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Osszefoglald

A pseudoxanthoma elasticum (PXE) egy ritka, monogenikus betegség, melynek hatterében az
ABCC6 gén biallélikus mutécioi allnak. Az ABCC6 egy sejtmembran transzporter fehérjét
koédol, melynek {6 funkcidja az ATP sejten kiviili térbe vald szallitdsa. Ez elengedhetetlen a
megfeleld foszfat anyagcsere szempontjabol, és a fehérje funkcidvesztése kovetkeztében a
vérben felborul az inorganikus foszfat-pirofoszfat arany, mely az eredetileg nem-meszesedd
szovetekben hidroxiapatit kristalyok lerakodasat okozza. A betegségre jellemzd az elasztikus
rostokat tartalmazd szovetek elmeszesedése, amely foként dermatologiai, szemészeti,
kardiovaszkularis tertileteket érintd elvaltozasokhoz vezet. Az ABCC6 gén egyes mutacioi egy
masik, stlyosabb elmeszesedéssel jard betegség, a kettes tipust Ujsziilottkori generalizalt
artérias kalcifikacio (GACI) kialakuldsaban is szerepet jatszhatnak. Az ABCC6 funkcidvesztése
tehat egy spektrumbetegség, melynek két végpontja a PXE és a GACI. Laborunkban a betegség
modellezésére zebradaniot (Danio rerio) hasznalunk. Az abcc6a mutans allatok jol
felismerhetd meszesedési fenotipust mutatnak mar az egyedfejlédés korai szakaszaban is. A
TDK keretében végzett munkam célja egy olyan humanizalt transzgenikus platform létrehozasa,
melynek segitségével a patogén ABCC6 varidnsok szekvencidjat a halgenomba illeszthetjiik és
igy vizsgalhatjuk az egyes polimorfizmusok hatasat. Ez a rendszer a késdbbiekben gyogyszer

hatoanyagok célzott tesztelésére is lehetdséget nyujt.



Roviditések jegyzeke

ABCC6 — ATP Binding Cassette Subfamily C Member 6
BrM — Bruch-membran

CRISPR/Cas9 — Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR

associated protein 9

crRNS — CRISPR RNS

ENPP1 — EctoNucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 1

dpf — napos (day(s) post fertilization)

gDNS — genomi DNS

gRNS — iranyitd RNS (guide RNA)

HDR — homologia-iranyitott javitas (Homology Directed Repair)
HotSHOT — Hot Sodium Hydroxide and Tris

NHEJ — nem-homolog vég 6sszekapcsolas (Non-Homologous End Joining)
NPP1 — Nucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 1

GACI — yjsziilottkori generalizalt artérias kalcifikacio (Generalized Arterial Calcification of

Infancy)

ORF — Open Reading Frame

PCR — polimeraz-lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)
PPi — pirofoszfat

Pi — inorganikus foszfat

PXE — Pseudoxanthoma Elasticum

RNP - ribonukleoprotein

TALEN - Transcription Activator-Like Effector Nucleases
TNAP — Tissue-Nonspecific Alkaline Phosphatase

tracrRNS — transzaktivalt CRISPR RNS



Bevezetés

[rodalmi hattér — PXE

A pseudoxanthoma elasticum (PXE) egy autoszomalis recessziv modon 6rokloddé genetikai
eredetli multiszisztémas betegség, amely altalaban az ABCC6 gén mutacidja kovetkeztében
alakul ki (Bergen és mtsai. 2000; Le Saux és mtsai. 2000). A gén altal kodolt fehérje
funkcidvesztése ektopikus mineralizadciét eredményez, mely foként dermatologiai,
kardiovaszkularis és szemészeti problémakhoz vezet. (1. abra) A betegség eléfordulasi
gyakorisagat jelenleg 1:56000 becsiilik (Kranenburg €s mtsai. 2019). Szovettani vonatkozasban
lerakodasok nagyrészt kalcium-hidrogénfoszfatbol és kalcium hidroxiapatitbol allnak. A
betegek plazméjaban jellemzden alacsony a pirofoszfat szint és a homeosztatikus pirofoszfat-
inorganikus foszfat (PPi-Pi) arany felborul (Dedinszki és mtsai. 2017; Pomozi és mtsai. 2017).
Patofiziologiajat tekintve altalaban a bor az elsd szervrendszer, amelyet a betegség érint és
leggyakrabban ez vezet a diagndzisahoz. Az elsd lathatd elvaltozasok az esetek nagy
tobbségében korai felndttkorban jelentkeznek, legtobbszor a 13. €s 22. €letév kozott (Hacker és
mtsai. 1993).

A PXE korai jele a kis (1-5 mm atmérdjii), sargas szinii, puha papullak megjelenése, melyek
retikularis mintazatban jelentkeznek, altalaban a nyak és a hajlatokhoz kozeli borfelszinen
(Schneider és mtsai. 1984). Habar a bor az elsddlegesen érintett szervrendszer, a sziv- és
érrendszeri-, illetve 1atdszervrendszeri tiineteknek jelentésebb kockazatot jelentenek a betegek
szamara. A keringési rendszert érintd tlinetek hatterében, korai ateroszklerdzisra emlékeztetd
elvaltozasok 4llnak, amelyek nagy eséllyel okoznak csdkkent vagy hidnyzo periférias pulzust,
artérias hipertoniat, koszoruérgdrcsot és gasztrointesztinalis vérzést (Finger és mtsai. 2009;
Lebwohl, Halperin, és Phelps 1993; Pfau és mtsai. 2024). Emellett a PXE-s betegekben magas
kockazattal alakulhat ki carotis hypoplazia és ischaemias stroke 65 év alatt (vandenBerg és
mtsai. 2000). A szemet érinté tlinetek ugyancsak koran jelentkezhetnek. Ennek oka az
elasztikus rostokat tartalmaz6 Bruch-membran (BrM) elmeszesedése, melynek progresszioja a
centralis régiotol (fovea kozelébdl) a periféria felé tart. Az elso tiinet a peau d’orange, amely a
szemfenéktiikrozés soran kis sziirkés foltok megjelenésével jard pigment egyenletlenségként
jelentkezik. Az erdsen meszesedett teriileteken késobb erekre hasonlitd Un. angioid csikok

jelennek meg, amelyek a BrM fragmentacioja miatt alakulnak ki (6sszefoglalva: Finger és mtsai.



