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SUTRUMPINIMU SARASAS

a.r. — aminoriigstis

A2>p — linijinis di-adenilatas, turintis 2°3’-ciklinj fosfata
Azp — linijinis di-adenilatas, turin¢io 5’-hidroksi ir 3’-fosfato grupes
Acr — angl. anti-CRISPR

AMP — adenozino monofosfatas

Ap —ampicilinas

BCIP — 5-Bromo-4-chloro-3-indolil fosfatas

bp — baziy pora

Canl —angl. CRISPR ancillary nuclease 1

Cardl — angl. cOA-activated RNase and DNase 1

CARF —angl. CRISPR-associated Rossmann fold

Cas — angl. CRISPR-associated

Cb — karbenicilinas

Cm — chloramfenikolis

cOA — ciklinis oligoadenilatas

CRISPR —angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Crn —angl. CRISPR ring nuclease

crRNR — CRISPR RNR

dg — dvigrandinis

DNazé — deoksiribonukleazé

EtBr — etidzio bromidas

Gent — gentamicinas

HTH — angl. helix-turn-helix



Kn — kanamicinas

LB — Luria-Bertani (mitybiné terpé)
Me?* — dvivalen&io metalo jonai

NBT — angl. nitro blue tetrazolium

NDS — natrio dodecilsulfatas
NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato-poliakrilamidinio gelio elektroforezé
nt — nukleotidas

PAA — poliakrilamidas

PAM - angl. proto-spacer adjacent motif
PGR — polimerazes grandininé reakcija
PNK — T4 polinukleotidkinazé

RNaz¢ — ribonukleazé

Str — streptamicinas

Tris — tri-(hidroksimetil)-aminometanas
vg — viengrandinis

wt — laukinis tipas



IVADAS

Il tipo CRISPR-Cas yra prokariotinés apsaugos nuo virusy ir Kity invaziniy nukleorigsciy
sistemos. Bakterijoms ir arché¢joms apsaugg suteikia efektorinis kompleksas Csm arba Cmr, kurj
sudaro 5 Csm arba 6 Cmr baltymai ir trumpa RNR (crRNR). Siam kompleksui transkripcijos metu
atpazinus susintetintg viruso RNR yra aktyvuojami trys komplekso aktyvumai. Komplekso
Csm3/Cmr4 subvienetai degraduoja atpazintg transkriptg (Tamulaitis et al., 2014), Cas10 subvieneto
HD domenas hidrolizuoja invazing DNR transkripcijos vietoje (Kazlauskiene et al., 2016), o Cas10
Palm domenas i§ ATP sintetina 3-6 AMP dydzio ciklinius oligoadenilatus (cOA) (Kazlauskiene et
al., 2017). Priklausomai nuo konkrecios sistemos, cA4 arba cAs veikia kaip signalinés molekulés,
aktyvuojancios papildomus Il tipo CRISPR-Cas sistemy efektorinius baltymus. Daugelis Siy
baltymy-efektoriy turi CARF (angl. CRISPR-associated Rossman fold) domena, suriSantj cOA, ir
efektorinj domeng, kuris gali pasizyméti jvairiais fermentiniais aktyvumais: nespecifiniu
ribonukleaziniu, deoksiribonukleaziniu, deaminaziniu ir kt. (Makarova, Timinskas, et al., 2020).
CARF efektoriai padeda Csm/Cmr kompleksui jveikti infekcija, taciau taip pat gali biiti toksiski
paciai lastelei ir sukelti altruisting lastelés ziiti. Siekiant to iSvengti, reikalingi cOA kiekj lasteléje
reguliuojantys mechanizmai. Sig funkcija atliecka dar vieni IIl tipo CRISPR-Cas pagalbiniai
fermentai, pavadinti Ziedo nukleazémis (Crn, angl. CRISPR-Cas ring nucleases). Ziedo nukleazés
baltymai daznai turi CARF sankloda ir degraduoja cA4 (Athukoralage et al., 2018) ar cAs (Smalakyte
et al., 2020). Crn koduojantys genai yra randami $alia III tipo CRISPR-Cas sistemy, taciau yra
zinoma, kad Ziedo nukleazes savo genomuose koduoja ir virusai, kurie pasitelkia jas neutralizuodami

I11 tipo CRISPR-Cas apsauga (Athukoralage, McMahon, et al., 2020).

Siuo metu isskiriamos kelios Crn $eimos, besiskirian¢ios sankloda, veikimo mechanizmu ir
katalizuojamos reakcijos greiCiu. Taip pat sp€¢jama, kad kai kurie nezinomos funkcijos III tipo
CRISPR-Cas kaimynystéje esantys genai galéty koduoti naujas ziedo nukleazes (Makarova,
Timinskas, et al., 2020). Viena i§ tokiy spéjamy nukleaziy — necharakterizuoti Csx20 baltymai. Siame
darbe charakterizavome dviejy Csx20 Seimos baltymy aktyvumus in vitro ir in vivo. Su Il tipo
CRISPR-Cas asocijuoty baltymy moksliniy tyrimy aktualuma rodo tai, kad $iuo metu CARF
efektorius bandoma pritaikyti intensyviai kuriant jautrias virusy nukleortig§¢iy detekcijos sistemas,
tokias kaip pvz. skirtas detektuoti SARS-CoV-2 RNR, tokiu budu prisidedant suvaldant COVID-19
pandemija (Nemudraia et al., 2022; Steens et al., 2021).



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:
Istirti Csx20 Seimos spéjamy ziedo nukleaziy aktyvuma in vitro ir in vivo.
UZdaviniai:

Nustatyti HpCsx20 ir Rm378Csx20 oligomering biiseng.

Ivertinti HpCsx20 ir Rm378Csx20 gebéjimg hidrolizuoti cA4 ir cAs in vitro.

Identifikuoti HpCsx20 aktyvyjj centrg.

Istirti, ar HpCsx20 ir Rm378Csx20 geba panaikinti cOA paremtg III-A tipo CRISPR-Cas

sistemos toksiskuma in vivo.

M W



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Prokarioty apsaugos nuo svetimy nukleoraigsciy sistemos

Svetimos nukleortigStys yra iSgyvenimui grésme kelianti klititis, su kuria gamtoje nuolat
susiduria bakterijos ir arch¢jos. Svetimos nukleortigstys i 1astelés vidy gali patekti virusinés infekcijos
metu, natiiralios transformacijos budu ir kitais keliais. Vieni i§ pagrindiniy bakterijy priesy, galintys
sutrikdyti mikroorganizmo gyvenimo ciklg — virusai yra gausiausi organizmai biosferoje (Clokie et
al., 2011). SkaiCiuojama, kad jy yra apie desimt karty daugiau, nei paciy bakterijy (Brissow &
Hendrix, 2002). Manoma, kad kiekvienai bakterijy rasiai egzistuoja bent viena jg infekuojanciy
bakteriofagy rasis (Keen, 2015), be to virusai itin lengvai mutuoja (Weinbauer, 2004). Kad apsiginty
nuo virusy, evoliucijos eigoje bakterijos jgijo jvairias bakterijy apsaugos sistemas (Samson et al.,
2013), kurios sudaro reikSmingg genomo dalj ir paprastai telkiasi vienoje genomo vietoje,

vadinamose ,,gynybinése salose* (angl. defense islands) (Makarova et al., 2011).

Bakteriofago infekcijos cikla sudaro keli etapai: adsorbcija prie lgstelés, DNR patekimas
lastele, DNR replikacija, transkripcija ir transliacija, subrendusio viriono susiformavimas ir Igstelés
lizé (Labrie et al., 2010). Bakterijos turi gynybiniy pajégumy, nutaikyty j kiekvieng i§ $iy etapy (1.1
pav.)

1 ) Adsorbcija Q
- : 1.1 pav. Prokarioty antivirusinés sistemos
ijos i ij Si . o s . o .
o c"osg"te[a:tr:;cs'flé K virusinés infekcijos metu. Prokariotams
\, biidinga didelé apsaugos sistemy jvairove,
ONR I‘;as‘t‘:‘émas' jgalinanti apsisaugoti kiekviename virusinés
Q o / \ infekcijos etape. Adaptuota pagal (Labrie ir
kt., 2010).
] 9 Virusin¢ ataka gali bti atremta dar
I N Viriono S B J adsorbcijos metu. Tai pasickiama jvairias
¥l each o . g
R i g ’? budais:  viruso  atpazjstamy  nuosavy
CBASS -
O Q\, CRISPR Cas ) & R receptoriy blokavimu ar maskavimu, taip pat
Ago
X panaudojant  konkurentinius  receptoriy

r
Abortyvme infekcija
Toksinas-antitoksinas

Transkrl cija
W slopiklius (Labrie et al., 2010). Jei $ios
. 07 strategijos viruso adsorbcijos nesustabdo, jo
f DNR patekimg ] Igstele gali sustabdyti Sie
(angl. Superinfection exclusion) sistemos,
kurias sudaro superinfekcijg slopinantys baltymai (Mahony et al., 2008). Su DNR metabolizmu
susijusius infekcijos etapus stabdo daugybé nukleoriigstis hidrolizuojanciy sistemy, i§ kuriy

geriausiai iStirtos yra restrikcijos-modifikacijos (Pingoud et al., 2014) bei CRISPR-Cas (Wright et



al., 2016). Jeigu virusas apeina visas minétas sistemas, bakterijos gali pasitelkti toksino-antitoksino
bei abortyvinés infekcijos sistemas. Abortyviniy sistemy yra jvairiy, taciau jos visos veikia
»altruistinés lastelés savizudybés® principu, apsaugodamos kaimyniniy bakterijy populiacijas nuo

viruso i$plitimo (Lopatina et al., 2020).

IstoriSkai beveik visas démesys buvo sutelktas restrikcijos-modifikacijos, abortyviniy
infekcijy, véliau ir CRISPR-Cas tyrimams (Hampton et al., 2020; Ofir & Sorek, 2018). Vis délto,
2018 m. atlikti tyrimai pradéjo nauja prokariotiniy antvirusiniy sistemy tyrimy erg. Buvo atrasta 10
naujy apsaugos sistemy (Doron et al., 2018), véliau kiti tyrimai identifikavo dar deSimtis iki tol
nezinomy sistemy (Cohen et al., 2019; Gao et al., 2020; Millman et al., 2022). Siais metais Millman
ir kolegos kompiuterinés analizés pagalba identifikavo >7000 geny klasteriy, kurie, spéjama, koduoja
naujas gynybines sistemas. Manoma, kad didelé dalis bakterijy gynybinio arsenalo Vvis dar islicka
neatrasta (Millman et al., 2022). Tolimesniuose skyriuose aptarsiu vieng i§ iSsamiausiai iStyrinéty

bakterijy apsaugos sistemy — CRISPR-Cas.
1.2 CRISPR-Cas sistemos

CRISPR-Cas yra prokarioty adaptyvaus imuniteto sistemos. Pastaruoju metu iSgarséjusios kaip
naujos kartos genomo redagavimo jrankiai, CRISPR-Cas apsaugo nuo svetimy nukleortgsciy
bakterijose ir archéjose. CRISPR-Cas genominis regionas yra sudarytas i§ CRISPR regiono ir cas

geny (1.2 pav.).

cas genai CRISPR cas genai

Pz Y
mpEpE) [ emeE 1 Em)m)—)
Pasikartojimas Skirtukas ~ Bakterijos DNR Pasikartojimas

PAM Proskirtukas  Viruso DNR

1.2 pav. CRISPR-Cas genominio regiono sandara. CRISPR-Cas sudaro CRISPR regionas ir cas
genai (juodos rodyklés), galintys biti issidéste pries CRISPR regiona, uz jo arba supantys jj i$ abiejy
pusiy. CRISPR regiong sudaro unikaliis skirtukai (kvadratai) ir identiski bakterijai saviti
pasikartojimai (rombai), apsupti lyderinés sekos (L) ir terminalinio pasikartojimo (T). Skirtukai yra
kile i§ egzogeninés nukleortigsties, kurioje skirtuky seky atitikmenys yra vadinami proskirtukais. Kai
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kuriose sistemose taikinio atpazinimui yra svarbi ne tik proskirtuko, bet ir PAM (angl. proto-spacer
adjacent motif) seka, kuri viruso genome yra $alia proskirtuko sekos (Wright et al., 2016).

CRISPR-Cas imuninj atsaka sudaro trys pagrindiniai etapai: adaptacija, raiska ir interferencija
(1.3 pav.). Kai sistema susiduria su nauja svetima nukleortigstimi, vyksta adaptacija. Casl ir Cas2
baltymai sudaro kompleksa, kuris prisijungia prie taikinio DNR, neretai atpazindamas PAM seka —
trumpg savitg 1-5 bp ilgio fragmenta, reikalingg atskirti svetimg nukleortig§t] nuo savos, esancios
CRISPR regione (Shah ir kt., 2013). Tuomet yra iskerpama DNR dalis, vadinama proskirtuko seka,
kuri kaip skirtuko seka yra jstatoma j CRISPR regiona.

RaiSkos metu CRISPR regionas yra nuraSomas kaip vienas transkriptas, dar vadinamas pre-
crRNR (trumpinys nuo angl. pre-CRISPR RNA). Jis yra subrandinamas iki trumpesniy RNR — crRNR
(angl. CRISPR RNA), kuriy Serdj sudaro tik vieno skirtuko seka. I, III ir IV tipo CRISPR-Cas
sistemose (1.4 pav.) pre-crRNR brandina Cas6 ribonukleazés, kurios specifiskai hidrolizuoja pre-
crRNR kiekvienoje pasikartojancioje sekoje. V ir VI tipo CRISPR-Cas pre-crRNR brendimg vykdo
atitinkamai Cas12 ir Cas13 baltymai, Il tipo sistemose — CRISPR-Cas nepriklausanti ribonukleazé
(RNazg) 1.

Svetima nukleortigst] interferencijos metu degraduoja kompleksas, sudarytas i$ Cas baltymy ir
subrendusios crRNR. Komplekse surista crRNR atlicka gido vaidmenj, atpazindama proskirtuka,
esant] viruso ar plazmidés genome. Efektorinis kompleksas atpazjsta taikinio seka pagal Sios
komplementaruma crRNR ir hidrolizuoja jg. Kai kuriose sistemose taikinio hidrolizei pasitelkiami

papildomi Cas baltymai (Makarova, Wolf, et al., 2020).

