCATGCACTTGG
MSTN 10, 13% 32% ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG
Exon 1
D M D CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 2 1 1% Nincs CCTGCTCTGGCAGATTTCAACCG
) 7
Exon 51 talalat
ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG CCTGCTCTGGCAGATTTCAACCG
DMD 21,1% 31%
Exon 51
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ANO5 ACTCTTGTCGTCGCCTGTATGG 4.3% Nincs AATATTGCAAAGAACACTGTTG
Exon 12 ’ talalat
AN05 CCTCGAACTTACCAGGAGTACG 4 3% NinCS ACTGGTATTCCAATGTGGCTTG
Exon 13 ’ talalat
PHEX CCACCAGAGGCACTCGAATTG 12 41% 23% CCTGTTTCTGCTTCCATCAGAAG
)
Exon 1
PHEX GCTTGGCACGATCCTCTTTCTGG 12 41% NinCS CCTGTTTCTGCTTCCATCAGAAG
Exon 1 ’ talalat
LDLR CCGCAGCAGGGGACAAGTGTGGC 1 83% NinCS TACACTTCCCGTTCCGGCATTGG
Exon 2 ’ talalat
LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 3 12% NinCS TGATATCTTCGCAGCGTCGCTGG
Exon 7 ’ talalat
LDLR CCTCAGAATCGGCCACGAGTGTC 1.83% 28% AGGTGTGGGAGCAGCCTCCETTG
)
Exon 7
ApoE AAGACTGACCAACCGCAGGCGGG 3.12% 10% CAGCTGTGTGTGAACCTGGCGGG
. )
intron
ApoE GGTGTGGTGGGCTGTGTTGGCGG 3.12% 2204 AGGCGACTGACCAACGCAGGCGG
)
Exon 1
LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 1 83% 11% CTTCATCTTCCCGCCTGCGTTGG
)
Exon 2
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 5 6% 11% ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG
)
Exon 1
MSTN GCTTCAAAATCCACAGTTAGAGG 21 5% 50% AGTAATTGGCCTTGTATCTCTTG
)
Exon 3
GJAS CCCTCATGTACGTGGGCCATGCC 12.22% 26% CTCCGGGGCATETCCGLTAGGGE
)
Exon 1
GJAS GGAGAAGCGACCGGACCGCGAGG 12.22% 33% CGAAGCAGTCCACCACATTGGGG
)
Exon 1
CFTR GGAGAGTTGGAGCCTTCAGA 1.85% 13% GTAGCCCTTCGCTTTCTGGATGG
)
Exon 11
CTGF ACTCTTCTGTGACTTTGGCTCGCCGGC n/a 24% AGTGTCTCTTGGTAACTCCGGGG
Exon 1
r-b ROSA GGAGCATGCAGCTTTTTCTTGGG 7% ll% TTCGAGGAAAAGATCAGCACTGG
26
Uncharacterized
locus
LOC103345511
(Genomic
Sequence:
NW_003159428)
TYR TGTTCATTTCCCTGGGGCGGTGG 14 5% 33% CAGTGTCTCTTGGTAACTCCGGG
)
Exon 3
ATP?B GGGACCCCGCCACCGACCTTGTG 19 49% 41% CATAGGAAGGCAGTGTCTCTTGG
)
Exon 8

4. tabldzat: A szakirodalmi sgRNS-ek CHOPCHOP v3 dltal josolt hatékonysdiga. Gén: Gén: A szakirodalomban felsorolt
gének, sgRNS: a szakirodalomban alkalmazott sgRNS, sgRNS hatékonysag: a cikkek vonatkozo részeibdl (mikroinjektalt
zigotdk szama, mutans élve sziiletett utodok szama) szamitott értek, CHOPCHOP hatékonysag: A CHOPCHOP v3 dltal
prediktalt hatékonysdga a szakirodalmi sgRNS-eknek. A piros betiik a PAM-ot jelzik.

Gén SgRNS sgRNS CHOPCHOP
hatékonysdg | hatékonysag

Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG ,,Legjobb” 41%

Exon 3
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MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 10,13% 48%
Exon 1