2009; Pfau ¢és mtsai. 2024). Ezek aztan szubretinalis bevérzéseket, illetve fibrozist

eredményezhetnek, melyek végiil a retina karosodasahoz és végso soron vaksaghoz vezetnek.

ABCC6
transzporter
fehérje
Szubsztrat
molekula

I~ Meszesedés

1. abra: A PXE-re jellemzo szervérintettsegek (Naouri és mtsai. 2009)
ABCCG6 gén szerepe

A human ABCC6 gén a 16. kromoszéman (16p13.1) talalhato, amely 31 exonbol all és az ATP-
transzporter gének C csaladjaba tartozik. A rola atirt mRNS 6 kb, mig kodolo szekvencidja 4,7
kb hosszu. Az ebbe a csaladba tartozé gének aktiv transzporter pumpa fehérjéket kodolnak. Az
ABCC6 gén altal kodolt ABCC6 vagy mas néven MRP6 (multidrug resistance-associated
protein 6) egy 1503 aminosavakbol allo, 165 kDa-os molekulasulyu fehérjét kodol (Plomp és
mtsai. 2008). Két nukleotidk6td doménbdl (NBD1 és NBD2), két transzmembran doménbol
(TMD1 ¢és TMD?2), illetve egy tovabbi kiegészitd NH2-termindlis transzmembran doménbdl
(TMDO) all (Bisaccia ¢s mtsai. 2021). A multidrog rezisztens alcsaladba tartoz6 fehérjékre
jellemzo, hogy kiils6 forrasbol szarmazod organikus ionokat exportalnak, azonban ennek a
transzporternek a specifikus szubsztratjat még nem azonositottdk (Bergen €és mtsai. 2000;

Plomp ¢és mtsai. 2008).



Korabban kimutattak, hogy az ABCC6 tultermeltetése huméan embrionalis vese 293 (HEK293)
sejtekben in vitro nukleozid-trifoszfatok, els6sorban ATP felszabadulasat indukalja (Jansen és
mtsai. 2014). In vivo emlésokben ennek a génnek az expresszidja foként a maj-, Kisebb
mértékben a vese (proximalis tubulus) sejtekre jellemz6 (Matsuzaki €s mtsai. 2005). A jelenlegi
tudomanyos konszenzus alapjan az ABCC6 {6 funkcidja, hogy a maéjsejtek bazolateralis
membranjan keresztiil nagy mennyiségli ATP-t juttat a keringésbe, ahol a membrankotott
ENPP1 (EctoNucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 1) tovabb hidrolizalja azt AMP-

re as PPi-re (Jansen és mtsai. 2014).

Habar az ABCCG6 els6sorban a majban expresszalodik, a PXE betegekben megfigyelhetd
elvaltozdsok nem kozvetleniil a méjban lathatok. Erre a jelenségre a legelfogadottabb
magyarazat egy szisztémas anyagcsere betegség lehet, mely szerint a majban termel6dé/majbol
szallitodo egy vagy tobb keringd faktor hidnya vezet az ektopikus mineralizaciohoz. Ezek a
kering6 faktorok szabalyozzdk a mineralizaciot. A csontokban és az elmeszesedett szovetekben
a f6 kalcium-foszfat kristaly a hidroxiapatit, melynek a keletkezését az extracellularis PPi-Pi
arany hatdrozza meg (Villa-Bellosta és O’Neill 2018). Az Abcc6” homozigdta mutans
egerekben kimutattak, hogy a vérplazmaban 1év6 alacsony PPi szint 6sszefliggésbe hozhato az

ektopikus mineralizacioval (Jansen és mtsai. 2014).

A hidroxiapatit a meszes szovetekben taldlhat6 f6 kalcium-foszfat kristalyforma. Ennek
kialakuldsa nem kozvetleniil kalcium- és foszfat ionok reakciojaval, hanem olyan intermedier
(O’Neill 2007). Ahhoz, hogy ezek a koztes kristaly formak ki tudjanak alakulni a szervezetben
egy olyan molekularis matrixra van sziiks€¢g, ami képes katalizalni a reakcidt. A meszesedés
toltés semlegesitési elmélete szerint bizonyos magas glicintartalmu (béta-reddkben gazdag)
matrixfehérjék képesek nagy hatékonysdggal, nem ionikus médon kétni a kalcium ionokat
(Urry 1971). Ez késobb lehetové teszi a foszfat szamara, hogy olyan konfiguracioban kosse
meg a kalciumot, amely fiziologias koriilmények kozott kedvez az apatit képzddés
prekurzoranak szamito dikalcium-foszfat-dihidrat (mas néven brusit) keletkezésének. Az igy
képz6dott brusit kristalyok késobb klaszterezOdnek, okta-kalcium-foszfat és amorf kalcium-
foszfat intermediereket létrehozva. A tovabbi klaszterképz6dés végallomasa pedig a
hidroxiapatit genezise (6sszefoglalva: Villa-Bellosta és O’Neill 2018; 2. abra). Fiziologias
koriilmények kozott erre a legjobb példa a csontszovet, ahol az egyes tipusu kollagén biztositja
az alapot a meszesedési folyamatok elinduldsahoz. Ez alapjan az ektopikus kalcifikacio szdmara