1.3 pav. CRISPR-Cas sistemy veikimo
mechanizmas. Adaptacijos stadijoje
| cstcas svetimos nukleortigSties  fragmentas
O EOEI O EO— (proskirtukas) yra jstatomas j CRISPR
Adaptacija { } regiong (skirtukai pavaizduoti spalvotais
e QEIQEIQOEOEIO— | staciakampiais, pasikartojimai  —
! rombais) kaip naujas skirtukas (SO0).
- 9_ 9_ 9_ R CRISPR regiono nuorasas (pre-CrRNR)
Raiska P cscmzcaiveen | SUDFandinamas - iki- crRNR - molekuliy,
R R R kuriy Serdj sudaro vienas skirtukas.
- prrcigtis Interferencijos metu Cas baltymai su
‘ | crRNR suformuoja efektorinj
Tuerferonciis { Efektorinis kompleksa, kuris sukarpo skirtukui
k- R RPN komplementarig sekg turingias
nukleoragstis. Adaptuota pagal (Wright
NX_ ——~— | irkt, 2016).
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CRISPR-Cas sistemos gamtoje pasizymi itin didele jvairove. Pagal interferencija vykdancio
komplekso sandarg, CRISPR-Cas skirstomos j 2 klases, kurios, pagal koduojama konservatyvy
baltyma, smulkiau skirstomos j tipus: I tipo CRISPR-Cas turi Cas3, Il — Cas9, Il — Cas10, V — Cas12,
VI — Casl3, o IV tipo efektoriui néra identifikuotas taikinio hidroliz¢ atliekantis baltymas (1.4 pav.).
1 klasei (I, 111 ir V tipai) priskiriamos CRISPR-Cas sistemos turi daugianarj interferencijg atlickantj
kompleksa, sudarytg i§ 4-7 skirtingy baltymy: Cas3, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8 arba Cas10 bei Casll
(1.4 pav.). Tuo tarpu 2 klasés CRISPR-Cas sistemos turi vieng, i§ daugelio domeny sudarytg
efektorinj baltyma, suriSantj crRNR: Cas9 — |1 tipo sistemose, Cas12 — V tipo sistemose, Casl3 — VI
tipo sistemose. Zinomiausias tokio efektoriaus pavyzdys — Cas9. Cas9 baltymas ir kiti 2 klasés

sistemy efektoriai turi visus aktyvumus, reikalingus interferencijai.

Skirtukai
Cas8 arba
Cas3  Cas10 Cas1l Cas7 Cas5 Cas6 Casl Cas2 Cas4
1klase  |UOODNN0 ) P D B B, o, |
Didysis Mazasis
Efektorinj kompleksg / subvienetas subvienetas CRISPR
formuojantys baltymai Casl cas2 Casa
2 klasé X I B, e | |
tracrRNR Vienas efektorinis baltymas
Signalo perdavimas/
Adaptacija Raiska Interferencija pagalbineés funkcijos
r r LU Ll N ¥t ]
CRISPR Skirtuko pre-crRNR  Efektorinis modulis (susiridimas Taikinio .C?AA Efektorius Sied Nfezn:oIna
regionas jstatymas  brendimas su crRNR ir taikiniu) kirpimas ~ *'"eZ€ ) e00), TURNeld
Sensorius nukleazé
[ [— [ | 1
Itipas DM (Gost) (Gas2) (Gosa) (Gose ) ([[cas7) (as5) (W) Gastfos)  cos3” | cas3
@
) == S opeen - ) e
S| i tipas W (Cast) (Gas2) (AT [ cas6 | ([ffficas7 ) (cass) (s ) Cast0arbaDs ) (€A ) | caRF*,
L]
LIV tipas il G51) @) cas6 ([[[cas7 | cass | ms [csfifos | oinG
(11 tipas PR (Ces1) (Cas2) (Gas4) fnaze Cas9 Csn2.
o | P3SN S S SSS gazed)
wv
< | Vtipas I (G} ) (Ga) | =
o~
| Vi tipas Jjif] (1) G2 | Cas13

1.4 pav. CRISPR-Cas sistemy klasifikacija. (A) 1 ir 2 klasés sistemy genominiy regiony sandara.
(B) CRISPR-Cas sistemy funkciniai moduliai. DS — didysis subvienetas, MS — mazasis subvienetas.
Adaptuota pagal (Makarova, Wolf, et al., 2020).

Kai kurios CRISPR-Cas sistemos yra asocijuotos su genais, kurie tiesiogiai néra susije Su
CRISPR-Cas imuniteto stadijomis: adaptacija, raiSka ar interferencija. Tokiy geny pavyzdziai —
jvairis CARF domeng turintys baltymai, sutinkami $alia III tipo sistemy, DinG ir CysH baltymai —
Salia IV tipo sistemy (Makarova, Wolf, et al., 2020). Geriausiai charakterizuoti su CRISPR-Cas
sistemomis susij¢ baltymai yra pagalbinés III tipo CRISPR-Cas CARF-HEPN RNazés Csm6
(budingos III-A tipo sistemoms) bei Csx1 (budingos I1I-B tipo sistemoms).
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1.3 11l tipo CRISPR-Cas sistemos

Il tipo CRISPR-Cas sistemos pasizymi kompleksiniu veikimu, skirtingai nuo kity tipy
CRISPR-Cas sistemy, kuriy taikinys yra arba viruso dvigrandiné DNR, arba RNR. 111 tipo sistemose
crRNR ir Cas baltymai susijungia j efektorinj kompleksg ir I11-A tipo sistemose jis vadinamas Csm,
0 lI-B — Cmr. Csm ir Cmr kompleksai vykdo interferencija nuo transkripcijos priklausomu DNR
nutildymo budu (Elmore et al., 2016; Estrella et al., 2016; Kazlauskiene et al., 2016; Tamulaitis et
al., 2017). Virusui patekus ] bakterijos lastele, transkripcijos metu Csm ar Cmr efektorinis
kompleksas atpazjsta sintetinamus svetimus transkriptus (1.5 pav.). Kai Csm/Cmr susiriSa su RNR
molekule, tuomet yra alosteriskai aktyvuojami 3 komplekso fermentiniai aktyvumai: (i) Csm3/Csm4
subvienetai sukarpo transkribuojamg RNR, (ii) Casl0 subvieneto HD domenas degraduoja
transkripcijos burbulo vietoje RNR polimerazés i$stumtg vieng i§ DNR grandiniy (Tamulaitis et al.,
2017), (iii) Cas10 Palm domenas i§ ATP sintetina 3-6 AMP dydzio ciklinius oligoadenilatus (COA)
(Kazlauskiene et al., 2017; Niewoehner et al., 2017).

viruso RNR atpazinimas  Csm/Cmr komplekso atsakas CAREF efektoriaus atsakas

Csm3 JUTIKLIS

7?\/\_/\/\/\/\/\/

Y taikinio RNR karpymas

ATP S % 8]
Cas10.HD 7 EFEKTORIUS
[ 5' RAVAYS \/ /5 neaktyvus efektorius RNR hidrolize
RYAYAYAY ¥ - 5
WA 5! (2) DNR degradavimas . (Csmé, .Csx%,.CanZ)
= vgDNR hidrolizé
@ (Can2)

% aktyvuotas efektorius dgDNR vg triikiy jvedima

Cas10.Palm+ATP =
O O (Can1)
e~ e mRNR hidrolizé
W it (CARF-RelE)
(3)cikiiniai oligoadenilatai Cmi w [ cm2
(cOA) Cm3  CARF DUFf874

Pavienés zZiedo nukleazés

1.5 pav. 11 tipo CRISPR-Cas sistemy veikimo mechanizmas. Viruso infekcijos metu Csm ar Cmr
kompleksas atpazjsta transkripcijos metu susintetintag svetimg RNR ir jsijungia 3 komplekso
aktyvumai: Csm3 subvienety vykdomas taikinio RNR karpymas, Cas10 subvieneto Palm domento
vykdoma cOA sintez¢ ir Cas10 HD domeno vykdomas transkripcijos burbule susidariusios vienos i$
DNR grandiniy degradavimas. Susintetinti cOA tarnauja kaip signalas lastel¢je jjungti papildoma
efektorinj baltyma, kuris padeda III tipo CRISPR-Cas sistemai kovoti su infekcija. cOA risasi su
efektorinio baltymo Csm6 CARF domenu ir aktyvuoja jo HEPN domeng. Aktyvuotas Csm6 HEPN
domenas pradeda nespecifinj RNR degradavima. Sis aktyvumas i§jungiamas Csm6 CARF domenui
degradavus cOA. Csm6 CARF domenas veikia kaip cOA Ziedo nukleazé. cOA degradavima taip pat
gali atlikti ir atskiros ziedo nukleazés.

cOA veikia kaip antrinés signalinés molekulés, kurios aktyvuoja III tipo CRISPR-Cas
pagalbinius baltymus, turin¢ius CARF domeng. Csm/Cmr komplekso susintetinti, dazniausiai, cA4
arba cAs prisijungia prie sensoriaus — Csm6 ar Csx1 (Foster et al., 2020) baltymo CARF domeno (1.5
13



pav.). CARF-cOA sgveika lemia baltymo konformacinius poky¢ius, kurie aktyvuoja su CARF sulieto
HEPN (angl. higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding) domeno RNazinj aktyvuma.
Skirtingose bakterijose Csm6/Csx1 jjungia skirtingo dydzio cOA molekulé. Thermus thermophilus
(Tt) Csm6 (Kazlauskiene et al., 2017) ir Sulfolobus solfataricus (Ss) Csm6 (Rouillon et al., 2018)
aktyvuoja cAs4, Csmb6 i§ Streptococcus thermophilus (St) aktyvuoja cAs (Kazlauskiene et al., 2017).

CARF (angl. CRISPR-associated Rossmann fold) domeng turintys baltymai sudaro didele
baltymy superseimag, kuri yra paplitusi tiek bakterijose, tiek ir archéjose. Kompiuteriné analizé
atskleidé, kad CARF baltymai randami sulieti su jvairius aktyvumus turin¢iais domenais, RNaziy,
jvairiy deoksiribonukleaziy (DNaziy), deaminaziy, membrany poras formuojanciy domeny, taip pat
su spéjamais transkripcijos reguliatoriais HTH (angl. helix-turn-helix) ir kt. (Makarova, Timinskas,

etal., 2020). Toliau aptarsiu CARF baltymy $eimos nomenklatiirg ir charakterizuotus atstovus.
1.4 CARF baltymai

CARF domenas pasizymi j Rossmann panasia sankloda: 6 3 juostomis, i§ kuriy penkta ir Sesta
suformuoja B segtuka (1.6 pav.) Dalis turi budingus a.r. motyvus, kuriy pozicija CARF sanklodoje
pazyméta kaip motyvas-1 ir motyvas-2. Siuose fermentuose minéti motyvai yra reikalingi cOA

suriSimui.

1.6 pav. CARF domeno sankloda. (A)
Schematinis  konservatyvios CARF
sanklodos Serdies  pavaizdavimas.
Motyvas-1 ir motyvas-2, esantys
atitinkamai Bl-ol ir p4-o4 sandirose,
yra svarbis CARF suriSant cOA. (B) 11
+s skirtingy CARF domeny struktiry
superpozicija. Adaptuota pagal
(Makarova, Timinskas, et al., 2020).

motyvas-1 motyvas-2
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CARF superseima pasizymi itin didele a.r. seky divergencija, taip pat didele domeniniy
architektiiry jvairove. Siuo metu pagal seky panasumus i$skiriama 9 pagrindinés CARF $eimos (ang].
major clade) bei 13 mazesniy (angl. minor clade) (1.7 pav.). Csm6 ir Csx1 RNazés priklauso
atitinkamai CARF 1 ir CARF 2 Seimoms.

1.7 pav. Dendrograma, vaizduojanti sasajas tarp CARF
CARF 3 (Csa3) baltymu Seimy. Pagrindinés Seimos pavaizduotos raudonais
trikampiais. ~ Skliausteliuose  paminéti  charakterizuoti
CARF 7 (Crn1- $501393) atitinkamy Seimy atstovai. Adaptuota pagal (Makarova,

4 Timinskas, et al., 2020).
CARF 1 (Csm6)
|
—

CARFm1

CARF 2 (Csx1)
CARF m11
CARF 5

CARF 6 CARF m2

CARF m3

CARF m4
CARF 8 CARF m5

RtcR CARF m8
CARF 4 (Can1)

CARF 9
CARF m9

CARF m10
CARF m12

L AA

CARF m13 (Crn1 - S502081,5S01397)

Neseniai buvo charakterizuoti dar vienos — CARF4 $eimos baltymai. Siuose baltymuose CARF
yrasulietas su efektoriumi nespecifine DNaze. Parodyta, kad Canl (angl. CRISPR ancillary nuclease
1) baltymo PD(D/E)XK restrikcijos endonukleaziy Seimos DNazinis domenas jveda viengrandinius
trikius j dvigranding DNR, kai cAs prisijungia prie Sio baltymo CARF domeno (McMahon et al.,
2020). Taip pat parodyta, kad su Canl susijes Can2, dar pavadintas Cardl (angl. cOA-activated
RNase and DNase 1) yra dvigubo specifiSkumo nukleazé, gebanti hidrolizuoti tick DNR, tiek ir RNR
(Rostel et al., 2021; Zhu et al., 2021).

Csm6/Csx1 bei Canl/Can2 aktyvumai galéty pasitarnauti kaip atsarginis CRISPR-Cas atsakas
1 infekcija, kuomet jprasty pajégumy Iastelés gynybai neuztenka. Csm6 ir Csx1 atveju nespecifinis
RNazinis aktyvumas naikina tiek viruso, tiek ir lastelés transkriptus. Tai gali nulemti abortyvine
infekcijg — altruisting lgstelés zut] apsaugant kaimynines bakterijas/archéjas nuo viruso pavojaus
(Kazlauskiene et al., 2017). Vis délto, abortyviné infekcija néra vienintelé galima baigtis: parodyta,
kad Csm6 RNazinis aktyvumas geba sustabdyti lgstelés augima, kuris yra atstatomas paSalinus
infekcija (Rostgl & Marraffini, 2019). Manoma, kad Can1/Can2 taip pat atliecka reikSmingg vaidmenj
lasteléms ginantis nuo infekcijos: Sie fermentai, jvesdami dvigrandinéje DNR viengrandinius triikius

galéty suardyti replikacijos Sakutes ir taip sulétinti virusy replikacija (Athukoralage, McMahon, et
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al., 2020; Zhu et al.,, 2021). Isties, parodyta, kad Can2/Cardl in vivo suteikia apsaugg pries
bakteriofagy infekcijg (Rostel et al., 2021). Idomu, kad kai kurios III tipo CRISPR-Cas sistemos turi
katalitiSkai neaktyvy Cas10 baltymo DNazinj HD domena arba kai kuriose sistemose Casl10 Sio
domeno neturi (Griischow et al., 2019; Makarova, Timinskas, et al., 2020; Staals et al., 2013). Tai
rodo, kad cOA signalinis kelias itin svarbus siose 11 tipo CRISPR-Cas sistemose (Athukoralage &
White, 2021).