MSTN GGCTGTGTAATGCATGCACTTGG 10’ 13% 5494
Exon 1

DMD CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 21,1% 59%
Exon 51

DMD ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG 21,1% 56%
Exon 51

ANOS5 ACTCTTGTCGTCGCCTGTATGG 4.3% 60%
Exon 12

ANO5 CCTCGAACTTACCAGGAGTACG 4,3% 71%
Exon 13

PHEX CCACCAGAGGCACTCGAATTG 12,41% 51%
Exon 1

PHEX GCTTGGCACGATCCTCTTTCTGG 12,41% 72%
Exon 1

LDLR CCGCAGCAGGGGACAAGTGTGGC 1,83% 65%
Exon 2

LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 1,83% 58%
Exon 7

LDLR CCTCAGAATCGGCCACGAGTGTC 3,12% 50%
Exon 7

ApoE AAGACTGACCAACCGCAGGCGGG 3,12% 599,
intron

ApoE GGTGTGGTGGGCTGTGTTGGCGG 1,83% 75%
Exon 1

LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 3,12% 68%
Exon 2

MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 5,6% 81%
Exon 1

MSTN GCTTCAAAATCCACAGTTAGAGG 21,5% 72%
Exon 3
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GJAS8 CCCTCATGTACGTGGGCCATGCC 12,22% 58%
Exon 1

GJA8 GGAGAAGCGACCGGACCGCGAGG 12,22% 78%
Exon 1

CFTR GGAGAGTTGGAGCCTTCAGA 1,85% 66%
Exon 11

CTGF ACTCTTCTGTGACTTTGGCTCGCCGGC | n/a 5404
Exon 1

rbROSA 26 GGAGCATGCAGCTTTTTCTTGGG 7% 50%
uncharacterized locus

LOC103345511  (Genomic
Sequence: NW_003159428)

TYR TGTTCATTTCCCTGGGGCGGTGG 14,5% 72%
Exon 3
ATP7B GGGACCCCGCCACCGACCTTGTG 19,49% 73%
Exon 8

5. tabldzat: Az off-target adatok dsszevetése a Harmonio adataival. Gén: A szakirodalomban felsorolt gének, sgRNS: a
szakirodalomban alkalmazott sgRNS, Potencalis Off-target: A vonatkozo cikkben emlitett lehetséges Off-target-ek szama, Off-
target: A ténylegesen bek ovetkezett, kimutatott és a vonatkozo cikkben lekézolt off-target-ek szama, Harmonio potencialis Off-
target: A vonatkozo cikkben szerepld sgRNS Harmonio altal prediktalt dsszes potencialis Off-target-ei. A piros betiik a PAM-
ot jelzik.

Gén sgRNS Potencialis | Off- Harmonio
Off-target | target | potecialis
Off-target
Nox5 GCTCATCCATGGGAGCCCTATGG 3 0 104
Exon 3
MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 5 0 180
Exon 1
MSTN GGCTGTGTAATGCATGCACTTGG 5 0 160
Exon 1
DMD CTTGGACAGAACTTACCGAGTGG 10 0 120
Exon 51
DMD ATGGCATTTCTAGTTCGGAGAGG 10 0 96
Exon 51
ANO5 ACTCTTGTCGTCGCCTGTATGG 12 0 90
Exon 12
ANO5 CCTCGAACTTACCAGGAGTACG 12 0 105
Exon 13
PHEX CCACCAGAGGCACTCGAATTG 14 0 89
Exon 1
PHEX GCTTGGCACGATCCTCTTTCTGG 14 0 220
Exon 1
LDLR CCGCAGCAGGGGACAAGTGTGGC 30 0 156
Exon 2
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LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 30 0 164
Exon 7

LDLR CCTCAGAATCGGCCACGAGTGTC 30 0 187
Exon 7

ApoE AAGACTGACCAACCGCAGGCGGG 30 0 82
intron

ApoE GGTGTGGTGGGCTGTGTTGGCGG 30 0 43
Exon 1

LDLR GGAATGAGTTCCAATGCCGG 30 0 36
Exon 2

MSTN GCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGG 27 0 180
Exon 1

MSTN GCTTCAAAATCCACAGTTAGAGG 27 0 236
Exon 3

GJA8 CCCTCATGTACGTGGGCCATGCC 7 0 230
Exon 1

GJAS8 GGAGAAGCGACCGGACCGCGAGG 7 0 12
Exon 1

CFTR GGAGAGTTGGAGCCTTCAGA 51 0 95
Exon 11

CTGF ACTCTTCTGTGACTTTGGCTCGCCGGC 51 0 68
Exon 1

rbROSA 26 | GGAGCATGCAGCTTTTTCTTGGG 24 0 55
Uncharacterized

locus

LOC103345511

(Genomic

Sequence:

NW_003159428)

TYR TGTTCATTTCCCTGGGGCGGTGG 10 0 32
Exon 3

ATP7B GGGACCCCGCCACCGACCTTGTG 3 1 11
Exon 8

6. tablazat: A Harmonio altal javasolt sgRNS Off-target és hatékonysag adatai. Gén: Gén: A szakirodalomban felsorolt gének,
Harmonio sgRNS: A Harmonio dltal a leghatékonyabbnak itélt RNS, Harmonio potencidlis Off-target: A vonatkozé cikkben
szereplé sgRNS Harmonio dltal prediktalt dsszes potencialis Off-target-ei. Harmonio hatékonysag: Az adott sgRNS Harmonio
altal prediktalt hatékonysdaga. A piros betiik a PAM-ot jelzik.