is sziikség van egy olyan szdveti matrixra, ami lehetdvé teszi a fent vazolt kristalyképzdodési
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folyamat lezajlasat. Az egyes tipusu kollagénhez hasonldan az elasztinnak is megvannak azok
a molekularis tulajdonsagai, amelyek lehetdvé teszik, hogy a benniik gazdag szovetekben végbe
mehessen ez a folyamat (Urry 1971). Emiatt a szervezet azon pontjai lesznek a leginkabb kitéve
az ektopikus meszesedésnek, amelyek elasztikus rostokban gazdag kotdszoveteket
tartalmaznak. Azt, hogy a szervezetben normal fiziol6gias koriilmények kozott hol mehet végbe
mészlerakodas szamos molekularis faktor szabalyozza. Jelen tudasunk szerint az ektopikus
kalcifikacio egyik legfontosabb inhibitora a keringésben 1év6 szabad PPi. A PPi hasonloképpen,
mint az Pi részt tud venni a kristalyosodas folyamataban. Erdsen kotédik a képzodo kalcium-
foszfat kristalyokhoz, azonban az igy kotott kristalyok tovabbi klaszterezddése ezaltal gatolva

lesz (Meyer 1984).
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2. dbra: Az ektopikus kalcifikdcio kémiai folyamatainak sematikus dbrazolasa (Villa-Bellosta és O Neill 2018).
PXE ¢és GACI kozotti 0sszefiigges

Az ABCC6 gén egyes mutacidi egy masik, sulyosabb korlefolyassal jard betegség, a kettes
tipusu ujsziilottkori generalizalt artérias kalcifikacié (GACI2, OMIM 614473) kialakulasaban
is szerepet jatszhatnak (Nitschke és mtsai. 2012). A GACI, hasonléban a PXE-hez, szintén egy
autoszomalis recessziven 0roklddo ritka genetikai betegség, melynek hatterében az esetek
tobbségében az ENPP1 gén mutacioi allnak (Rutsch és mtsai. 2003). Az érintett betegekre
jellemzo, akar kozvetleniil a sziiletést kovetden, az artéridk elmeszesedése, mely sulyos
pangasos szivelégtelenséget, magas vérnyomast és ischaemias szivbetegséget okozhat. Az

ENPP1 altal kodolt NPP1 fehérje a PPi eléallitdsdban vesz részt ATP hidrolizise révén, mely
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fontos szerepet jatszik a meszesedés szabalyozéasaban a hidroxiapatit kristalyok lerakodasanak
gatlasaval (3. abra). Egyes GACI-val rendelkez6 betegeknél idésebb korban megfigyeltek a
PXE-hez hasonlo6 tiineteket, mint példaul a bor sargas elvaltozasai, vagy a szemfenéki angioid
csikok jelenléte. Az ABCC6 funkcidvesztése a jelenlegi 4allaspont szerint egy
spektrumbetegségnek tekinthetd, melynek két végpontja a PXE és a GACI. Az ABCC6 ¢és az
ENPP1 mutaciéi ugyanannak a fizioldgias utvonalnak a modosulasahoz vezetnek (Kawai és

mtsai. 2022; Rutsch és mtsai. 2003).

A PXE (és a GACI) gyogyitasa egyelore nem ismert (Kawai és mtsai. 2022; Pfau és mtsai.
2024). Jelenleg a klinikumban a kiilonb6z6 borgyogyaszati, szemészeti, illetve
kardiovaszkularis elvaltozasok tiineti kezelésére iranyulo terapiak alkalmazasa jellemz6 (Pfau
¢és mtsai. 2024). Prenatalis diagnosztika a PXE esetében nem jellemzd, mivel alapvetden nem
letalis a betegség. Ezenkivil mar a kiilonbozé patogén ABCC6 variansokra irdnyuld

farmakologiai chaperon kezelések is tesztelés alatt allnak (Pomozi és mtsai. 2014).

Az ABCC6-ot és ENPP1-et magaban foglalé foszfat anyagesere utvonalban tovabbi két fehérjét
is ki kell emelniink. Az els6 a TNAP (Tissue-nonspecific alkaline phosphatase), amely a
pirofoszfatot képes inorganikus foszfatta hidrolizalni. Korabban megfigyelték, hogy bizonyos
PXE-betegek magasabb TNAP aktivitdst mutattak, ami csdkkent PPi-szinthez vezetett igy
sulyosbitotta a lagyszoveti meszesedés mértékét (Sanchez-Tévar és mtsai. 2019). A fehérje
ebben a folyamatban betoltott funkcidjat az is alatdmasztja, hogy a TNAP aktivitas csokkentése
Abcc6” egerekben enyhiti a meszesedési fenotipust (Li és mtsai. 2019). A TNAP
enzimfunkcigjanak finomhangolasaért az 5'-ektonukleotiddz gén (NTSE) altal kodolt CD73
fehérje felel, amely az AMP-t képes inorganikus foszfatra és adenozinra bontani. A szabad
formaban 1év6 adenozin a TNAP specifikus gatloja. Ezt az is aldtdmasztja, hogy a NT5E gén
biallélikus mutédcidja ugyancsak egy lagyszoveti meszesedéssel jard betegség - a CD73
elégtelenség altal kivaltott artérias kalcifikacid (ACDC) - kialakulasahoz vezet (St. Hilaire és
mtsai. 2011).
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3. abra: Az ektopikus mineralizacio szabdlyozdsanak molekuldris hattere.
Zebradanio, mint PXE modell

Manapsag a zebradanio (Danio rerio) egyre népszeriibb modellallat a human genetikai
betegségek modellezésében. Kiilondsen fontos szerepet tolt be a csontosodassal kapcsolatos
betegségek kutatdsaban, ugyanis ellentétben a tobbi modell éldlénnyel, a halak csontvazat
érintd kisebb terhelés lehetdvé teszi a mutans allatok hosszabb ideig (akar felnétt korig) valod

¢letben maradasat(Van Wynsberghe és Vanakker 2023).