Bakterijai siekiant iSvengti lastelés zuties dél abotyvinés infekcijos mechanizmo, bitina
kontroliuoti cOA koncentracijg lgsteléje ir paSalinti pertekliy infekcijai pasibaigus. 111 tipo CRISPR-
Cas Siam tikslui pasitelkia du mechanizmus. Pirma, cOA sintez¢ yra i§jungiama, kuomet Csm3/Csm4
perkerpa taikinio RNR (Griischow et al., 2019; Han et al., 2018; Kazlauskiene et al., 2017; Nasef et
al., 2019; Rouillon et al., 2018). Antra, cOA pertekliy degraduoja CRISPR-Cas pagalbiniai baltymai
— ziedo nukleazés, kurios geba hidrolizuoti 111 tipo CRISPR-Cas efektorinio kompleso susintetintus
cOA. Buvo atrasta, kad ziedo nukleazés gali buti arba atskiri baltymai, kurie turi CARF sankloda
(Athukoralage et al., 2018), arba ziedo nukleazés yra integruotos j efektoriaus sudétj. Pasirodo, kad
Csm6 baltymo CARF domenas veikia ne tik kaip signalo sensorius, bet ir kaip ziedo nukleazé,

hidrolizuojanti savo aktyvatoriy (1.5 pav.).
1.5 CRISPR-Cas sistemu reguliacija

Nors CRISPR-Cas sistemos savo Seimininkams sugeba uztikrinti apsauga nuo svetimy
nukleortigsciy, jos taip pat gali sukelti autoimunin] atsakg bei biiti nasta Igstelés metabolizmui (Vale
et al., 2015). Sickiant iSlaikyti CRISPR-Cas imunitetg efektyviai panaudojant resursus, lgstelé
pasitelkia jvairias reguliacines priemones. Vis délto, CRISPR-Cas sistemy Seimininkai prokariotai
néra vieninteliai, kurie siekia reguliuoti CRISPR-Cas funkcijas. D¢l vykstanc¢iy vadinamy bakterijy-
virusy ginklavimosi varzyby, virusai savo genomuose koduoja CRISPR-Cas reguliacinius baltymus,
vadinamus Acr (angl. anti-CRISPR), kurie, panaudodami skirtingus mechanizmus, slopina CRISPR-
Cas aktyvumus. Toliau apzvelgsiu Zinomus tiek prokarioty, tiek ir virusy naudojamus CRISPR-Cas

sistemy reguliacijos mechanizmus.
1.5.1 CRISPR-Cas geny raiskos reguliacija

Daugelyje prokarioty genomy, CRISPR-Cas sistemy geny raiSka yra reguliuojama
transkripciniame ir po-transkripiniame lygmenyse. Pavyzdziui, Escherichia coli ir Salmonella typhi
bakterijose yra identifikuoti su DNR asocijuotas baltymas H-NS bei leucino koncentracijai jautris
baltymai LRP (angl. leucine-responsive regulatory protein) ir LeuO. H-NS ir LRP yra I-E tipo
CRISPR-Cas transkripcijos represoriai, 0 LeuO teigiamai reguliuoja tos pacios sistemos raiskg

panaikindamas minéty represoriy vykdoma transkripcijos slopinimg (Medina-Aparicio et al., 2011,
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Westra et al., 2010). Taip pat parodyta, kad archéjos Sulfolobus islandicus I-A tipo CRISPR-Cas
sistemos rai$kg reguliuoja Csa3a ir Csa3b. Abu $ie baltymai turi CARF ir HTH domenus (zr. 1.4),
kurie veikia kaip transkripcijos reguliatoriai. Transkripcijos metu Csa3a aktyvuoja CRISPR regiono
ir adaptacijai reikalingy geny raiSka, o Csa3b slopina tos pacios sistemos interferencijos geny raiska

(He etal., 2017; Liu et al., 2017).

Bakterijos geba reguliuoti CRISPR-Cas geny raiska reaguodamos j iSorinius veiksnius, tokius
kaip mitybiniy medziagy prieinamumas. Pavyzdziui, Pectobacterium atrosepticum bakterijose
gliukozés prieinamumas gali sumazinti cas geny raiSka per sumazéjusia transkripcijos aktyvatoriaus
CAMP reguliacinio baltymo (CRP, angl. cAMP regulatory protein) ir cAMP komplekso
koncentracijag. CRP-cAMP kompleksa sudaro CRP dimeras, susiriS¢s su cAMP molekule, kurig
sintetina fermentas adenilatciklazé. Esant auks$tai gliukozés koncentracijai, adenilatciklazés
aktyvumas yra zemas, todél CRP-cAMP komplekso kiekis Iasteléje taip pat mazas. Sis CRP-CAMP
koncentracijos sumazéjimas lemia sumazéjusig cas geny raiska (Patterson et al., 2015). Panasiai, kai
aplinkoje truiksta geleZies jony, Pseudomonas aeruginosa bakerijose yra stebima I-F tipo CRISPR-
Cas geny raiska, kurig reguliuoja ECF (angl. extracytoplasmic function) sigma veiksnys PvdS. PvdS
sgveikauja su cas geny promotoriumi ir taip skatina CRISPR-Cas regiono transkripcijg (Ahator et al.,
2020). Bakterijos galimai panaudoja Siuos atsakus j ribojancias gliukozés ir geleZies koncentracijas
kaip strategija prisitaikyti prie padidéjusio metabolinio streso esant bakteriofagy infekcijai (Patterson
etal., 2015).

Be cas geny raiskos reguliacijos transkripcijos veiksniy pagalba, buvo atrasti ir reguliaciniai
mechanizmai po-transkripciniame geny raiSkos lygmenyje dalyvaujant SRNR (angl. small RNA),
kurie reguliuoja daugelio bakteriniy geny raiska (Sedlyarova et al., 2016). Parodytra, kad SRNR PhrS
skatina | tipo CRISPR-Cas regiono raiska P. aeruginosa bakterijose. PhrS blokuoja Rho baltymo
prisijungimg prie CRISPR regiono lyderinés sekos ir taip slopina nuo Rho priklausoma transkripcijos

terminacijg (Lin et al., 2019).
1.5.2 CRISPR-Cas efektoriy aktyvumo reguliacija dalyvaujant Acr baltymams

Siekdami iSgyventi intensyvioje tarpusavio kovoje, bakterijos ir virusai nuolat adaptuojasi.
Virusai Siai kovai pasitelkia CRISPR-Cas sistemoms neutralizuoti skirtus Acr baltymus. Kaip ir
CRISPR-Cas efektoriai, Acr yra labai jvairiis: i$skiriama ~90 skirtingy Seimy, kurios pavadintos
pagal jy slopinamg CRISPR-Cas tipg bei atradimo eiliskuma (Bondy-Denomy et al., 2018). Pagal
veikimo mechanizma, Acr baltymai skirstomi j 3 klases: konkurencinius, alosterinius ir fermentinius

slopiklius (1.8 pav.).
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1.8 pav. CRISPR-Cas sistemy slopinimo strategijos dalyvaujant Acr baltymams. Acr gali
slopinti CRISPR-Cas aktyvumg blokuodami Cas baltymy sgveika su crRNR (crRNR suri§imas), Cas
baltymy sgveika su nukleoriigSties taikiniu (taikinio suriSimas) arba taikinio sukarpymg. Pagal
veikimo mechanizmg Acr skirstomi j konkurencinius, alosterinius ir fermentinius slopiklius.
Kiekvienai Acr kategorijai pateikti konkretiis pavyzdziai. A2>p — linijinis di-adenilatas, turintis 2°3’-
ciklinj fosfata; cAs — ciklinis tetra-adenilatas; Ac-CoA — acetil kofermentas-A. Adaptuota pagal
(Shivram et al., 2021).

Konkurenciniai Acr slopikliai yra labiausiai paplit¢ ir sgveikauja su CRISPR-Cas
interferencijos efektoriais, taip uzblokuodami $iy kompleksy sgveika su taikinio nukleortig§timis arba
Cas nukleazémis. Dauguma konkurencCiniy Acr turi neigiamai jkrautg pavirSiy, kuris meégdzioja
dvigrandinés DNR karkasa, tokiu badu konkuruodamas su DNR dél tos pacios Cas efektoriaus
susiri$imo vietos. Tuo tarpu alosteriniai slopikliai prisijungdami prie jvairiy CRISPR-Cas baltymy
pakeicia jy konformacijg ] tokig, kurioje Sie negali sgveikauti su savo taikiniais ar jy perkirpti
(Shivram et al., 2021). Fermentiniai Acr katalizuoja fermentines reakcijas, kurios sutrikdo CRISPR-
Cas funkcijas. Prie fermentiniy Acr slopikliy yra priskiriamos III tipo CRISPR-Cas sistemos veiklg
sutrikdancios virusinés ziedo nukleazés, kurias kartu su bakteriniais giminaiciais aptarsiu Kitame

skyriuje.
1.6 11l tipo CRISPR-Cas sistemy cOA signalinio kelio reguliacija: Ziedo nukleazés

Nespecifiné RNR ir DNR degradacija, kurig vykdo cOA aktyvuojamos Il tipo CRISPR-Cas
pagalbinés nukleazés, nereguliuojama gali sunaikinti Igstele. Csm/Cmr efektoriniy kompleksy
vykdoma taikinio RNR hidrolizé i§jungia cOA sinteze, taciau iSliekantis cOA perteklius lasteléje,
manoma, ir toliau palaiko imuninj atsakg (Athukoralage, Graham, et al., 2020). Parodyta, kad
Sulfolobus solfataricus archéjy I11-D tipo CRISPR-Cas sistema susintetina apie 1000 cA4 molekuliy
esant vos 1 virusinei mMRNR taikinio molekulei, kas atitinka ~ 6 UM cAs koncentracija S. solfataricus
lastel¢je ir yra daug daugiau nei pakanka aktyvinti Csx1 RNaze (Athukoralage, Graham, et al., 2020;
Rouillon et al., 2018). Manoma, kad poreikis po sékmingo apsigynimo pasalinti cA4 pertekliy 1émé

cOA degraduojanciy fermenty, kurie buvo pavadinti ziedo nukleazémis, atsiradimg (Athukoralage et
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al., 2018). cOA degradacija taip pat panaudoja virusai kaip dar vieng Acr strategijg (Athukoralage,
McMahon, et al., 2020). Toliau aptarsiu charakterizuotus cOA hidrolizuojancius baltymus virusuose

ir bakterijose.
16.1 Crnl

Pirmg kartg cOA hidrolizuojantys fermentai buvo aptikti archéjose S. solfataricus, jy lizatais
veikiant cAs (Athukoralage et al., 2018). Klasikiniais biocheminiais metodais atskiriant lizato
frakcijas, masiy spektrometrijos pagalba buvo nustatytas cAs degraduojantis baltymas Sso2081. Sis
ir giminingas baltymas Sso1393 buvo charakterizuoti kaip CAa specifiskos fosfodiesterazés ir
pavadinti Ziedo nukleazémis. Véliau Siai baltymy Seimai duotas vardas Crnl (angl. CRISPR ring

nuclease 1) (Athukoralage, McMahon, et al., 2020).

Crnl randami i§imtinai krenarchéjose. Paprastai Sulfolobales burio archéjos koduoja kelis Crnl
ortologus Il tipo CRISPR-Cas sistemose, $alia Csm6 ar Csx1 efektoriy (Zink et al., 2020).
Pavyzdziui, S. islandicus REY15A koduoja du Crnl fermentus, kurie degraduoja cAs, kuriuos
sintetina 111-B tipo CRISPR-Cas sistemos (Molina et al., 2019).

Nors cikliniy nukleotidy fosfodiesterazés substraty hidrolizei paprastai koordinuoja metaly
jonus, Crnl pasizymi nuo metaly jony nepriklausomu aktyvumu. Crnl hidrolizés produktai —
linijiniai  oligoadenilatai, turintys 2’3’-ciklinj fosfatg. Crnl katalizuoja CcAs4 hidrolize
pozicionuodamas ir/arba aktyvuodamas ribozés 2’-hidroksilo grupe gretimo fosfodiesterinio rysio
nukleofilinei atakai (1.9C pav.). Pirmoji nukleofiliné ataka generuoja linijinj tetra-adenilata, turintj
2°3’-ciklinj fosfatg (A4>p), kurj antroji nukleofiliné ataka i$ kitos molekulés pusés pavercia dvejomis

linijinio di-adenilato (A2>p) molekulémis (Athukoralage et al., 2018).

Nustatyta Sso1393 kristaliné strukttra atskleide, kad Crnl pasiZzymi kanonine CARF domeny
sankloda (zr. 1.4) ir baltymo du subvienetai formuoja homodimera (1.9 pav.). Baltymo aktywvyjj centra
sudaro S11 ir K168 a.r. liekanos. K168A mutacija pilnai panaikina katalitinj aktyvuma, o S11A
variantas yra >30 kartus létesnis nei laukinio tipo baltymas (Athukoralage et al., 2018). Tikslus
katalizés mechanizmas néra nustatytas, tatiau manoma, kad S11 galéty dalyvauti ribozés 2’-OH
grupés orientavime nukleofilinei atakai, o bazinis K168, galbiit, stabilizuoja pereinamajame biivyje

susidarantj pentavalentj fosforo atomg (1.9C pav.).
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1.9 pav. Crnl struktiira ir CAs hidrolizés mechanizmas. (A) Sso1393 baltymo kristaliné strukttira
(PDB 3QYF). CARF dimera sudarantys subvienetai nuspalvinti mélynai ir Zaliai. (B) Sso1393 (PDB
3QYF) aktyvusis centras. Katalizei svarbios a.r. liekanos pazymétos ir atvaizduotos sticks (angl.)
budu. (C) Crnl katalizés schema. cA4 paveciamas | tarpinj linijinj produkta As>p, Kkuris toliau
hidrolizuojamas iki A2>p. Aktyviajame centre esancios S11 galimai pozicionuoja riboziy 2’-OH
grupes nukleofilinei atakai, o K168 galimai stabilizuoja pereinamajame nukleofilinés atakos buvyje
susidarantj pentavalent; fosforg. (A) ir (B) atvaizdavimui naudota PyMOL programa. (C) Pritaikyta
i§ (Athukoralage et al., 2018).

Kadangi du Crnl subvienetai formuoja dimerg, yra manoma, jog du aktyvieji centrai vienodai
veikia prieSingas simetrinio cA4 ziedo puses. Idomu, kad Sso1393 atveju, kuris yra 10 karty létesnis
fermentas nei Ss02081 (Ss02081 greiio konstanta lygi 0.23 min*t, 0 Ss01393 — 0.024 min!), po
inkubacijos su cAs aptinkama nemazai A4>p, kuris po ilgesnés inkubacijos paverciamas j A2>p. Tali

leidzia manyti, kad du Crn1 aktyvieji centrai veikia nekoordinuotai (Athukoralage et al., 2018).
1.6.2 Save inaktyvuojanc¢ios CRISPR-Cas pagalbinés ribonukleazés

Be atskiry cOA hidrolizei dedikuoty ziedo nukleaziy, kai kurie Csm6 baltymai geba
hidrolizuoti savo paciy aktyvatorius. Keletas Csm6 fermenty turi CARF domena, kuris veikia ir kaip
cOA sensorius, ir kaip ziedo nukleazé (Athukoralage et al., 2019; Garcia-Doval et al., 2020; Jia et al.,
2019; Smalakyte et al., 2020). Manoma, kad tokie dvigubos funkcijos CARF domenai ne tik
aktyvuoja, bet ir reikiamu metu i§jungia Csm6 RNazinio domeno aktyvuma. Kaip ir pavieniy Crnl
atveju cA4, CARF aktyviajame centre, pirmiausiai yra perkerpamas iki A4>p tarpinio produkto, kuris
kaip ir cAs geba alosteriskai aktyvuoti efektorinio domeno HEPN RNazinj aktyvuma (Niewoehner
et al., 2017; Rouillon et al., 2018). CARF aktyviajame centre perkirpus As>p iki dviejy A2>p

molekuliy, HEPN aktyvumas yra isjungiamas.
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Idomu, kad iki Siol neidentifikuota né viena atskira ziedo nukleazé, degraduojanti cAs, taciau
keletas Csm6 fermenty turi cAs hidrolizuojanc¢ius CARF domenus (Garcia-Doval et al., 2020;
Smalakyte et al., 2020). Analogiskai cA4, CAs Csm6 CARF domenas pavercia j tarpinj linijinj Ae>p,
kuris véliau yra hidrolizuojamas i 2 dalis iki galutinio reakcijos produkto As>p (Garcia-Doval et al.,
2020; Smalakyte et al., 2020). Garcia-Doval ir bendradarbiai parodé, kad cAs ziedo nukleazinj
aktyvuma i$jungianti aktyvaus centro mutacija jgalina nuolat palaikomg Csm6 RNR hidrolize, kuri
stabdo lgsteliy augimg (Garcia-Doval et al., 2020). Toks rezultatas pabrézia itin svarby ziedo
nukleaziy vaidmenj lgsteléms suvaldant nereguliuojamos Csm6 RNazés galimas neigiamas

pasekmes.