Gén Harmonio sgRNS Harmonio Harmonio
potecialis Off- hatékonysag
target

Nox5 GGAACTTGAGTTTGTCCATAGGG 526 70%

Exon 3

MSTN ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG 415 66%

Exon 1

MSTN 98 60%

ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG

Exon 1

DMD CCTGCTCTGGCAGATTTCAACCG 78 65%

Exon 51
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DMD CCTGCTCTGGCAGATTTCAACCG | 120 56%
Exon 51

ANO5 AATATTGCAAAGAACACTGTTG 3972 49%
Exon 12

ANO5S ACTGGTATTCCAATGTGGCTTG 4145 55%
Exon 13

PHEX CCTGTTTCTGCTTCCATCAGAAG 323 51%
Exon 1

PHEX CCTGTTTCTGCTTCCATCAGAAG 256 70%
Exon 1

LDLR TACACTTCCCGTTCCGGCATTGG | 155 62%
Exon 2

LDLR TGATATCTTCGCAGCGTCGCTGG 5787 53%
Exon 7

LDLR AGGTGTGGGAGCAGCCTCCGTTG | 459 49,5%
Exon 7

ApoE CAGCTGTGTGTGAACCTGGCGGG | 253 57%
intron

ApoE AGGCGACTGACCAACGCAGGCGG | 42 70%
Exon 1

LDLR CTTCATCTTCCCGCCTGCGTTGG 120 65%
Exon 2

MSTN ATATTTACTGTTTTGTCTCCAAG 153 75%
Exon 1

MSTN AGTAATTGGCCTTGTATCTCTTG 143 71%
Exon 3

GIAS CTCCGGGGCATGTCCGCTAGGGG | 3 57,61%
Exon 1

GIAS CGAAGCAGTCCACCACATTGGGG | 9 72%
Exon 1

CFTR GTAGCCCTTCGCTTTCTGGATGG | 1() 61%
Exon 11
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CTGF AGTGTCTCTTGGTAACTCCGGGG 9 52%
Exon 1

rbROSA 26 TTCGAGGAAAAGATCAGCACTGG 6 49 3%
uncharacterized locus LOC103345511 ’
(Genomic Sequence: NW_003159428)

TYR CAGTGTCTCTTGGTAACTCCGGG 11 70%
Exon 3

ATP7B CATAGGAAGGCAGTGTCTCTTGG 8 72%
Exon 8
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8. Hallgatoi nyilatkozat

1. melléklet: Hallgatbi nyilatkozat

NYILATKOZAT

Alirort .. BUNEA BE MCE

........................................................ buntcto;og_ ﬁ.lclowcgum
tudatiban kn clgnlcm, az dltalam benyujloll AHARNOVIOSRUS TERVEL G
STOFIVERAA _ﬁ)'\“’u MENEE cimii szakdolgozat (diplomadolgozat)
onallo szellemi u.rmt.kum. Amennyiben masok munkajat felhasznaltam, azokra megfelelden

hivatkozom. beleértve a nyomtatott ¢s az internctes forrisokat is.

Tudomisul veszem, hogy a szakdolgozat/diplomadolgozat elektronikus példanya a védés utin
a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem kinyvtardba keriil clhelyezésre, ahol a kdnyvtir
olvaséi hozzdjuthatnak.

aldiras
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9. Konzulensi nyilatkozat

NYILATKOZAT

Blaha Bence (név] (hallgatd Meptun azonositdja: DOWHCO ) konzulenseként
myilatkozom  arrdl, hogy a zérddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfaliot!
attekintettemn, a hallgatat az irodalmi forrdsok korrekt kezelézének kivetelmeényeirdl, jogi s
etikai szabalyairal téjékoztattam.

A rarddolgozatot/szakdolgozatot fdiplomadolgozatot/portféliot a zardwizsgan térténd
védésre javaslom J nem javaslom®.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem**

Kelt: Gadalld 2024 év _04, ha__ 19 nap

)

gy -
hﬁ kunz%%fr;

A meglelels dolgozattipus meghagyasa mellett a 1abbi tipus tarends.
1 amegleleld aldhizandd.
1o megleleld aldhieandd,
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