Korabban az Abcc6” egerekkel végzett kisérletek nagyban hozzajarultak a PXE
patomechanizmusanak mélyebb megismeréséhez (Jiang és mtsai. 2010; Li és mtsai. 2019).
Ugyanakkor célzott hatdoanyag tesztelésre alkalmasabb lehet egy kisebb méretli, gyorsabb
fejlodést és szaporabb modellallat, nevezetesen a zebradani6. Emlitést érdemel az is, hogy a
technikai fejlddéseknek kdszonhetéen ma mar egyszeriien betekintést nyerhetiink az allat teljes
csontvazara, példaul a rontgen mikrotomografia (mikro-CT) segitségével, ezzel utankovetési
lehetdséget nyljtva a patologias meszesedési folyamatok valtozasdnak (Czimer és mtsai. 2021;

Bearce és mtsai. 2023)

A zebradanio és a human genom 71%-ban homolog. A human ABCC6 génnek két funkcionalis
zebradanié paralogja talalhato, az abcc6a (mely 65%-ban hasonlo és 45%-ban azonos az
ABCC6-tal) és az abcc6b.1 (mely 63%-ban hasonld és 47%-ban azonos a human szekvenciaval)
(Czimer és mtsai. 2021). Az évek sordn szamos zebrahal modellt hoztak létre a PXE
tanulméanyozasara (4. 4bra). A legels6 modellek a morfolino-medialt abcc6a’ muténs

zebrahalak voltak, melyek jellemzden rovidebb és gorbiilt testtel rendelkeztek. Az ezt kovetden
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létrehozott Gn. gréiite mutans abcc6a’ éllatokrol szintén hasonld fenotipust irtak le: 8 dpf
kovetden hipermineralizaciot figyeltek meg a gerincoszlopukban, mely gorbiilt gerincet és
rovidebb testhosszt eredményezett. Ezenkiviil a grdte mutansokban a csontok meszesedése
gyorsabban ment végbe, mint a vadtipusu allatoknal, amely a csigolydk Osszendvését
eredményezte. 2018-ban hozték létre az elsé CRISPR/Cas9 génszerkesztett abcc6a’ mutans
zebradaniokat, amelyek szintén hasonld fenotipust mutattak, am a szemiikben és a sziviikben
nem volt megfigyelhetd elmeszesedés. Ezzel szemben a TALEN-nel létrehozott abcc6a™
génkilitott allatokban meszesedési elvaltozasok voltak megfigyelhetéek a szemben €s a szivben

IS (Van Wynsberghe és Vanakker 2023).

A korabban I¢ltrehozott zebradanié modellekben nem volt egyértelmiien kimutathat6 kiilon-
kiilon az abccba és az abccbb gén szerepe a fenotipusos valtozasokban. A limitaciok atugrasa
végett CRISPR/Cas9 medidlt génszerkesztési technika segitségével 1étrehoztunk a laborunkban
egy olyan mutans vonalat, melyben mind az abcc6a, mind az abcc6b.1 gén kiiitésre kertilt.
Megallapitottuk, hogy az abcc6b.1 génnek nincs vagy elhanyagolhato a szerepe a zebradanio
larvak csigolydinak meszesedésében. Ezzel szemben az abcc6a’ homozigbta mutans
allatokban szignifikansan megnétt az elmeszesedett csigolydk szama a vadtipusu testvéreikhez

képest, jol lathato a fenotipusos kiilonbség (Czimer és mtsai. 2021).
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4. abra: Kiilonbozé abcc6a’ zebraddanié modellek dsszefoglalé tablizata (Van Wynsberghe és Vanakker 2023).
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Celkitlizes

Tudomanyos diakkéri munkam célkitiizése egy olyan transzgenikus recipiens zebrahalvonal
létrehozasa, melynek segitségével kiilonboz6 patogén huméan ABCC6 varidnsok szekvenciajat
viszonylag egyszerti modon, célzottan a zebrahal genomjaba illeszthetiink, és igy vizsgalhatjuk
az egyes polimorfizmusok fenotipusos hatasat. Ezt ugy tervezziik véghez vinni, hogy
kozvetleniil az ABCC6 génnel funkcionalis ortologiat mutatd, abcc6a gén helyére illesztenénk
be az 1j transzgénjeinket. Ehhez el6szor a CRISPR indukalt, homolégia alapu javitasi modszert
(CRISPR-HDR) kihasznalva létrehoztunk egy olyan knock-in (KI) vonalat, ahol a zebrahal
abccba génjében célzottan elhelyeztiink egy helyspecifikus rekombinaciohoz hasznalt attP
kazettat. Késobb a PhiC31 fag-eredeti rekombinécios rendszer révén kdnnyedén helyezhetiink
el akar teljes gének kodolo szekvencidjat az adott genomi pozicidoba. Reményeink szerint ezzel
a rendszerrel a jovében in vivo vizsgalhatjuk az ABCC6 patogén mutacioinak és az altaluk
okozott spektrumbetegségnek a diverz korlefolyasat, illetve az ezt befolyasold kiilonbozo
kornyezeti és genetikai faktorok Osszefliggéseit, kvazi személyre szabott modon. Hosszabb
tadvon ez a rendszer lehetdséget nyujt kiilonbozd potencialis gyogyszer hatdéanyagok célzott,

gyors ¢s koltséghatékony tesztelésére is.
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Anyagok ¢s modszerek

Zebradani6 vonalak fenntartasa és szaporitasa

A laborunkban alkalmazott vadtipusu és mutans zebrahalak tenyésztése ¢és fenntartisa az
E6tvos Lorand Tudomanyegyetem allathazaban, standard protokollok (Alestrom és mtsai. 2020)
alapjan torténik (NEBIH engedélyszam: PE/EA/2026-7/2017).