Buvo parodyta, kad Csm6/Csx1 cAs ir cAs hidrolizei naudoja ne tik CARF domena, bet ir
HEPN domeno RNazinis aktyvumas naudojamas cOA degradacijai (Foster et al., 2020; Jia et al.,
2019; Smalakyte et al., 2020). Parodyta, kad Csm6 i§ S. thermophilus hidrolizuoja cAs tiek CARF,
tiek ir HEPN domenas. Izoliuoto StCsm6 CARF domeno ir cAs reakcijos misinyje randami Ae>p ir
As>p produktai, ta¢iau As>p po ilgesnés inkubacijos paverc¢iamas As>p. Tai papildo ziedo nukleaziy
atradéjy duomenis ir patvirtina teorija, kad CARF ziedo nukleaziy subvienetai veikia simetring cOA
molekule i§ abiejy pusiy vienodai, bet nekoordinuotai, kaip aprasyta skyrelyje 1.6.1. Tuo tarpu
izoliuotas StCsm6 HEPN domenas nespecifiskai degraduoja jvairaus ilgio cOA, paversdamas juos

A2>p ir A>p misiniu (Smalakyte et al., 2020).

Nustatyta, kad StCsm6 CARF domenas yra giminingesnis cAs, lyginant su HEPN domenu.
Taip pat, esant fermento pertekliui, CARF degraduoja cAs Zymiai greic¢iau, nei HEPN. Vis délto,
esant substrato pertekliui, HEPN vykdoma cAsg hidrolizé yra Zymiai greitesné. Sie duomenys leidzia
manyti, kad CARF zZiedo nukleazinis aktyvumas yra ypa¢ svarbus esant Zzemoms cAs
koncentracijoms, ta¢iau HEPN yra zymiai efektyvesné ziedo nukleazé esant dideliems cAs kiekiams

(Smalakyte et al., 2020).
1.6.3 Acrlll-1

Il tipo CRISPR-Cas antivirusiniy bakterijy apsaugos kompleksinis veikimas skatina virusus
iSvystyti mechanizmus, slopinan¢ius cOA signalinius kelius. Pastebéta, kad daugybé skirtingy
archéjy virusy, provirusy, bakteriofagy, profagy ir plazmidziy koduoja itin efektyvy cAs
degraduojantj fermenta (Athukoralage, McMahon, et al., 2020). Si CARF sanklodai negimininga,
DUF1874 Seimos virusiné ziedo nukleaz¢ hidrolizuoja cAs ~ 100 karty greiciau nei lgsteliniai Crnl
fermentai. Tai jgalina virusus efektyviai neutralizuoti 11 tipo CRISPR-Cas imunitetg. Virusiné ziedo
nukleazé pagal pasiilyta anti-CRISPR baltymy nomenklatiira buvo pavadinta Acrlll-1 (Bondy-
Denomy et al., 2018). Fermentas degraduoja cAa ir todél néra specifinis I11 tipo CRISPR-Cas potipiui.
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Acrlll-1 yra nuo metalo jony nepriklausoma Ziedo nukleazé, panasiai kaip Crnl degraduojanti
CAq4 iki A2>p. Yra nustatyta Acrlll-1 baltymo i§ SIRV-1 viruso kristaliné struktiira tick apo formoje,
tiek ir sgveikaujant su cAas. PanaSiai kaip CARF baltymai, Acrlll-1 subvienetai taip pat sudaro
homodimera. IS Acrlll-1-cA4 struktiiros matoma, kad cAs prie baltymo yra prisijunges ertmeéje,
kurioje susikerta subvienetai (1.10 pav.). Acrlll-1 apo ir komplekso su cAs struktiiry palyginimas
parodé reik§minga baltymo nestruktirizuotos kilpos ir alfa-spiralés postimj, kuris uzdaro cAs

molekulg baltymo dimero viduje.

1.10 pav. Acrll1-1ir cAskomplekso struktiira. (A) apo-Acrlll-1 (PDB 2XA4l) ir cAs-Acrlll-1H47A
varianto (PDB 6SCF) strukiiry superpozicija. Baltymo apo forma pavaizduota zydra spalva, o
komplekse su ligandu dimerg sudarantys monomerai nuspalvinti oranzine ir rozine spalvomis. cAs
anglies atomy karkasas pazymeétas Zalia spalva. Rodyklémis parodomas kiekvieno monomero o.-
spiralés poslinkis prisijungus substratui. (B) cA4 Acrlll-1 aktyviajame centre. Katalizei svarbiy H47
a.r. lickany cAs4-Acrlll-1 struktiiroje néra, todél Sios a.r. lieckanos sumodeliuotos superpozicijos biidu
su apo-Acrlll-1 struktira. Atvaizduota naudojant PyMOL programa remiantis (Athukoralage,
McMahon, et al., 2020).

CA4 molekulé simetriskai sgveikauja su kiekvienu Acrlll-1 monomeru. Dvejose pozicijose,
prieSingose ziedo pusése, riboziy 2’-hidroksi grupés yra pozicionuojamos nukleofilinei
fosfodiesterinio rysio atakai (1.10B pav.), panasiai kaip ir Crnl atveju (1.9C pav.). Tiek AcrllI-1, tiek
ir Crnl sgveika su cA4 yra stipriai gimininga, todél greitesnis Acrlll-1 veikimas yra paaiSkinamas
geresniu ribozés 2’-hidroksilo grupés pozicionavimu nukleofilinei atakai, geresniu pereinamojo
bivio stabilizavimu ir nueinancios oksianijono grupés protonizavimu (Athukoralage, McMahon, et
al., 2020). Acrlll-1 seimoje absoliuciai konservatyvus H47 yra orientuotas, kad galéty veikti kaip
bendroji rugstis ir dalyvauti katalizéje (1.10B pav.).

1.6.4 Crn2

Acrlll-1 sanklodos baltymas taip pat yra randamas ir kai kuriose bakterijose asocijuotas su Il
tipo CRISPR-Cas sistemomis. Tokie baltymai buvo pavadinti Crn2 (angl. CRISPR ring nuclease 2)
(Athukoralage, McMahon, et al., 2020). Kadangi Acrlll-1/Crn2 atstovai yra itin paplit¢ mobiliuose

genominiuose elementuose, spéjama, kad bakterijos jgijo §j baltyma koduojant] geng horizontalios
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pernasos metu ir pritaiké fermentg reguliuoti 11l CRISPR-Cas cOA signalinj kelig. Visgi, kokia yra

baltymo kilmé — virusiné ar bakteriné — néra galutinai Zinoma.

Marinitoga piezophila (Mpi) bakterijose Crn2 randamas sulietas su Csx1 ir reguliuoja Csx1
HEPN aktyvumg (zr. 1.3). Parodyta, kad Sio baltymo Crn2 domenas hidrolizuoja cA4 Acrlll-1
fermentams panaSiu grei¢iu. Vis délto, kitaip nei Acrlll-1, MpiCsx1-Crn2 hidrolizuodamas cAs
sulétina, bet ne visisSkai sustabdo Csx1 vykdomg RNR hidrolize. Tai paremia hipoteze, kad MpiCsx1-
Crn2 funkcionuoja kaip savo aktyvuma reguliuojanti ribonukleazé (Samolygo et al., 2020). Parodyta,
kad norint stebéti MpiCsx1-Crn2 RNazinj aktyvumg in vitro, reikalingos auksStos (uM) CAs4
koncentracijos. Manoma, kad tokj efekta sukelia Crn2 domeno didesnis giminingumas cA4molekulei

bei greitas ziedo nukleazinis aktyvumas (Samolygo et al., 2020).
1.6.5 Crn3

Prokariotai, savo genomuose neturintys crnl geny, daznai $alia Il tipo CRISPR-Cas sistemy
turi Csx3 baltyma koduojantj gena. Salia jo daZniausiai aptinkami genai yra csx1 ir csmé (Makarova,
Timinskas, et al., 2020; Shah et al., 2019), kas leidZia postuluoti apie galimg reguliacing Sio baltymo
funkcijg. Pirmieji Csx3 i§ Archaeoglobus fulgidus (Afu) tyrimai charakterizavo baltymg kaip nuo
mangano jony priklausomg RNR egzoribonukleazg, specifiskai perkerpanéia 3’-poli(A) uodegas
(Yan et al., 2015). Vis délto, baltymo vaidmuo antivirusiniame imunitete nebuvo iki galo suprastas.
Neseniai AfuCsx3 buvo i$ naujo pradétas tyrinéti kitos mokslininky grupés, kuri pademonstravo, kad
Csx3 yra cAs-specifiné ziedo nukleazé (Athukoralage, McQuarrie, et al., 2020). Taip pat parodyta,
kad Csx3 geba reguliuoti Csx1 vykdoma imuniteta in vivo, todél Csx3 buvo pervadintas Crn3 (angl.
CRISPR ring nuclease 3). In vitro Crn3 degraduoja cA4 panasiu greiciu kaip Acrlll-1, taciau in vivo
tyrimai atskleidé, kad Crn3 tik i§ dalies apsaugo E. coli lasteles nuo Csx1 toksiSkumo. Tuo tarpu
Acrlll-1 klonuotas j E. coli suteikia Igsteléms beveik pilng apsauga, visiSkai inaktyvuodamas cA4

signalinj kelig (Athukoralage, McQuarrie, et al., 2020).
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1.11 pav. cA4-Crn3 H60A varianto komplekso struktiira. (A) Crn3 dimerai kartu su cA4formuoja
filamenting ketvirting struktiirg (PDB kodas 6YUD). Parodyti 3 dimerai (zalia ir mélyna), cAsanglies
atomy karkasas nuspalvintas geltonai. (B) Crn3 aktyvusis centras (spalvos kaip (A) dalyje). Katalizei
svarbi HE0 a.r. liekana yra pakeista j alaning nustatytos strukttiros CAs-Crn3 komplekse, todél Siame
paveiksle H60 pozicija sumodeliuota cAs-Crn3 (PDB 6YUD) ir apo-Crn3 (PDB 3WZI) struktiiry
superpozicijos buidu. Atvaizduota PyMOL programa, remiantis (Athukoralage, McQuarrie, et al.,
2020).

Remiantis struktiirine topologija, Crn3 pirmiausia buvo laikomas nutolusiu CARF $eimos nariu
(Topuzlu & Lawrence, 2016). Taciau, pastaroji struktiiry analizé nurodé, kad Crn3 sankloda yra
artimesné STAS (angl. sulfate transporter and anti-sigma factor antagonist) domenams (Makarova,
Timinskas, et al., 2020). Athukoralage ir bendradarbiai nustate Crn3-cAs komplekso struktiirg
parodé, kad Crn3 subvienetai kartu su cA4formuoja filamentus, kuriuose cAs yra jsiterpes tarp dviejy
Crn3 dimery (1.11 pav.) (Athukoralage, McQuarrie, et al., 2020). Kitaip nei nuo metalo jony
nepriklausomoms Crn1 ir Crn2 §eimoms, Crn3 nukleaziniam aktyvumui yra biitini Mn?* jonai. Crn3
hidrolizuoja cA4 iki A2>p ir Azp (di-adenilato, turin¢io 5’-hidroksi ir 3’-fosfato grupes) produkty.
Vienoje Crn3 puséje yra aktyvusis centras su trimis konservatyviomis histidino liekanomis, kurios
galéty koordinuoti iki trijy mangano jony, reikalingy katalizei. Tuo tarpu kitoje baltymo pus¢je yra
taip pat katalizei svarbi, konservatyvi aspartato liekana. Dimero-dimero pavirsiy saveikos lemia $iy
dviejy pusiy sajunga j viena aktyvyji centrg (1.11B pav.). Nors Crn3 vykdomos CA4 hidrolizés
mechanizmas néra visiSkai suprastas, taciau kinetiniai tyrimai atskleidzia katalizuojamos reakcijos
ciklo kooperatyvuma, todé¢l manoma, kad greitis, kuriuo cAs yra pasSalinamas, gali buti

kontroliuojamas keiciant Crn3 vidulgsteling koncentracija (Athukoralage, McQuarrie, et al., 2020).

Jdomu, kad cianobakterijose aptinkami baltymai, susidedantys i§ N-galinio Crn3 ir C-galinio
AAA+ (angl. ATPases associated with diverse cellular activities) ATPaziniy domeny (Shah et al.,
2019). AAA+ ATPazés hidrolizuoja ATP, taip stimuliuodamos jvairius Igstelinius procesus, pvz.
baltymy denatiiracijg, degradacija, DNR replikacija, reparacijg ir rekombinacijg (Ogura & Wilkinson,
2001). Todél Crn3 ir AAA+ ATPaziniy domeny buvimas viename polipeptide leidzia spéti, kad cOA
degradacija gali buti susijusi su kitais lgsteliniais procesais. Be to, Thermodesulfobium narugense
bakterijose yra aptinkamas genas, koduojantis baltymg, kuriame sulieti Csx1 ir Crn3 domenai,
panasiai kaip MpiCsx1-Crn2 atveju, (zr. 1.6.4), kas leidzia sitilyti Crn3 vaidmenj reguliuojant Csx1
RNazinj aktyvumg (Makarova, Timinskas, et al., 2020).

1.6.6 Membraniné nukleazé MAD

Be CARF ir DUF1874 Seimy baltymy, cOA taip pat geba degraduoti su membrana susijusi
DHH-DHHA1 Seimos nukleazé MAD (angl. metal-dependent and membrane-associated DHH-

DHHAL family nuclease). Zhao ir bendradarbiai, analizuodami archéjos S. islandicus REY 15A lizata,
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identifikavo nuo Mn?* jony priklausoma, nespecifinj, t.y. jvairaus dydzio cOA hidrolizés aktyvuma
(Zhao et al., 2020). S. islandicus REY15A turi I11-B tipo CRISPR-Cas sistema, generuojancia cAa,
CA4 aktyvuojamg Csx1 RNazg, bei 2 Crnl Seimos Ziedo nukleazes (Molina et al., 2019). Autoriai
parodé, kad su Crnl nesusijes, nuo Me?* jony priklausomas cOA hidrolizés aktyvumas yra
asocijuotas su lgstelés membrana ir su membrana susijusi MAD nukleazé geba sudegraduoti cOA itin
greitai, esant auk$toms $ios molekulés koncentracijoms, taip inaktyvuodama Csx1. Manoma, kad dél
membraninés lokalizacijos MAD geba degraduoti tik tuos COA, kurie difuzijos btdu pasiekia lastelés
membrang (Zhao et al., 2020). Autoriai pasitlé, kad Crnl Ziedo nukleazés ir MAD kooperuoja
reguliuojant cCOA koncentracijg lgsteléje: nuo Me?* jony nepriklausomos Crnl efektyviai pasalina
mazus cOA kiekius, o daug greitesnés MAD efektyviai hidrolizuoja cOA aukstose koncentracijose
(Zhao et al., 2020). Parodyta, kad S. solfataricus bakterijose, kuriose buvo atrasta pirmoji Ziedo
nukleazé (Athukoralage et al., 2018), ziedo nukleaziy aktyvumo nepakanka degraduoti dideliy kiekiy
cOA (Athukoralage, Graham, et al., 2020). S. solfataricus taip pat koduoja MAD homologa, todél
MAD galéty buti svarbi III tipo CRISPR-Cas reguliacijai S. solfataricus ir Kituose organizmuose,
lgsteléje esant daug susintetinty cOA (Zhao et al., 2020).

