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Korabbi eredményeink szerint HaCaT human keratinocita sejtkultiraban a NADPH oxidazok
csaladjaba tartozo fehérjék koziil a dual oxidaz 1 (Duoxl) fehérje van jelen legnagyobb
mennyiségben. Ez az enzim felelds a sejtben kivaltott Ca™-jelek altal indukalt hidrogén
peroxid termelddésért. A Duox1 altal termelt peroxid in vivo, léguti epitél sejtekben a
laktoperoxiddz (LPO) enzimnek is szubsztratja lehet. Célunk volt, hogy létrehozzunk egy
genetikailag Duox1 hianyos, knockout keratinocita sejtvonalat. Ehhez a CRISPR nevii
génszerkesztési technikat alkalmaztuk. A Duox1 moédositasra tervezett CRISPR konstrukttal
transzfektalt sejteket a konstrukt GFP expresszioja alapjan aramldsi citometria alap
sejtvalogatassal azonositottuk, a kivalasztott sejtekbdl klonokat novesztettiink. A klonokban a
génszerkesztés megtorténtét Surveyor nukledz elemzés segitségével ellendriztiik, a pozitiv
klonokbol izolalt genomidlis DNS-t szekvendlassal ellendriztiik. A sejtklonok Duoxl
expresszidjanak meglétét vagy hianyat mRNS és fehérje szinten is ellendriztiik illetve
megmértiik a sejtek Ca'-jelre mutatott H>O2 termelését mind fluorimetrids, mind
mikroszkopos, biotin-tyramid jeldléses technikakkal. Ezen mérésekkel Duox1 knockout
sejtklonokat azonositottunk, melyek miikodését a tovabbiakban a génmoddositast nem
tartalmaz6, kontroll sejtvonallal Osszehasonlitva tudjuk elemezni. Ezaltal a Duoxl
keratinocitak jelatvitelében, autokrin és parakrin miikodéseiben jatszott szerepét, illetve az
LPO-val val6 egyiittmiikddését érthetjiik meg.