CRISPR knock-in

Molekularis klonozas

Sztenderd restrikcidos emésztéssel és ligalassal hoztuk létre a donor plazmidokat. Az elsé
Iépéshez a pBSKS plazmid vektorba beklonoztuk az abccba-ex2-5 HA-attP-3 'HA-
Zhe:TagRFP-sv40(pA) szekvencia részletet, mig a masodik 1épéshez a pGEM-T easy vektorba
a crybb:eCFP-BGH(pA)-attB-hABCC6-rbG(pA) szekvenciat juttattuk be.

attP knock-in

Az abccba masodik exonjat megcélozva egy szintentikus gRNS-t hasznaltunk. A gRNS-t
crRNS és tracrRNS 0Osszeillesztésével allitottuk elé egy korabbi protokoll alapjan (Kroll és
mtsai. 2021). A gRNS/Cas9 ribonukleoprotein (RNP) komplexben a szekvencia specifikus
CrRNS -t a prediktalt on- és off-targetek alapjan vélasztottunk ki. Az injektalasi mixbe crRNS,
tracrRNS, Cas9-es fehérje, illetve a donor templat keriilt. A kettds szalti donor templatot PCR
segitségével 5’AmC6 modositott primerekkel hoztuk Iétre az altalunk tervezett plazmid
templatrol, hogy megeldzziik a donor lebomlasat, multimerizalodasat, illetve a véletlenszerti

nem-homolog vég sszekapesolast (NHEJ-t) (Mi és Andersson 2022).

Mikroinjektalas

Az embriok begylijtése utdn az dket tartalmaz6 Petri csészét jégre helyeztiik, hogy lelassitsuk a
fejlodésiiket, igy biztositva, hogy egy-sejtes allapotban maradjanak a mikroinjektalas soran.
Megkozelitoleg 1 nL injektalasi mixet injektaltunk az embridkba, egy-sejtes allapotban. Ezt
kovetden tovabbi 15-20 percig jégen inkubaltuk az allatokat, hogy minimalizaljuk a NHEJ
gyakorisagat, illetve eldsegitsiik a homologia-iranyitott javitas (HDR) hatékonysagat (Aksoy
¢s mtsai. 2019).

Genomi DNS izolélas

Az attP injektalt larvakbol kétnapos korukban genomi DNS-t (JDNS-t) izolaltunk modositott
HotSHOT (Hot Sodium Hydroxide and Tris) modszerrel. Ot-6t larvat hasznaltunk a gDNS
készlet (pool) készitéshez. E16szor 50 mM-0s NaOH-ban, 95 °C-on inkubaltuk a larvakat, mig
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kvazi feloldodtak, majd 4 °C-ra visszahtitve, 1 M; pH 8 Tris-HCI-ot hozzaadva neutralizaltuk
az oldatot. Ezt kovetden lecentrifugaltuk a mintakat, és a feliiliszot hasznaltuk a genotipizald

PCR reakciohoz. (Meeker és mtsai. 2007).

Injektalasi hatékonysag ellendrzése PCR-rel

Kétféle primer part hasznaltunk a genotipizalashoz: egy un. vadtipust (WT), nem inszercio
specifikus (abcc6a_ex2-F_att_gt; abccba_ex3-R_att_gt), illetve egy mutans (Mut), azaz
inszercio specifikus (abcc6a-attP-F; abccba_ex3-R att gt) kombinaciot (1. tabldzat). A PCR
reakciot a DreamTaq (Thermo Fisher Scientific) DNS polimeraz alkalmazasaval, a gyartoi
protokoll alapjan végeztiik. A Mut pozitiv mintakbol ujabb PCR reakcidt allitottunk dssze egy
intronikus primer parral (in1-F1; in2-R1), hogy a teljes masodik exont amplifikaljuk. Ehhez Q5
(New England Biolabs) nagy pontossagu (high-fidelity) DNS polimerazt hasznaltunk. A PCR
termékeket ezutan fenol-kloroformos moédszerrel tisztitottuk, majd tobb 1épésben PGEM-t easy
vektor plazmidhoz ligaltuk, LB-Amp, IPTG, X-Gal lemezre oltottuk, végiil kolonia PCR-rel

szelektaltuk az attP inszerciot hordozo fehér telepeket.

Primer neve Primer szekvencidja (5'-3' iranyban)
abccba_ex2-F_att_gt CAGTCCTTGTGTGGGCTCCGTG
abccba_ex3-R_att gt ACTGCGCATGATGGGACTGAGC
abcc6a-attP-F GAGTTCTCTCAGTTGGGGGCCG

1. tablazat: A genotipizdalé PCR-ben alkalmazott primerek szekvencidja.

Sanger szekvenalas
Az inszerziot tartalmazé mintakat fenol-kloroformos modszerrel tisztitottuk, majd a Eurofins

cég Sanger szekvenalasi szolgaltatasat igénybevéve meghataroztuk a nukleotid-sorrendjét.

abccba PhiC31 rekombinacio

Az integralodott attP szekvenciat hordozéd egyedeinek, az abcc6a®?T9lattP-netagRFP] yongl F1
generacidjanak, az utddjaiban teszteltilk a PhiC31 rekombinacids rendszeriinket attB donor
plazmid bejuttatasaval, mely tartalmazta a human ABCC6 szekvencia cDNS-ét és egy
crybb:eCFP markert, mely szintén a konnyebb szelektalast segitette eld. Jelenleg ezt a hibrid
szekvencias megkozelitést hasznaljuk, ugyanakkor olyan plazmid konstrukciokat is
eléallitottunk mar, amelyekkel kifejezhet6 lesz Gnmagaban a teljes open reading frame (ORF)

a megfeleld pozicidban.
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A hordozo allatok mikroszkopos ellendrzése

A homoloég rekombinaci6 ritkasaga miatt és annak érdekében, hogy hatékonyabban tudjuk a
hordoz6 allatokat leszelektalni, mint a hagyomanyos genotipizald6 PCR-es modszerrel, a
templat plazmidhoz hozzaadtunk egy TagRFP markert, amit a zebrahal kikelési enzimjét
(hathcing enzyme) kodold génnek a promotere hajtott meg. Ennek segitségével fluoreszcens
mikroszkoppal (Zeiss Stereo Lumar.V12) is detektalni tudtuk az attP szekvencia beépiilését a

zebrahal genomba.