1.6.7 Ziedo nukleaziy biologiné funkcija

Atradus pirmaja ziedo nukleaze¢ Crnl buvo pasiiilyta, kad Ziedo nukleaziy paskirtis yra Salinti
cOA pertekliy po to, kai sékmingai yra sunaikinamos viruso nukleortigstys (Athukoralage et al.,
2018). Tokiu budu biity iSvengta abortyvinés infekcijos scenarijaus III tipo CRISPR-Cas apsaugos
metu. Vis delto, MpiCsx1-Crn2 tyrimo (Zr. 1.6.4) autoriai, pastebéj¢, kad Csx1 domeno RNaziniam
aktyvumui reikalingos auks$tos cA4 koncentracijos, pasitilé alternatyvig §io baltymo reguliacinio
domeno funkcija: galimai Crn2 domeno reikSmé yra ne tik abortyvinés infekcijos scenarijaus
i§vengimas, bet ir virusinés invazijos atskyrimas nuo ,,netikro pavojaus®. Sis galéty pasireikiti esant
mazoms cOA koncentracijoms, kurios galéty biiti, pavyzdziui, klaidingai atpazinto Csm/Cmr
komplekso taikinio rezultatas. Tad ziedo nukleazés, paSalindamos mazus cOA Kiekius, apsaugo
lastele nuo autoimuninés reakcijos. Sig hipoteze taip pat paremia leta Crnl fermento kinetika. Be to,
Crnl nepajégia degraduoti dideliy kiekiy cOA — §j darbg galimai atlieka itin greita membraniné MAD
nukleazé, randama kartu su Crnl (Zhao et al., 2020), bei Csm6 HEPN domenai (Smalakyte et al.,
2020) (zr. 1.6.2).

1.6.8 Spéjamos ziedo nukleazés

Makarova ir bendradarbiai neseniai prognozavo, kad keli necharakterizuoti baltymai galéty bati
naujos ziedo nukleazés. Atlike kompiutering CARF baltymy ir jy kaimyny analizg jie jvardino su II1
tipo CRISPR-Cas asocijuotus Csx15, Csx20, Csx16, unk 01 atstovus kaip spéjamas Ziedo nukleazes
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(Makarova, Timinskas, et al., 2020). Csx20 ir Csx16 baltymuose buvo identifikuotos konservatyvios
polinés a.r. lickanos — His, Arg ir Asp arba Glu spéjama, kad galéty dalyvauti katalizéje. Taip pat
buvo pastebéti a.r. seky panasumai tarp Csx20 ir Csx16, bei tarp Csx16 ir DUF1874 $eimos, kuriai
priklauso Crn2/Acrlll-1 ziedo nukleazés (Makarova, Timinskas, et al., 2020). Tai galéty rodyti, kad

visi Sie baltymai yra smarkiai vienas nuo kito nutole tos pacios baltymy Seimos nariai.
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1.12 pav. Baltymy, suliety su Zinomomis ir spéjamomis Ziedo nukleazémis, domeniné
organizacija. Kiekvieno domeno Seimos pavadinimai uZzraSyti vir§ atitinkamy juosteliy.
Charakterizuoty ziedo nukleaziy pavadinimai uzraSyti ir paryskinti skliaustuose Salia atitinkamy
Seimy pavadinimy.

Taip pat Csx20, Csx16 ir unk_01 yra randami sulieti su Csx1 (1.12 pav.), kas sustiprina
hipoteze, kad Sie baltymai dalyvauja I1I tipo CRISPR-Cas sistemy reguliacijoje (Makarova, Wolf, et
al., 2020). Siame magistro baigiamajame darbe aprasyti miisy atlikti spéjamos Ziedo nukleazés Csx20

aktyvumo tyrimai.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Tyrimo medZiagos
2.1.1 Antibiotikai, bakterijy kamienai ir terpés
Antibiotikai:

e Ampicilinas (Ap);

e Karbenicilinas (Ch);

e Kanamicinas (Kn);

o Streptomicinas (Str);
e Gentamicinas (Gent);

e Chloramfenikolis (Cm);
E. coli kamienai:

e Arctic Express (DE3), GentR (baltymy raiskai);
e ER2566 (DE3) (in vivo eksperimentams)
e DH5a (klonavimui)

Bakterijy auginimo terpés:

e LB terpé: 1 % peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 0,5 % NaCl vandeninis tirpalas, pH 7,0 (25 °C);
e agarizuota LB terpé: 1 % peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 0,5 % NaCl vandeninis tirpalas, 1,5
% agar-agaro, pH 7,0 (25 °C)

2.1.2 Buferiniai tirpalai

Elektroforezés buferiniai tirpalai:

baltymy elektroforezés buferis: 25 mM Tris-HCI, 190 mM glicino, 0,1 % NDS, pH 8,3 (25°C);

e 4 % koncentruojantis poliakrilamidinis gelis: 4 % akrilamido/N,N‘-metilenbisakrilamido
(santykis 37,5:1), 125 mM Tris-HCI, 0,1 % NDS, pH 6,8 (25°C);

e 12 % skiriantysis poliakrilamidinis gelis: 12 % akrilamido/N,N*-metilenbisakrilamido (santykis
37,5:1), 375 mM Tris-HCI, 0,1 % NDS, pH 8,8 (25°C).

e Nukleortugsciy elektroforezés NBE buferis: 0,1 M H3BO3, 0,2 mM EDTA, 0,5 ug/ml etidzio

bromido (EtBr), pH 8,3 (25 °C);
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Baltymy gryninimo buferiniai tirpalai:

e Gryninimo buferis: 20 mM NasPOs, 0,5 M NaCl, 7 mM 2-merkaptoetanolio, pH 7,4 (25 °C);

e HisTrap eliucijos buferis: 20 mM NasPOas,, 0,5 M NaCl, 7 mM 2-merkaptoetanolio, 500 mM
imidazolo, pH 7,4 (25 °C);

e StrepTrap eliucijos buferis: 20 mM NasPOQa4,, 0,5 M NaCl, 7 mM 2-merkaptoetanolio, 2,5 mM
d-destiobiotino, pH 7,4 (25 °C);

e Saugojimo buferis: 10 mM NasPOs4,, 300mM NaCl, 1ImM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% glicerolio,
pH 7,4 (25 °C).

e SEC-MALS buferis: 10 mM NasPOa,, 300mM NaCl, 7 mM 2-merkaptoetanolio, 50%, pH 7,4
(25 °C).

Fermentinése reakcijose naudoti buferiniai tirpalai:

e 10x,Yellow* buferis: 330 mM Tris-acetato, 100 mM Mg(CH3COQ)2, 660 mM, CH3COOK, 1
mg/ml BSA, pH 7,9 (37 °C) (,,Thermo Scientific*);

e 10x ,Fast Digest™ buferis (,,Thermo Scientific*);

¢ 5x Phusion HF reakcijos buferis (,,Thermo Scientific*);

e 10x T4 PNK reakcijos buferis A: 500 mM Tris-HCI, 100 mM MgClz, 50 mM DTT, 1 mM
spermidino, pH 7,6 (25 °C) (,,Thermo Scientific*);

e 10x T4 DNR ligazés buferis: 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgClz, 100 mM DTT, 5 mM ATP,
pH 7,8 (25 °C) (,,Thermo Scientific*);

2.1.3 Fermentinése reakcijose naudoti komerciniai fermentiniai preparatai

e Dpnl, Lgul, Ehel, Pdml, Gsul ir kitos ,,Thermo Scientific* ,,Fast Digest* linijos restrikcijos
endonukleazés;

e T4 polinukleotidkinazé (PNK) (,,Thermo Scientific®);

e T4 DNR ligaze (,,Thermo Scientific*);

e Rinkinys Gibsono surinkimo metodui ,,NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix” (,,New
England BioLabs”)

e DNR polimeraze ,,Phusion® (,,Thermo Scientific);
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2.1.4 Rinkiniai, skirti nukleoragsties gryninimui

e plazmidinés DNR gryninimui skirtas rinkinys ,,GeneJET Plasmid miniprep Kit“ (,,Thermo

Scientific);

e PGR produkty gryninimui skirtas rinkinys ,,GeneJET PCR Purification Kit“ (,,Thermo

Scientific*).
2.1.5 Kiti tirpalai

e 4x baltymy dazas: 200 mM Tris-HCI, 400 mM DTT. 8 % NDS, 0,4 % bromfenolio mélio, 40 %
glicerolio, pH 6,8 (25 °C);

e baltyminiy geliy dazas ,,PageBlue™ Protein Staining Solution* (,,Thermo Scientific);
E. coli kompetentiniy lasteliy paruosimo tirpalai:

e ,Na*tirpalas: 5 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgClz, pH 8,0 (25 °C);

e ,Ca?*“tirpalas: 5 mM Tris-HCI, 100 mM CaCl2, 5 mM MgClz, pH 8,0 (25 °C).
2.1.6 Nukleoriig§ciy preparatai

e DNR molekulinés masés standartas elektroforezei ,,MassRuler DNA Ladder Mix*“ (,,Thermo

Scientific®).
Plazmidés (sukonstravo VU doktorantas Irmantas Mogila):

« pPBAD-CARF-RelE.A, ApR

e pPBAD-CARF-RelE.B, ApR
o PET-MBP, ApR

Cikliniai RNR adenilatai:

e CAs— ciklinis 3¢,5¢-tetra adenilatas;

e CAs— ciklinis 3°,5°-heksa adenilatas;
2.1.7 Baltymy molekulinés masés standartai

e Baltymy molekulinés maseés standartas elektroforezei ,,PageRuler™ Unstained Protein Ladder*
(,,Thermo Scientific®). Baltymy dydziai (kDa): 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10.
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2.1.8 Reagentai Western-Blot analizei

e Pernesimo ,,1-Step Transfer* buferis (,,Pierce*)

e 10xTBS buferis: 0,1 M Tris-HCI, 9 % NaCl, pH 7,4;

e Blokuojantis buferis: 1xTBS, 0,5 % Tween-20, 3 % BSA,;

e Atplovimo buferis: 1xTBS, 0,1 % Tween-20;

e Substratinis buferis: 0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, 0,005 M MgCly;
e BCIP 50 mg/ml;

e NBT 50 mg/ml,

e Antikunai ,,Strep-Tactin alkaline phosphatase conjugate*

2.1.9 [vairts kiti reagentai

e Dejonizuotas vanduo (milliQ), etanolis, izopropanolis, fenolis, 2-merkaptoetanolis, DTT,
glicerolis, NDS, CaClz, HCI, NaOH, NaCl, EDTA, PMSF, imidazolas, d-destiobiotinas, IPTG,
L-(+)-arabinozé, ,,TopVision* agarozés tabletés, RiboLock RNaziy slopiklis (,,Thermo

Scientific®).

2.2 Tyrimo metodai

2.2.1 Geny klonavimas j pET raiskos vektoriy

RmCsx20, Rm378Csx20 ir HpCsx20 koduojantys genai buvo uzsakyti susintetinti ,,Twist
Bioscience® kompanijoje. Norimi klonuoti DNR fragmentai pBAD raiskos vektoriuje buvo
padauginti PGR metodu panaudojant Phusion (,,Thermo Scientific*) polimeraze¢ (pagal gamintojo
rekomendacijas). Taip pat buvo padaugintas pET arba pET-MBP raiskos vektorius, j kurj buvo
klonuoti tiksliniai genai. Padauginti fragmentai iSgryninti panaudojant ,,GeneJET PCR Purification
Kit*“ (,,Thermo Scientific*) rinkinj. Toliau vykdytas DNR fragmenty surinkimas Gibsono surinkimo
metodu naudojant ,,NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix” (,,New England BioLabs”), pagal
gamintojo rekomendacijas. Reakcijos misinys naudotas E.coli transformacijai 2.2.3 metodu.
Plazmide¢ turincios kolonijos atrinktos kolonijy polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu
naudojant ,,Phusion (,,Thermo Scientific*) DNR polimeraze. Viena i§ plazmide turinciy kolonijy
uzséjama ] 4 ml Sviezios LB terpés ir auginama per naktj. Ryte plazmidiné DNR iSgryninama
naudojant ,,GeneJET Plasmid miniprep Kit” (,,Thermo Scientific*). ISskirtos DNR koncentracija
nustatoma matuojant Sviesos sugert] esant bangos ilgiui 260 nm spektrofotometru ,,ND-1000

(,,NanoDrop Technologies®). Plazmidés patikrinamos unikaliose vietose kerpanciomis restrikcijos
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endonukleazémis, DNR fragmentus analizuojant agaroziniame gelyje pagal 2.2.4 metoda. Geno seka

patvirtinta atlikus DNR sekoskaita VU Gyvybés Moksly Centro Sekvenavimo centre.
2.2.2 Kompetentiniy Igsteliy paruoSimas

E. coli lIgstelés uzséjamos | mégintuvelj su 4 ml LB terpés. Lastelés auginamos 37 °C
temperatiiroje, kol kultiira pasieka optinj tankj 0,5-0,6. Lastelés surenkamos mégintuvélio turinj
perkeliant j 1,5 ml tiirio ,,Eppendorf mégintuvélius ir centrifuguojant mikrocentrifugoje 6000 rpm,
1 min., 4 °C. Nupylus supernatantg, nuosédos resuspenduojamos 1 ml ,Na** tirpalo ir
centrifuguojama esant toms pacioms saglygoms. Nupylus supernatanta, Iastelés resuspenduojamos 1

2+

ml ,,Ca“™ tirpalo. Lastelés inkubuojamos ledo vonioje 20 min, nusukamos tomis paciomis sglygomis,

2+¢c

supernatantas nupilamas, Igstelés dar kartg resuspenduojamos 100 ul ,,Ca** tirpalo.

2.2.3 Lasteliy transformacija

Kompetentinés E. coli lastelés paruoSiamos 2.2.2 aprasytu metodu. Reikiamas kompetentiniy
lasteliy suspensijos tiiris sumaiSomas su plazmidine DNR arba ligavimo miS$iniu ir 20 min laikomas
ledo vonioje, po to miSinys 1 min. perkeliamas j 42 °C vandens termostatg. Po temperattirinio Soko
lastelés uzpilamos kambario temperattiros LB terpe santykiu 1:10 ir inkubuojamos dar 60 min 37 °C
temperatiiroje. Suspensija centrifuguojama, 1astelés resuspenduojamos mazesniame turyje LB terpés
ir iSséjamos Petri I¢ksStelése ant agarizuotos mitybinés LB terpés su reikiamu antibiotiku. Lékstés

inkubuojamos oriniame termostate 37 °C temperatiiroje 16-20 h.
2.2.4 DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

Kolboje su NBE buferiniu tirpalu ir 0,5 ug/ml EtBr, dedant ,,TopVision* agarozés tableciy
(,,Thermo Scientific®) paruosiamas 1 % agarozés gelis. Agaroz¢ iSlydoma ir karSta supilama j
paruostg gelio forma, jstatomos Sukos. Sustinges gelis perkeliamas i elektroforezés vonelg su NBE
buferiniu tirpalu, turin¢iu 0,5 pg/ml EtBr. DNR méginiai maiSomi su ,,6x DNA Gel Loading Dye*
(,,Thermo Scientific*) ir j gelio Sulinélius jneSama po 5-20 pl méginio. Elektroforezé vykdoma esant

7 V/cm jtampai 40-50 min. Po elektroforezés gelis vizualizuojamas UV $viesoje.
2.2.5 Kryptinga mutagenezé¢ PGR biidu

Pagal 2.2.1 metodikg gautas raiSkos vektorius pET-MBP-HpCsx20 buvo naudojamas kaip
matrica mutantinio geno konstravimui. Pagal gamintojo rekomendacijas paruoSiamas PGR miSinys

su pradmeny pora, kuri skirta jvesti taskinei mutacijai, ir iSpilstomas i 0,2 ml mégintuvélius. PGR
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reakcijai naudota ,,Phusion* (,,Thermo Scientific*) DNR polimerazé. PGR vykdoma termocikleryje,
pradmeny lydymosi temperatiira parenkant naudojantis gamintojo kompiuterine programa. PGR
produktai analizuojami elektroforezés agaroziniame gelyje pagalba (zr. 2.2.4). PGR produktai
iSgryninami ,,GeneJET PCR Purification Kit* (,,Thermo Scientific* ) rinkiniu. Kad pasalintume
galimus matricos likucius, 1§grynintas PGR produktas paveikiamas Dpnl restrikcijos endonukleazes
preparatu. Dpnl sukarpo metilinta i§ bakterijy iSskirta matricing DNR, tac¢iau nehidrolizuoja
nemetilinto PGR produkto. PGR produktas yra veikiamas T4 polinukleotidkinaze ir ATP. Gauta
fosforilinta linijiné DNR molekulé yra susiuvama naudojant T4 DNR ligazg. E. coli lastelés
transformuojamos gauta plazmidine DNR, mutantinés plazmidés gryninamos, tikrinamos jvairiomis
restrikcijos endonukleazémis, geno seka patvirtinta atlikus DNR sekoskaitg (zr. 2.2.1-2.2.3). Visos

procediros atliktos pagal gamintojo ,,Thermo Scientific* rekomendacijas.
2.2.6 Baltymy raiska

Naudojant 2.2.3 metodika E. coli Arctic Express (DE3) kamienas transformuojamas laukinio tipo
ir mutantine plazmidémis. Gautos kulttiros nak¢iai atskirai uzsé¢jamos j kolbas su 400 ml LB terpés,
ampicilinu (0,1 mg/ml) ir gentamicinu (0,03 mg/ml), kultiira auginama purtykléje 37 °C, esant 200
rpm. Ryte 1/20 naktinés kultiiros perséjama j §viezig 4x 400 ml LB terpe su ampicilinu ir gentamicinu
ir toliau auginama iki optinio tankio 0.7-0.75. Tikslinio baltymo raiSka indukuojama pridedant j terpg
0,2 % L-(+)-arabinozés. Po indukcijos kultira auginama dar 5-6 val. Biomasé surenkama
centrifuguojant ,,Beckman‘ centrifugoje (JA-10 rotorius, 5 min., 6000 rpm, 4 °C). Baltymy raiska

patikrinama Western-Blot metodu, pagal ,,Thermo Scientific* rekomendacijas.

2.2.7 Baltymy gryninimas

Uzauginta biomasé suspenduota baltymy gryninimo buferyje su 20 mM imidazolo, 2 mM
PMSF ir suardyta ultragarsu. Lasteliy nuolauzos ir netirpas baltymai pasalinti centrifuguojant
,Beckman* centrifugoje su JA-20 rotoriumi 1 h., 18000 rpm, 4 °C. Supernatantas saugomas lede.
pBAD vektoriuose isreikstus baltymus buvo bandoma gryninti giminingumo chromatografijos badu
naudojant ,,AKTA Avant” (,,GE Healthcare®) sistemg ir ,HisTrap*“ arba ,StrepTrap“ (,,GE

Healthcare®) kolonéles.

pET raiskos vektoriuose iSreiksti baltymai buvo gryninami per ,HisTrap“. Pirmame etape,
uznesus lgsteliy lizata tiksliniai baltymai buvo nuplauti nuo ,,HisTrap* kolonélés naudojant imidazolo
gradientg (5-500 mM). Gryninimo frakcijos apjungiamos remiantis NDS-PAGE analize, is jy buvo
pasalinamas imidazolas panaudojant ,,HiPrep 26/10 desalting* (,,GE Healthcare®) kolonélg. Hisio-
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MBP inkaras buvo pasalintas pridedant 15 mM DTT ir 1/50 tiksliniy baltymy masés dalies TEV
proteazés, inkubuojant 4 °C, 48-72val. Toliau baltymai gryninti per ,HisTrap“, surenkama
prasokimo frakcija. Tikslinj baltyma turin€ios frakcijos dializuojamos per naktj 4 °C prie$ saugojimo
buferj. Baltymy koncentracijos jvertintos matuojant Sviesos sugertj esant 280 nm bangos ilgiui

spektrofotometru ,,ND-1000* (,,NanoDrop Technologies*).
2.2.8 NDS-PAGE elektroforezé

Baltymai analizuoti NDS-PAGE elektroforezés badu. Baltymy méginiai paruosti baltyminj
preparatg sumaisius su 4x baltymy dazu ir denataravus 5 min kaitinant verdan¢iame vandenyje.
Baltymai frakcionuoti 12 % NDS poliakrilamidiniame gelyje. Baltymy masei jvertinti panaudotas
baltymy molekulinés masés standartas ,,PageRuler™ Unstained Protein Ladder (,,Thermo
Scientific”). Elektroforezé vykdoma esant 200 V jtampai. Po elektroforezés gelis nudazytas
,PageBlue™ Protein Staining Solution® dazu pagal gamintojo (,,Thermo Scientific*)

rekomendacijas.

2.2.9 Baltymy erdviniy struktiiry modeliavimas ir analizé

Baltymy tretiniy struktiry modeliavimui pagal pirming¢ struktiira buvo naudota ColabFold
sistema (Mirdita et al., 2022), vykdanti AlfaFold2 koda. | uzklausos langg buvo jvestos HpCsx20
arba Rm378Csx20 baltymy sekos. Siekiant modeliuoti dimerines strukttras, baltymy sekos buvo
jvestos du kartus, jas atskiriant dvitaskiu. Siekiant modeliavimui panaudoti informacija i§ PDB
duomeny bazéje esan¢iy homology struktiiry, buvo pasirinktas parametras use_templates. Buvo
sukurta po 5 kiekvieno baltymo modelius, i$ kuriy tolimesnei analizei buvo panaudotas 1 geriausias.
Gauty HpCsx20 ir Rm378Csx20 struktiiry modeliy panaSumo su nustatyty struktiiry baltymais PDB

duomeny bazéje buvo ieskoma panaudojant DALI serverj pateikiant modelius .pdb formatu.
2.2.10 SEC-MALS analizé

Baltymy oligomerinés biisenos tirpale analizé atlikta panaudojant MiniDAWN (,,Optilab*)
prietaisg ir Superdex 200 Increase 10/300 GL (,,Cytiva®) gelfiltracijos kolon¢lg. Iki analizés sistema
2-3 val. lygsvarinama SEC-MALS buferiu 0,4 ml/min grei¢iu. Saugojimo buferyje esantys
baltyminiai méginiai praskiesti iki 0,3-0,8 mg/ml koncentracijos SEC-MALS buferiu, méginiai
centrifuguojami 20 min., 16000 g mikrocentrifugoje. Analizei uzneSama 200 pL. méginio. Méginiai

buvo isanalizuoti ir jy baltymy molekulinés masés apskaiciuotos panaudojant ASTRA programa.
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2.2.11  cOA hidrolizés aktyvumo tyrimai

1-20 uM Csx20 baltymo buvo inkubuota su 10 uM cAu4/cAs, pridéjus 0.5 U/ul RiboLock
RNaziy slopiklio (,,Thermo Scientific*). Reakcijos vykdytos 37 °C, 25°C, 15°C arba 4°C
temperatiirose, ,,Yellow* (,,Thermo Scientific®) buferiniame tirpale. Reakcijos pradedamos pridéjus
fermento ir stabdomos skirtingais laiko intervalais paimant i§ reakcijos miSinio 20 pl ir inkubuojant
65 °C arba 95 °C, atitinkamai HpCsx20 ir Rm378Csx20 baltymy atvejais, 15 min. Reakcijy produktai
buvo analizuoti HPLC-MS metodo pagalba Vilniaus Universiteto Gyvybés moksly centro Atviros

prieigos centre. Analiz¢ atliko Audroné RukSénaiteé.
2.2.12 E. coli lgsteliy augimo ribojimo eksperimentas

E. coli ER2566 (DE3) kamienas transformuotas pCsm (laukinio tipo arba su Csm3D33A,
Cas10D16A ir/arba Casl0D575A/D576A mutacijomis; StrR), pCRISPR (CmR) ir pTarget(KnR)
plazmidémis. Atrinkus $ias plazmides turin¢ius transformantus, toliau Igstelés buvo transformuotos
pET tuséiu vektoriumi, pET-CARF-RelE.A, pET-CARF-RelE.B, pET-CARF-RelE.A_HpCsx20,
pET-CARF-RelE.A_Rm378Csx20, pET-CARF-RelE.B_HpCsx20 arba pET-CARF-
RelE.B. Rm378Csx20 plazmidémis (AmpR), kurios buvo sukonstruotos pagal 2.2.1 metodikg. Gauti
transformantai buvo auginti skystoje LB terpéje, 4 ml turyje, terpé€je esant reikiamy antibiotiky ir 2 %
D-gliukozés, 17 val, 37 °C temperatiiroje, purtant 200 rmp grei¢iu. Toliau vykdomi 8 10-kartiniali
kultiry skiedimai LB terpéje. Kiekvieno skiedimo po 8 pl iSlaSinama ant kambario temperatiiroje
pasildyty leéksteliy su agarizuota LB terpe, kurioje yra pridéta reikiamy antibiotiky ir 0,02 mM IPTG.
Lékstelés auginamos 37 °C temperatiroje per naktj, transformanty kiekis suskaiCiuojamas ir

paver¢iamas | CFU/ml iSraiska, remiantis formule:

CFU _ kolonijy skaiCius x skiedimo faktorius

ml terpés turis, ml
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Darbo objektas

Makarova ir bendradarbiai nuspé¢jo, kad necharakterizuoti Csx20 baltymai galéty biiti nauja
ziedo nukleaziy Seima (Makarova, Timinskas, et al., 2020). Norédami funkciskai charakterizuoti
$iuos baltymus, atlikome kompiutering Csx20 homology paieska ir analize. Dr. Ceslovas Venclovas
(VU, Biotechnologijos Institutas), naudodamas PSI-BLAST jrankj, i§ NCBI duomeny bazés atrinko
Csx20 baltymy homology sekas ir su CLANS jrankiu jas sugrupavo pagal tarpusavio panaSumag
(nepublikuoti duomenys). Buvo iSskirtos 3 pagrindinés grupés, 1§ jy biocheminiams tyrimams
pasirinkome po vieng atstovg. Darbo objektais pasirinkome du atstovus i§ Helicobacter pullorum
(HpCsx20) ir Rhodothermus marinus (RmCsx20) bakterijy, jy genomuose Salia Csx20 yra,
atitinkamai, 111-D ir I11-A tipy CRISPR-Cas sistemos ir papildomi CARF efektoriai (3.1 pav.). Taip
pat charakterizavimui pasirinkome Csx20 i§ Rhodothermus bakteriofago 378 (Rm378Csx20), kuris
spéjome galéty buti virusiné ziedo nukleazé, panaSiai kaip Acrlll-1 baltymas (Athukoralage,
McMahon, et al., 2020), kurj virusas naudoja neutralizuodamas infekuojamos bakterijos Il tipo
CRISPR-Cas antivirusine apsauga. Siame darbe mes siekéme iSgryninti pasirinktus baltymus ir

charakterizuoti jy aktyvumus in vitro ir in vivo.

Csx20 i$ Helicobacter pullorum (HpCsx20):
CRISPR cas2 csx20 csx1 c¢sx23 cas6 cas10 csm3

Csx20 i$ Rhodothermus marinus (RmCsx20):
CRISPR csm5/4/3/2 cas10 CRISPR csx1csx20 csx1csx1 cas6

—HH-EEEE i D DD DI D@

Csx20 iS Rhodothermus bakteriofago 378 (Rm378Csx20):

D

3.1 pav. Tyrimui pasirinkty Csx20 homology genominiai kaimynai.

3.2 Baltymy raiSkos vektoriy konstravimas, baltymy raiska ir gryninimas

Pirmiausiai nusprendéme sukonstruoti Csx20 raiSkos vektorius ir iSgryninti pasirinktus
tikslinius baltymus. Tuo tikslu ,,Twist Bioscience* kompanijoje uzsakéme susintetinti genus,
koduojan¢ius laukinio tipo (wt) RmCsx20, HpCsx20 ir Rm378Csx20 baltymy sekas. Sie genai N-
galinéje dalyje turéjo prilietas TEV proteaze nukerpamas Hiss-Strepll-Hiss giminingumo inkaro
sekas, kurios bus skirtos baltymy gryninimui giminingumo chromatografijos metodu. Csx20 genai

,» Iwist Bioscience* buvo klonuoti j raiSkos vektoriy pBAD, kuriame tikslinio baltymo raiska yra
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grieztai kontroliuojama. Sukontruotas plazmides panaudojome Csx20 baltymams isreiksti E. coli
bakterijose. Naudojant Strepll sekai specifinius antikiinus jy raiska patikrinome Western-blot
analizés metodu (3.2B pav.). Isitikinus, kad visy baltymy raiSka vyksta, baltymai buvo gryninti
naudojant aukSto slégio baltymy giminingumo chromatografijos metoda ir HisTrap bei StrepTrap
koloné¢les (,,GE Healthcare®). Deja, Siuo metodu mums nepavyko i8gryninti pakankamy kiekiy

baltymuy, reikalingy tolimesniems darbams.

Norédami padidinti tiksliniy baltymy iSeiga, toliau pasitelkéme dvi strategijas: nusprendéme (i)
perkelti csx20 genus i§ pBAD raiSkos vektoriaus | maziau kontroliuojama, bet didesne tikslino
baltymo raiska pasizymintj pET raiSkos vektoriy, (ii) kiekvieno baltymo N-galg sulieti su maltoze
suriSanciu baltymu (angl. maltose binding protein, MBP), kuris padidina tikslino baltymo tirpuma
(3.2A pav.). Sis baltymas N-gale taip pat turi priliety 10 histidino liekany, skirty i3gryninti baltyma.
Tarp Sio Hisio-MBP inkaro bei kiekvieno tikslinio geno jterpéme TEV proteazés atpazinimo seka,
kad inkaras galéty biti pasSalinamas iSgryninus baltyma. Visy tiriamy Csx20 baltymy raiSkos
vektorius sukonstravome Gibsono DNR fragmenty surinkimo metodu 2.2.1. Sukonstruoty
plazmidziy (3.1 lentelé) sekas patikrinome DNR sekoskaitos pagalba Vilniaus Universiteto Gyvybés
moksly centro DNR sekoskaitos centre.