Hasonl6 elv alapjan ellendriztik a PhiC31 rekombacié sikerességét is. Az attB donor
plazmidokban 1év6 szemlencse specifikus crybb:eCFP marker biztositotta, hogy fluoreszcens
mikroszkoppal detektdlhaté legyen az integracio sikeressége a hordozd larvédk szemében

kifejez0d6 zoldeskek jel alapjan.

Alizarin Voros festés
Alizarin Voros (Alizarin Red S) festéket (0,5%-0s) 1:10 aranyban E3 médiummal (pH = 7)

alkalmazva 20 percig festettiik a humanizalt abcc6a/MBCC6 €6 |aryakat. Ezt kovetden 75 mg/mL

crc

olvadasponti agar6z segitségével beagyaztuk Oket, ¢€s fluoreszcens mikroszkoppal

megvizsgaltuk a vazrendszeri fenotipusokat.
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Eredmények

Az attP szekvencia bevitele az abcc6a genomi lokuszba

A PCR Injektalas
plazmid , 5"HA
templat -mq
5'AmC6 donor DNS
maodositott Cas9 fehérje
donor gRNS
B chré: 10,873,954-11,220,401
- 50 kb T T T T -
L J
1) 1
<5S_rRNA.1153-201 <sumo3a | N | N |
<abecba [ hH——— )
A < 5S_rRNA.1331-201
C D
Genomi allélek
gt-R
e E
e (s) IETERNEEEN— abec6a®
I
-
gtF PTC
abcc6a
o) ISR ) oA - 626)—— 2
1 L L TagRFP &7
PTC

5. dbra: A. Az attP szekvencia bejuttatasanak lépései a zebradanio embrioba. B. A célzott abccba gén genomi
elhelyezkedése. C. Genomi allélek: attP szekvenciat hordozo donor, illetve a TagRFP markerrel kiegészitett
donor plazmid. D. Genotipizdlo PCR gélképe az attP hordozo gDNS készletbdl larvanként, a masodik mintdaban

sikeres volt az integracio. E. Egy TagRFP markert hordozo ldarva fluoreszcens mikroszkdpos képe.

Elsédleges célunk az volt, hogy abccba génbe célzottan bevigyiik az attP szekvenciat. Ennek
érdekében CRISPR alapi knock-in génszerkesztési eljarast alkalmaztunk. A homolog
rekombindcidhoz kétszali DNS donor szekvenciat hasznaltunk mely tartalmazta a Cas9 hasitasi
helyéhez kozeli szekvencidkra specifikus rovid (48 bp hosszl) homoldg karokat és a kdzottiik
1év6 transzgén konstrukciokat (5C abra). Ezt az abcc6a masodik exonjat targetald CRISPR
reagensekkel egyiitt mikroinjektaltuk egy-sejtes allapott halembriokba (5A,B abra). Ezzel a
modszerrel egyuttal abccba funkciovesztéses mutansokat hoztunk 1étre, ugyanis a transzgén
integracioja kereteltolodassal és korai terminacios kodon megjelenésével jart. Korabban az
alapito (P0) allatokbol genotipizalé PCR segitségével, izolalt gDNS készletbdl azonositottuk
az attP szekvenciat hordozo larvakat. Ezt két kiilonb6z6, egy inszerciora nem specifikus (WT),

illetve egy inszercio-specifikus (Mut) primer parral teszteltiik (5C,D dbra). A gélkép alapjan
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legerdsebb jelet mutatd mintabol ujabb - larvanként kiilon-kiilon elvégzett - allél-specifikus
PCR segitségével azonositottuk a tényleges hordozokat. A crispans PO vonalakra altalanosan
jellemz6 allélmozaikossag miatt ezt kovetéen a PCR termékeket PGEM-t easy plazmidba
ligaltuk. A baktérium telepek kék-fehér szelekcioja utan, kolonia PCR-rel ellendriztiik mely
telepek tartalmaznak olyan plazmidokat melyek hordozzak az attP szekvenciat. Ezeket az
allélokat Sanger szekvenalas segitségével validaltuk, melybdl kideriilt, hogy a legtobb esetben
az integracid hiba nélkiil lezajlott (6. abra). Néhany izolalt allél esetében az integralodott
kazettatol 3’ iranyban duplikaciokat talaltunk, melyek feltételezhetéen a rekombinacio

melléktermékeként megjelent mutaciok voltak.

TGGGTCCTTTCTCCATTTTACTGCCTCCATCTCTACTGCCACCCcaactggggtaacet ttgagttetet cagt tegeeeCCGAGGTCGGCTGCCGCTTT
1 2 3 4 56 7 B 9 1011 12
P N WG NI+ WIIhs Wie
1021-1058
abceha-ex2_crRNA-AM

abeeba-ex2-gRNA-TDT_AD minimal attP site
abe cha-exong

template sequence abccfa_sx2-attP-gencmic sPAM

TGGGTCCTTTCTCC:\TTTT)\CTGCCTCCATC TCTACTGCCJ\CCCCM\CTGGGGTMCCTTTG)\GTTCTCTCAGT TGGGGGCCGJ\GG TCGGCTGCCGCTTT
-T7.al

ligned sequence attp_screen_22-3-T7 {attp_screen_22-3

6. dabra: Szekvenogram (Sanger szekvendldas). Sikeresen integrdlodott a minimal attP hely.