A Geny sintezé 9 g
g Western & % o I
] 3 blot lizé X ® 3 3
S 3 9 ot analizé Pt % 3 S o
3 R % Baltymy YHUU Gibsono § 9 g g Giminingumo g Veikimas TEV
a 9] % = si0gs 3 - 2 o
£ E =3 ra«skg = - surinkimas ' ‘-" r r chromatograflja‘ proteaze 5
2 3 5 -~ 2 g g : E— @i — :
3 3 3 - ' - & b ' j
% B a S g H iy iy
Mutageneze
panaudojant Phusion
polimeraze
Dializé pries T
saugojimo Glmlnlngum9
y,/}b bufer chromatografija
oy
09*191%%:{7—0
gt HpCsx20 Rm378Csx20
; 107 x10 6
g 1420489 5 15882.61
o —
05 25
24 . U0 o , 1982546 158647 15903.39 i
15 50 14200 14250 14300 14350 14400 15825 15850 15875 15900 15925 15950 15975
Counts vs. Deconvoluted Mass (amu) | Counts vs. Deconvoluted Mass (amu) |

3.2 pav. Darbo apibendrinta schema ir gryninamy baltymuy identifikavimas. (A) Tyrime vykdyty
darby apibendrinta schema. (B) Baltymy raiSkos Western-Blot analizés rezultatai. (C) ISgryninty
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baltymy kokybe pavaizduojantis NDS-PAGE gelis. (D) HpCsx20 ir Rm378Csx20 baltymy masiy
spektrai. (B) ir (C) M — baltymy molekulinés masés standartai. Salia standarty nurodytos molekulines
mases atitinkancios juostelés, kDa. (B), (C) ir (D) rodyklémis parodytos tiksliniy baltymy juostelés
(B, C) ir smailés (D).

3.1 lentelé. Darbe sukonstruotos Csx20 baltymuy rai§kos plazmidés

Pradinés plazmideés Sukonstruotos plazmidés | Baltymai
pBAD-RmMCsx20 PET-MBP-RmCsx20 RmCsx20
pPET-MBP-HpCsx20 HpCsx20

pBAD-HpCsx20
PET-MBP-HpCsx20-H9A | HpCsx20-H9A

pBAD-Rm378Csx20 pPET-MBP-Rm378Csx20 Rm378Csx20

Naudojant auksto slégio baltymy giminingumo skys¢iy chromatografijos metodg ir HisTrap
kolonéle (,,GE Healthcare*) mums pavyko isgryninti HpCsx20 ir Rm378Csx20 baltymus. Hisio-MBP
inkarai buvo pasalinti paveikus His-TEV proteaze ir gauti preparatai isgryninti dar kartg panaudojant
HisTrap kolonéle. Prasokimo frakcijas apjungéme ir Csx20 preparatus dializavome prie§ saugojimo
buferj. I8gryninty HpCsx20 ir Rm378Csx20 baltymy molekulinés masés buvo identifikuotos
naudojant masiy spektrometrijos metoda (3.2D pav.). RmCsx20 baltymo mums nepavyko iSgryninti
dél neefektyvaus N-Hisio-MBP inkaro hidrolizés TEV proteaze. To galima priezastis — gryninimo
inkaras galimai yra jsiterpgs | baltymo globulés vidy. Baltyminiy preparaty kokybe iliustruoja

elektroforegramos, pateiktos 3.2C pav.
3.3 Csx20 oligomerinés biisenos nustatymas

Toliau siekéme nustatyti iSgryninty Csx20 baltymy oligomerines buisenas. Tuo tikslu atlikome
baltymy SEC-MALS analiz¢ (2.2.10). Pagal apskaiciuotas molekulines mases nustatéme, kad wt
HpCsx20 ir mutantinis HpCsx20-H9A baltymai tirpale yra dimerai (3.3 pav., 3.2 lentel¢), kaip ir Crnl
(Athukoralage et al., 2018) bei Crn2/Acrlll-1 ziedo nukleazés (Athukoralage, McMahon, et al., 2020;
Samolygo et al., 2020). Rm378Csx20 atveju didziausiu intensyvumu pasizyméjo smailé, kurios
nustatyta molekuliné masé atitiko Rm378Csx20 dimera, taCiau taip pat buvo aptiktos ir mazesnio
intensyvumo smailés, kuriy apskai¢iuotos molekulinés masés atitiko Rm378Csx20 trimera, tetramerg
ir heksamerg (3.3 pav., 3.2 lentelé). Toks rezultatas leidzia manyti, kad, galbiit, jprasta Csx20 biisena
yra dimeras, taciau baltymas geba oligomerizuotis. Rm378Csx20 oligomerizacija galéty vykti
baltymui sgveikaujant su cOA substratu, panas$iai kaip Csx3/Crn3 nukleazés dimerai sgveikaudami
su cA4 formuoja tetramera (Athukoralage, McQuarrie, et al., 2020). Norint tai patvirtinti, reikalingi

papildomi baltymo ir cOA ligando saveikos tyrimai.
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3.3 pav. HpCsx20 ir Rm378Csx20 oligomerinés biisenos. SEC-MALS metodu idenifikuoty
oligomeriniy biiseny smailés parodytos rodyklémis. Indeksai Salia baltymo pavadinimo nurodo
oligomering biiseng, nustatytg pagal 3.2 lenteléje pateiktas molekulines mases.

3.2 lentelé Csx20 teorinés ir eksperimentinés molekulinés masés bei nustatytos oligomerinés biisenos

. Teoriné Eksperimentiné | (Eksp. m)/ | Oligomeriné
Baltymai monomero . _
. masé, kDa (Teor. m) biisena, n
mase, kDa

HpCsx20 14,2 31,9 2,2 2
HpCsx20-
HOA 14,1 28,6 2,0 2

35,2 2,2 2

43,2 2,7 3
Rm378Csx20 | 15,9

59,2 3,7 4

102,2 6,4 6

3.4 Csx20 struktiriniai modeliai ir jy analizé

Norédami patikrinti ar miisy tiriami baltymai yra panasiis | CARF baltymus ir galéty turéti ziedo
nukleazéms biidingg aktyvyjj centrg, baltymy struktiiras sumodeliavome panaudodami AlfaFold2
metoda (2.2.9). Atsizvelgdami j eksperimentiSkai nustatytas oligomerines biisenas, HpCsx20 ir
Rm378Csx20 modeliavome kaip dimerinius baltymus. Gautus erdviniy struktiiry modelius
analizavome naudodami DALI serverj (2.2.9). Modeliy analizé atskleidé, kad HpCsx20 baltymas
labiausiai panasus j CA4 ziedo nukleazés aktyvumga turintj T. thermophilus (Tt) Csm6 efektoriy (PDB
5FSH, Z-jvertis 6.1) ir cAs ziedo nukleazés aktyvuma turintj Enterococcus italicus (Ei) Csm6
efektoriy (PDB 6TUG, Z-jvertis 5.7), ziedo nukleaze Crnl i§ Sulfolobus solfataricus (Ss) (PDB
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3QYF, Z-jvertis 5.1), taip pat | Csx1 i§ Sulfolobus islandicus (Si), kuris yra aktyvuojamas cAa, bet
nepasizymi ziedo nukleaziniu aktyvumu (PDB 6QZQ, Z-jvertis 5.5). I[domu, kad HpCsx20 rodé
patikimg panasumag ir j Asticcacaulis sp. Cap5 (PDB 7RWK, Z-jvertis 5.3), antivirusinés bakterijy
apsaugos sistemos CBASS efektoriy (Fatma et al., 2021), turintj SAVED domeng, giminingg CARF
domenui. Tuo tarpu Rm378Csx20 struktiirinis modelis nebuvo patikimai panasus j CARF baltymus.
Stebétas tik nedidelis panasumas j Csm6 efektoriy i§ T. thermophilus (PDB 5FSH, Z-jvertis 4.1).

HpCsx20 Rm378Csx20

\’/

3.4 pav. HpCsx20 ir Rm378Csx20 struktiriniai modeliai. (A) HpCsx20 ir Rm378Csx20
struktiriniai modeliai sukonstruoti naudojant AlfaFold2 metoda. (B) TtCsm6 (PDB 5FSH) ir SsCrnl
(PDB 3QYF) struktiiros, panasios j HpCsx20 modelj pavaizduota (A). (C) HpCsx20 modelio, SsCrnl
ir cA4 superpozicija. Superpozicijai buvo naudotas HpCsx20 modelis, SsCrnl (PDB 3QYF) ir cA4 i$
SiCsx1-cA4 (PDB 6R7B) struktiiros.

Kadangi yra nustatytos SiCsx1 (PDB 6R7B) ir EiCsm6 (PDB 6 TUG) kompleksy struktiiros su,
atitinkamai, cAs ir cAs, pabandéme TtCsmo6 ir EiCsm6 strukttras palyginti su HpCsx20 modeliu.
Tam naudojome top3D programa. HpCsx20 modelio ir SiCsx1-cA4 superpozicija parodé, kad cA4
vizualiai telpa j HpCsx20 spéjamg cOA suriS§imo kiSen¢ (dr. G. Tamulaitiené, nepublikuoti
duomenys). Todél galima manyti, kad cA4 galéty biiti Csx20 baltymo substratas. Toliau panaudodami
PyMOL programg, HpCsx20-CA4 superpozicijg sugretinome su SsCrnl (PDB 3QYF) struktura (3.4
pav.). Gautame superpozicijos modelyje Asn8, His9, Thr94 ir Arg96 a.r. issidésto vandenilinés
jungties atstumu iki cAs molekulg sudaranciy fosfodiesteriniy jungciy. HpCsx20 His9 Soniné
grandiné modelyje i$sidésto netoli SsCrnl Serll Soninés grandinés, kuris kaip buvo pasiilyta
(Athukoralage et al., 2018), katalizés metu dalyvauja ribozés 2°-OH grupés orientavime nukleofilinei

atakai. Archaeoglobus fulgidus Crn3 buvo parodyta, kad His60 yra svarbus ziedo nukleaziniam
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aktyvumui (Athukoralage, McQuarrie, et al., 2020). Taip pat Acrlll-1 His47 yra batinas cAs
hidrolizei (Athukoralage, McMahon, et al., 2020). Todél spéjame, kad HpCsx20 aktyviame centre

His9 galéty biti nukleofilas, dalyvaujantis cA4 fosfodiesterinés jungties hidrolizés katalizéje.
3.5 Csx20 aktyvumo tyrimas in vitro

Norédami patikrinti ar maisy tiriami baltymai geba degraduoti cOA, iStyréme jy aktyvuma in
vitro. Tuo tikslu HpCsx20 ir Rm378Csx20 (1 uM) inkubavome su cAas ir cAs (10 uM) junginiais ir
reakcijos produktus analizavome HPLC-MS metodo pagalba (3.5A pav.). Kadangi parodéme, kad
HpCsx20 yra panasus j Crnl ir Csm6 ziedo nukleazes, kurios cOA hidrolizuoja neprikausomai nuo
metalo jony, tad tiriamy baltymy aktyvumo reakcijas inkubavome 2 val. 37 °C temperatiiroje nesant
Me?* jony. Reakcijy produktus analizavome HPLC-MS metodo pagalba Vilniaus Universiteto
Gyvybés moksly centro Atviros prieigos centre. Analize atliko Audroné Ruksénaité. EKsperimento

rezultatai pateikti 3.5B pav..

HPLC-MS analizé 100
+CcA, <> |
—, X
s Aq H H | ;50
W o O T ;50
3
B (0} —
CAMP  CcA, cA, CAMP  cA, cAg HpCsx20 K Wt H9A
Y y__ ¥ Y B2 B Inkubacijos 64 min. 1 min. 64 min.
‘ ¥ > i il h trukme
WEINNE WE N ‘ o R REY G0 B D
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< . T
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3.5 pav. Csx20 aktyvumo tyrimas in vitro. (A) Eksperimento schema, (B) HpCsx20 ir Rm378Csx20
CA4 ir CAg hidrolizés chromatogramos. (C) HpCsx20 laukinio tipo (wt) ir HO9A mutantinio baltymo
aktyvumy palyginimas. (D) HpCsx20 cA4 hidrolizés efektyvumas skirtingose temperatiirose.

HPLC-MS analizé parodé¢, kad HpCsx20 ir Rm378Csx20 pilnai suhidrolizuoja cAs iki CAMP,
0 cAs nehidrolizuoja. Tai rodo, kad Csx20 Seima veikia panasiai kaip Crnl ir Crn2/Acrlll-1 Seimy
ziedo nukleazés, kurios taip pat hidrolizuoja cAs nesant Me?* jony (Athukoralage et al., 2018;
Athukoralage, McMahon, et al., 2020; Samolygo et al., 2020). Norédami jrodyti, kad surastas
aktyvumas priklauso tiksliniam baltymui, nusprendéme HpCsx20 His9 pakeisti alaninu. HpCsx20
mutantinij H9A baltymo raiSkos vektoriy  sukonstravome kryptingos mutagenezés biudu.

Sukonstruotos mutantinés plazmideés (3.1 lentelé) seka patikrinome Vilniaus Universiteto, Gyvybés
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moksly centro DNR sekoskaitos centre. HpCsx20-H9A iSgryninome taip pat kaip laukinio tipo
HpCsx20 (3.5C pav). SEC-MALS analizé patvirtino, kad HpCsx20-H9A tirpale formuoja dimera,
kaip ir laukinio tipo HpCsx20 (3.2 lentelé). Toliau HpCsx20-H9A baltyma inkubavome cAa.
Nustatéme, kad mutantinis baltymas suhidrolizavo vos 40 % cAas substrato, kai tuo tarpu wt baltymas
per ta patj laikg pilnai (>99 %) sudegradavo visa cA4 (3.5C pav.). Skirtingai nuo wt reakcijos, H9A
reakcijos misinyje nebuvo detektuotas galutinis produktas CAMP. Sis eksperimentas parodo, kad
His9 yra svarbi a.r. HpCsx20 vykdomai cAq hidrolizei ir miisy surastas cA4 hidrolazinis aktyvumas

yra biidingas Csx20.

Jdomu, kad Csx20 reakcijos produktas yra CAMP (3.5B pav.). Tuo tarpu visos $iuo metu istirtos
ziedo nukleazés — Crn1/Crn2/Acrlll-1/Crn3 cAs paverdia j galutinj produkta A2>p. Siose Ziedo
nukleazése kiekvienas dimero CARF subvienetas turi po vieng aktyvy centra, kuris perkerpa po vieng
fosfodiestering jungtj susidarant linijiniam A2>p . Csx20 atveju susidaro galutinis produktas CAMP
ir jokio tarpinio produkto nestebime. Tai buity galima paaiskinti, kad (i) jis susidaro ir reakcijos eigoje
labai greitai paverc¢iamas j galutinj produktg; (ii) Csx20 aktyvis centrai veikia sutartinai ir tarpinio
produkto nesusidaro. CAMP susidarymui reikalingi 4 nepriklausomi aktyvis centrai. Tai galéty vykti,
jeigu Csx20 suriSes substrata cAs tetramerizuojasi. Tam neprieStarauja misy gauti SEC-MALS
eksperimento rezultatai, kurie parodé, kad nors tirpale Rm378Csx20 egzistuoja daugiausiai
dimerinéje formoje, bet yra linkes ir oligomerizuotis. Alternatyvus budas kaip Csx20 galéty cAs
paversti CAMP — Csx20 katalizéje dalyvauja dar viena aktyvaus centro a.r., kuri A2>p galéty paversti
dvejomis cAMP molekulémis. Parodéme, kad katalizei svarbi HpCsx20 spéjamo aktyvaus centro
His9. Thr94 arba Arg96, kurie HpCsx20-cA4 modelyje yra arti fosfodiesterinés jungties, galbiit, taip
pat galéty dalyvauti katalizéje kartu su His9 (3.5C pav.). Norint iSsiaiSkinti detaly veikimo

mechanizma, reikalingi tolimesni Csx20 aktyvumo tyrimai.