Mivel eredeti modszeriinkkel csak PCR felhasznalasaval lehetett genotipizalni az esetleges
hordozé allatokat, egy olyan konstrukcid létrehozdsat is elkezdtiikk, ami lehetdvé tenné a
gyorsabb, mikroszképos beazonositdsait a hordozo egyedeknek. Ehhez a donor DNS
molekulankat az attP szekvencia mellett egy piros TagRFP markerrel is ellattuk, melyet egy
kikelési enzim promoter hajtott meg (5C abra). Az mikroszkopos elemzések alapjan kétnapos
korukban 145 larvabol 44 larvaban lattuk a TagRFP fluoreszcens jelét, igy ezekben az
allatokban (feltételezhetden) integralodott az attP szekvencia (5E abra). Ezt az integraciot allél-

speciﬁkus PCR reakcioval is validaltuk, kimutatva a TagRFP-pozitiV allatokban az attP

crcer

crer

nem vart mutacio (pl. duplikdcid) mar nem volt az inszercios pont kdzelében. Végﬁl a 12-bdl
Osszesen egy olyan allatot talaltunk a felndtt PO-4s generacidban, aki csiravonalban is hordozta

a helyes rekombinéns allélt, ebbdl az allatbol alapitottuk az abcc6ac*?TolatP-he:tagRFPT yonalunkat,
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mely jelenleg az F2 generacional tart. Az erre az allélra homozigéta allatok larvalis korban és

feln6tt stadiumban is mutattak a funkciovesztéses KO vonalra jellemz0 vazrendszeri fenotipust.

PhiC31-alapu rekombinacié az abcc6a lokuszban

A PhiC31 rekombinacios rendszerre alapuld transzgenikus rendszer fejlesztése soran ezidaig a
zebradanié abcc6a funkcionalis ortologjanak vadtipust human ABCC6 szekvenciaval vald
menekitésével probalkoztunk. Fontos megjegyezni, hogy az irodalomban jelenleg nincsen adat
a tekintetben, hogy az emberi ABCC6 fehérje hal modellben expresszaltatva valoban
funkcioképes lehet. Emiatt a kisérlet rizikos és menekitéses vizsgalattal kapcsolatos esetleges
kudarc félrevezeté lehet a transzgén konstrukcionk megbizhatosagara vonatkozoan. Emiatt
laborunkban folyamatosan dolgozunk olyan 10j donor plazmidokon melyek megfeleld
modszertani kontrollként szolgalhatnak a jovoben és segit ennek az ujfajta metodologiai

megkozelitésnek az optimalizalast.

A humanizat halvonal létrehozasanak kovetkez6 1épéseként az attB szekvenciat is tartalmazo
donor plazmid és a PhiC31 fehérje ko-injektalasaval bejuttattuk a human ABCC6 gén cDNS-ét
a korabban létrehozott attP szekvenciat hordozé (abcc6a®*?TolattP-ne:tagRFPLy yopnal F1
generacidjanak az utddjaiba (7A abra). A konnyebb szelekcid érdekében donor plazmidjainkban
egy szemlencse-specifikus crybb:eCFP markert is hasznaltunk a hABCC6 hordozé allatok
azonositasara (7B,C abra). Ennek a markernek kdszonheten a sikeres integraciot a lencsében
megjelend zoldeskék jel alapjan fluoreszcens mikroszkoppal tudjuk azonositani (7D 4bra). Igy
tehat 1étrehoztunk egy hibrid szekvenciat, melynek az els6 részét a hal abcc6a masfél exonja,
mig a masodik felét a bejuttatott human ABCC6 cDNS szekvencia megfeleld része képzik. A
két fluoreszcens marker (eCFP, TagRFP) atirodasa fliggetlen a hibrid szekvenciatol, szamukra
kiilonalldo promoterek biztositjak az aktivitast (7C abra). Emellett emlitésre szorul, hogy a
rekombindcidval bekeriil a donor plazmid gerince is. Emiatt mindent egybevetve egy kozel 9.5
kb méretli inszercio keletkezik. Annak az esélye, hogy ezt kovetéen a hal megmaradt abccéa
szekvenciaja valamilyen alternativ iniciacios hely segitségével atirodik és a hal fehérje
expresszidja a nativ allatokhoz hasonl6an nyilvanul meg, csekély. Ennek bizonyitasara azonban

tovabbi kisérletek sziikségesek.

A célunk végsé soron az lenne, hogy az integralodott human ABCC6 gén expresszidjat a vele

funkcionalis ortoldgiat mutat6 hal gén genomi kérnyezete szabalyozza.
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utodjaiban teszteltiik a PhiC31 rekombindcios rendszeriinket. B. A humdan ABCC6 szekvencianak a CDNS-ét
beklonoztuk az attB donor szekvencidba, majd PhiC31 fehérje jelenlétében bejutattuk az attP szekvencidt

hordozo embriokba. C. A konnyebb szelektalas érdekében egy crybb:eCFP markert is bejutattunk a hABCC6

szekvenciaval. D. Egy attB donor plazmidot hordozo larva mikroszkopos képe. A larva szemében lathato a

crybb:eCFP marker miatti zoldeskék jel.

A PhiC31 helyspecifikus rekombinaciés rendszerrel injektalt, hABCC6 szekvenciat
mozaikosan hordozé egyedeket (abcc6aTatt-NABCCE-crybb:eCEP-atiR]) felneveltiik, majd az egyik
csiravonalban is hordoz6 hal utddjaiban Sanger szekvenalassal is igazoltuk a hABCC6

szekvencia sikeres integraciojat (8. abra).

P R L R e T e T T R T L e e R e T

attl
[ attB...ent
abccba-ex2-5'-fragment [ hABCCE =

template sequence abccha_att-recomb_model hABCCS

uMunW|1hlthlqu.‘|N Uw‘i.".uml .||.|J|u‘||‘dluuu.ilul.i| ‘lNl,lA‘J‘H»";.ULI|LI|IM|J hl““ih L L

LL |h.m U1l H.muun Wl h..h.u |n.w.m.u.ﬁ.

ahlned smnu N«BCCG N l Prnued (hAB{Cb M1 Prc-ucd abl)

|‘| ”h

8. abra: A hABCC6 szekvencia bevitele a zebraddanio genomba. A szekvendlt adatok illesztése azt mutatja, hogy

Kovetkez6 1épésben azt vizsgaltuk meg, hogy az emberi ABCC6 jelenléte képes-e kompenzalni
az Abcco6a hidnyat zebradanio larvakban. Ehhez a humanizalt transzgénikus kazettat hordozo
egyedeinket kereszteztiik homozigota abccba (KO) mutansokkal és az abcc6a/Tolatl-hABCCE-

crybb:eCFP-atR] (tovabbiakban abcc6a’BCCE) 1arvakban vizsgaltuk a csontosodds mértékét.
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abcc6a-/hABCC6

crybb:eCFP

9. abra: Alizarin Viros festést kovetéen készitett fluoreszcens mikroszkopos képeken latszik, hogy a humanizalt
larvak csigolydinak meszesedésének mértéke a vadtipusii dallatok fenotipusdahoz hasonlo, korai csigolya fiizios

nem lathato.

Alizarin Voros festést kdvetden a humanizalt abcc6a’™BCC6 egyedekben fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk. Megfigyeltik, hogy a heterozigéta alltatok a homozigota
mutansokra jellemzo6 korai csigolya fuzios fenotipust nem mutattak, ami biztato jel arra, hogy
a human allé]l menekiteni tudja a fenotipust. Azonban az eddigi alacsony elemszam miatt, ennek
igazolasara tovabbi kisérletek sziikségesek (9. abra). Emellett az j transzgéniink transzkripcios
¢s transzlacios hatékonysagaval kapcsolatban sem allnak rendelkezésiinkre jelenleg adatok.

Ezeket a jovOben qPCR és Western Blot mérésekkel szeretnénk potolni.
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Diszkusszio

Az ABCC6 patogén mutacioi altal okozott spektrumbetegség diverz korlefolyasara hatd
kiilonb6z6 kornyezeti (pl. kor, életmdd) és genetikai (pl. hordozott polimorfizmus) faktorok ez
idaig kevéssé ismertek. Kiilondsen abban a tekintetben, hogy az ilyen faktorok kombinatorikus
hatasara hogyan valtoztat a betegség progresszidjan és megjelenésén (pl. PXE vagy GACI
jellegii). El6fordulhat, hogy a polimorfizmus jellegébdl fakadoan az adott paciens egy teljesen
eltéré klinikai megkdzelitést igényelhet. Erre jo példa, hogy bizonyos, az ABCC6 fehérje
szerkezetét érinté variansoknal, ahol a mutacio miatt a fehérje nem megfeleléen tekeredik fel,
igy nem tud Kijutni a sejtmembranba, kezelhet6 lehet kémiai chaperon készitményekkel

(Pomozi és mtsai. 2014).

Az altalunk kifejlesztett PhiC31 rekombinacio-alapu in vivo rendszerrel a zebradanié abcc6a
funkcionalis ortolog szekvencidjat részlegesen helyettesitettiik a human vadtipusi ABCC6
szekvenciaval. Ezaltal a szekvencia nagy részét a human gén kodolja, am magat a génkifejezést,
reményeink szerint tovabbra is a zebradanié gén genomi kérnyezete iranyitja. A transzgén altal
kodolt fehérje funkcionalis kiértékelése még jelenleg is zajlik. Tovabbi elénye a modszernek,
hogy helyspecifikus (az integracié nem random torténik) és ellentétben a mas génbeviteli

modszereknél gyakran eléforduld kopiaszam eltérések kikiiszobolhetdek.

rekombinans

allélek halvonalak fenotipusos hatdanyag
klonozasa létrehozasa vizsgalatok tesztelés
, =
human klinikai polimorfizmus bank humanizalt hal személyre szabott human alkalmazas
adatok modellek kisérleti modell

10. d@bra: Transzegnikus recipiens zebrahalvonal létrehozasanak és alkalmazdsanak sematikus folyamatabrdja.

A létrehozott humanizalt transzgenikus platform segitségével lehetdségiink nyilik a patogén
ABCC6 varidnsok szekvencidjanak a halgenomba torténd, viszonylag gyors és rutinszeri
bejuttatasara (10. abra). Ennek segitségével akar személyre szabottan is vizsgalhatova valnak
az egyes polimorfizmusok korlefolyasra gyakorolt hatasai. Raadasul az igy 1étrehozott in vivo
modellek specifikus hatdéanyagtesztelésnek vethetdk ald. Jovobeni terveink kozott szerepel egy
olyan plazmid konyvtar létrehozédsa, mely tartalmazza a leggyakrabban eléfordulo ABCC6
patogén variansok szekvenciait. Ez sokkal koltséghatékonyabb és célzott in vivo gyogyszer

hatoanyag tesztelésre ad lehetdséget (Gibert, Trengove, ¢s Ward 2013). Reményeink szerint az
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Uj rendszeriink, a mas modell organizmusokban (példaul egereken) torténd teszteléshez képest

joval gyorsabb és koltséghatékonyabb megoldast biztosit majd a jovoben.
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