Toliau darbe patikrinome, kaip efektyviai Csx20 hidrolizuoja cAs. Tuo tikslu vykdéme
HpCsx20 ir Rm378Csx20 hidrolizés reakcijas esant skirtingoms temperatiiroms, bei reakcijas
sustabdéme skirtingais laiko intervalais. Reakcijas atlikome fermento pertekliaus saglygomis, esant 20
MM HpCsx20 arba Rm378Csx20 ir 10 uM cAs. Reakcijy misiniai buvo inkubuoti 25, 15 arba 4 °C
temperatiirose. Reakcijas stabdéme po 1, 4, 16 ir 64 min. Abu Csx20 homologai visiskai
suhidrolizavo substratg visose tirtose temperatiirose, jskaitant 4 °C, jau po 1 min. inkubacijos (3.5D
pav.). Toks rezultatas rodo, kad Csx20 pasizymi greitu fermentiniu efektyvumu, panaSiai kaip
Crn2/Acrlll-1 (Athukoralage, McMahon, et al., 2020) ir Crn3 (Athukoralage, McQuarrie, et al., 2020)
ziedo nukleazés, bei skirtingai negu Crnl, kurie yra zymiai létesni fermentai (Athukoralage et al.,
2018). Tai galéty rodyti, kad bakteriniai Csx20 atstovai gali suteikti apsauga efektyviai degraduojant

CA4 aktyvatoriy po to, kai bakterija apsigina nuo virusinés infekcijos. Tuo tarpu virusinis
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Rm378Csx20 dél savo efektyvaus veikimo, galbut, galéty neutralizuoti III tipo CRISPR-Cas
imuniteta hidrolizuodamas didelius cAa kiekius ir veikti panasiai kaip Acrlll-1 ziedo nukleazés
(Athukoralage, McMahon, et al., 2020).

3.6 Csx20 aktyvumo tyrimas in vivo

Misy atlikti eksperimentai parodé, kad Csx20 pasizymi CAs nukleaziniu aktyvumu. Toliau
darbe sickéme pademonstruoti, kad Csx20 yra veiklios ziedo nukleazés in vivo salygose. Tam
panaudojome E. coli 1asteliy augimo ribojimo metoda. Siam eksperimentui pasitelkéme dirbting I1I-
A tipo CRISPR-Cas sistema, kurig sukonstravo Vilniaus Universiteto doktorantas Irmantas Mogila.
Sistemg sudaro 4 IPTG indukuojami raiskos vektoriai: 1) pCsm vektorius, koduojantis visus Csm
kompleksg sudarancius baltyminius subvienetus — Cas10, Csm2, Csm3, Csm4, Csmb, taip pat Cas6
ribonukleaze, reikalingg crRNR brendimui; 2) pCRISPR vektorius, koduojantis crRNR, nutaikyta
atpazinti GFP transkripta; 3) pTarget vektorius, koduojantis GFP baltymo transkriptg (ir turintis
crRNR komplementarig seka); 4) pBAD_CARF-RelE vektorius, koduojantis CARF-RelE efektoriy,
kuris susiri$es su cAas, hidrolizuoja ribosomose transliuojamga iRNR (Irmantas Mogila, Gintautas
Tamulaitis, nepublikuoti duomenys). E. coli Igstelés, transformuotos Siomis 4 plazmidémis, nustoja
augti pridéjus induktoriaus, nes tuomet III tipo CRISPR-Cas sistema susintetina cAs, kuris aktyvuoja
CARF-RelE iRNR nukleaze ir §i sustabdo lasteliy augimg (Irmantas Mogila, Gintautas Tamulaitis,
nepublikuoti duomenys). Nusprendéme, kad papildomai | $ig sistema jvede csx20 gena, galétume
pademonstruoti, kad Csx20 baltymai, hidrolizuodami cAas, geba neutralizuoti 111 tipo CRISPR-Cas
efektoriaus CARF-RelE toksinj poveikj E .coli lasteléms (3.6A pav.).

Siekdami stebéti vien tik cOA sintezés poveikj lasteléms, eksperimente naudojome pCsm
variantg, kuris koduoja Csm kompleksa, kuriame yra iSmutuoti Cas10.HD DNazinis, bei Csm3
RNazinis aktyvieji centrai. Toks Csm kompleksas turi tik Casl0 Palm domeno polimerazinj
aktyvuma, tad atpazings RNR taikinj sintetins cCOA molekules, bet nehidrolizuos RNR ir DNR (Zr.
1.3).

pBAD_CARF-RelE vektorius yra valdomas tik vienu promotoriumi, 0 miisy eksperimentui
buvo reikalingas raiskos vektorius, kuriame vienu metu bty galima iSreiksti du skirtingus cAa
suriSan¢ius CARF baltymus. Tuo tikslu Gibsono surinkimo metodu csx20 ir carf-relE genus
perklonavau j dvejais promotoriais valdomg pET-Duet raiskos vektoriy (3.6B pav.). Sukontravome 4
skirtingus raiskos vektorius, kuriuos pavadinome: pCARF-RelE.A_HpCsx20 ir pCARF-
RelE.A_Rm378Csx20, pCARF-RelE.B_HpCsx20 ir pCARF-RelE.B_Rm378Csx20, koduojancius
skirtingas iRNR nukleazes ir skirtingus Csx20. Taip pat sukonstravome plazmides pCARF-RelE.A
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ir pCARF-RelE.B, kurias naudosime tik iRNR nukleazés raiSkai. Apibendrinta plazmidziy
konstravimo schema pateikta 3.6B pav.
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3.6 pav. Csx20 aktyvumo tyrimas in vivo. (A) Eksperimento principiné schema, (B) pCARF-RelE
ir pPCARF-RelE Csx20 raisSkos plazmidziy konstravimo schema. (C) E. coli augimo ribojimo
eksperimento rezultatai. (D) Sutartinis kolonijy susidarymo skaicius (angl. colony forming units,
CFU) E. coli Igstelése, kuriose iSreiSkiamas Csm kompleksas, CARF-RelE ir Csx20. CFU buvo
apskaiCiuota, kaip apraSyta (Medziagos ir metodai 2.2.12). Paklaidy juostos (angl. error bars) rodo
standartinj nuokrypj tarp 3 pakartojimy.

E. coli ER2566 (DE3) kamieng transformavome pCsm, pCRISPR ir pTarget plazmidémis.
Atrinke Sias plazmides turin¢ius transformantus, toliau Igsteles transformavome skirtingais pCARF-
RelE arba pCARF-RelE_Csx20 plazmidziy variantais (3.6B pav.). Kontroliniame eksperimente

vietoje pPCARF-RelE ir pPCARF-RelE_Csx20 naudojome pET-Duet vektoriy (nekoduojantj nei vieno
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i§ baltymy). Taip pat norédami jsitikinti, jog lastelés gyvybingumas yra susij¢s su Csm komplekso
cOA signaliniu keliu, transformacijai naudojome 2 skirtingus pCsm variantus: (i) pCsm-Cas10.Palm-
wt, koduojantj Cas10, gebantj sintetinti cOA, bei (ii) pCsm-Cas10.Palm-mut, Cas10 cOA sintazés
aktyvaus centro mutanta, kuris nesintetina cCOA. Gautus transformantus pasidauginome, praskiedéme
1-107 karty ir skirtingus lgsteliy skiedimus i§séjome ant agarizuotos terpés su reikiamais antibiotikais
ir IPTG induktoriui (3.6C pav.). Lasteliy gyvybingumg jvertinome suskai¢iuodami kiek uzaugo
transformanty (3.6D pav.).

Lasteliy, kuriose isreiskiamas Csm kompleksas kartu su CARF-RelE.A ar CARF-Rel.B,
transformacijos efektyvumas buvo atitinkamai 1000 ir 100 karty Zemesnis, lyginat su kontrolinémis
lastelémis, kuriose buvo vien tik iSreiSkiamas Csm kompleksas. Tai rodo, kad CARF-RelE raiska yra
toksiska E. coli lasteléms. Terpéje esant IPTG induktoriaus, vyksta visy 4 plazmidziy geny raiska,
Igsteléje susirinke Csm kompleksai sintetina CAs ir aktyvuoja CARF-RelE efektoriy, kuris degraduoja
lasteléje transliuojama iIRNR. Lastelés, kuriose iSreiskiamas mutantinis Csm kompleksas, negebantis
sintetinti CAs4, pasizyméjo transformacijos efektyvumu tokiu paciu kaip kontrolinés lgstelés (néra nei
CARF-RelE, nei HpCsx20). Tai rodo, kad lasteliy transformacijos sumazéjimas Csm ir CARF-RelE

raiSkos atveju yra susijes su cAs raiska.

Tuo tarpu, lgsteliy, kuriose iSreiskiamas Csm kompleksas kartu su vienu i§ CARF-RelE ir
HpCsx20 arba Rm378Csx20, transformacijos efektyvumas buvo lygus kontrolinémis lastelémis,
kuriose buvo iSreiskiamas vien tik Csm kompleksas. Tai rodo, kad papildoma tiek HpCsx20, tiek ir
Rm378Csx20 baltymy raiska pilnai atstato lasteliy gyvybinguma, Sumazéjusj dél Csm ir CARF-RelE
aktyvumy. Siuo atveju E. coli lastelése Csx20 Ziedo nukleazés sudegraduoja cA4 molekules, tokiu

btdu uzkirsdamos kelig CARF-RelE aktyvacijai bei lgsteliy augimo ribojimui.

Taigi Sie rezultatai paremia in vitro misy surasta Csx20 cAs nukleazinj aktyvuma, bei

patvirtina, kad Csx20 yra nauja ziedo nukleaziy Seima.
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ISVADOS

HpCsx20 tirpale yra dimeras. Rm378Csx20 tirpale formuoja dimera, bet baltymas yra linkes
sudaryti ir aukStesnes oligomerines formas (trimerg, tetramera bei heksamerg).

HpCsx20 ir Rm378Csx20 yra cAs4-specifinés nuo metalo jony nepriklausomos Ziedo
nukleazés, hidrolizuojanc¢ios cA4 iki CAMP.

HpCsx20 ir Rm378Csx20 cA4 hidrolizuoja efektyviai, kaip Acrlll-1/Crn2 bei Csx3/Crn3
Seimos baltymai, ir greic¢iau nei charakterizuotos Crnl ziedo nukleazés.

HpCsx20 spéjamo aktyvaus centro His9 pakeitimas alaninu stipriai sumazina fermentinj
aktyvuma.

HpCsx20 ir Rm378Csx20 panaikina S. thermophilus 111-A tipo CRISPR-Cas sistemos CAa4

efektoriaus sukelta E. coli bakterijy augimo ribojima.
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SANTRAUKA

Danas Klimavicius
Su 111 tipo CRISPR-Cas sistemomis susijusios spéjamos Ziedo nukleazés tyrimas

Il tipo CRISPR-Cas prokarioty apsaugos sistemose Csm arba Cmr ribonukleoproteino
kompleksas viruso transkripcijos metu atpazjsta svetimg RNR ir jg hidrolizuoja. Hidrolizuojamas ir
Salia esantis DNR taikinys. Tai suteikia bakterijoms ir archéjoms apsauga nuo virusy ir kity invaziniy
nukleortig§¢iy. Taip pat Csm(Cmr) atpazindamas taikinj i§ ATP sintetina 3-6 AMP dydzio ciklinius
oligoadenilatus (cOA). cA4 arba cAs alosteriskai aktyvuoja jvairius pagalbinius sistemos baltymus,
turin¢ius CARF domeng. Kai cOA ligandas prisijungia prie sensoriaus — CARF domeno, yra
jjungiamas kito domeno — efektoriaus aktyvumas. Efektoriy btina jvairiy: nespecifinés ribonukleazes,
deoksiribonukleazés, deaminazés, transkripcijos faktoriai ir kt. Sie pagalbiniai efektoriai kartu su
Csm ar Cmr kompleksu efektyviai apsaugo nuo virusinés infekcijos, taciau jie taip pat gali buti
toksiski lgstelei ir lemti lagstelés altruisting Zit;. Norint to iSvengti, pasibaigus infekcijai reikia
pasalinti Iasteléje susikaupusius cOA. Sig funkcijg atlicka cOA degraduojantys fermentai — Ziedo
nukleazés (Crn). Skirtingos Crn hidrolizuoja specifiskai cA4 arba cAs. Siuo metu yra charakterizuotos
kelios Crn §eimos, besiskirian¢ios baltymo sankloda, katalizés mechanizmu ir efektyvumu. Jvairiuose
mikroorganizmuose $alia III tipo CRISPR-Cas sistemy randami baltymai, kurie, spéjama, galéty bti

ziedo nukleazés.

Sio darbo tikslas yra istirti vienos spéjamos Ziedo nukleaziy eimos — Csx20 aktyvuma in vitro
ir in vivo. Darbo metu nustatéme, kad bakterinis Csx20 baltymas, kaip ir daugelis kity ziedo
nukleaziy, tirpale yra dimeras, o virusinis Csx20 nors daugiausia formuoja dimerus, bet egzistuoja ir
trimerinéje, tetrameringje bei heksamerinéje formose. Abu Csx20 atstovai vykdo nuo metalo jony
nepriklausomga cAs hidroliz¢ iki cAMP. Taip pat parodéme, kad lyginant su Crnl Ziedo nukleazémis,
Csx20 yra greiti fermentai. Sukonstrave spéjamo bakterijos Csx20 aktyvaus centro mutantg
parodéme, kad His9 pakeitimas alaninu stipriai sumazina fermentinj aktyvumg. Galiausiai
pademonstravome, kad abu Csx20 atstovai panaikina S. thermophilus Il1-A tipo CRISPR-Cas
sistemos CAs4 efektoriaus sukelta E. coli bakterijy augimo ribojima. Visi Sie rezultatai jrodo, kad

Csx20 seimos baltymai yra ziedo nukleazés.
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SUMMARY

Danas Klimavic¢ius
Investigation of Type 111 CRISPR-associated Hypothetical Ring Nuclease

Type Il CRISPR-Cas systems employ Csm or Cmr ribonucleoprotein complexes to cleave foreign
RNA and DNA target to confer immunity against viruses and other nucleic acids. By recognizing
target RNA Csm/Cmr also synthesizes 3-6 nt cyclic oligoadenylates (cOA) from ATP. Either cAsor
cAs allosterically activates CARF domain-containing accessory proteins. cOA ligand binding to a
CARF sensor results in activation of various effector domains that can possess non-specific
ribonuclease, deoxyribonucklease, deaminase and other enzymatic activities. These ancillary
effectors together with Csm/Cmr provide immunity to its host, however they can also be toxic to a
cell and result in altruistic suicide unless extant cOA’s are removed after infection is over. Recently
characterized enzymes called ring nucleases degrade cAsor cAs. At this point several families of ring
nucleases that differ in protein fold, reaction mechanism and efficiency are characterized. Some

uncharacterized CRISPR-associated genes are also hypothesized to possess ring nuclease activity.

The aim of this work was to examine an activity of hypothetical ring nuclease Csx20 in vitro and in
vivo. We discovered that similarly to other ring nucleases bacterial Csx20 exists in a dimeric state in
solution. Although present as a dimer, Csx20 homologue from a virus is found also in trimeric,
tetrameric, and hexameric states. We showed that Csx20 catalyze metal-independent hydrolysis of
cAq4 producing CAMP. We also determined that Csx20 are efficient enzymes compared to Crnl ring
nucleases. By changing hypothetical active site residue His9 to alanine the observed activity was
significantly reduced. Lastly, we demonstrate that both of our tested Csx20 abolish growth restriction
of E. coli caused by type 111 CRISPR cAu-effector. Together these results show that proteins of Csx20

family are ring nucleases.
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