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SANTRUMPOS

Ap ampicilinas

Blat Brevibacillus laterosporus

bp baziy pora(os)

Cas angl. CRISPR associated

CRISPR angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats
crRNR CRISPR RNR

DSB angl. double strand brake

HDR angl. homology directed repair

INDEL angl. insertion and/or deletion

kPGR kiekybinis PGR

NHEJ angl. non-homologous end joining

nt nukleotidas(ai)

PAGE poliakrilamidinio gelio elektroforeze

PAM angl. protospacer adjacent motif

pre-crRNR pirminé crRNR

RNP ribonukleoproteininis

sgRNR dirbtinai sujungta crRNR su tracrRNR (angl. single guide RNA)
Spy Streptococcus pyogenes

Sthl Streptococcus thermophilus CRISPR1

Sth3 Streptococcus thermophilus CRISPR3

TALEN angl. transcription activator-like effector nuclease
tracrRNA trans-aktyvuojanti crRNR

ZFN angl. zinc finger nuclease



IVADAS

Siuo metu DNR sekvenavimo technologijos leidZia nustatyti pilng genomo seka per
kelias dienas, ta¢iau misy gebé¢jimas modifikuoti DNR sekas in vivo, norint suprasti ar
pakeisti biologinius pozymius ar funkcijas, atsilieka dél jrankiy genomo manipuliacijoms
trikumo. Natiiralios ar sukonstruotos introninés-inteininés endonukleazés, ZFN (angl. zinc
finger nuclease) ar TALEN (angl. transcription activator-like effector nuclease)
meganukleazes, jvedancios dvigrandininj truki DNR molekul¢je inicijuoja DNR pazaidy
taisymo mechanizmus, kuriy rezultatas gali bti geno ,,iSjungimas®, ar naujy seky jstatymas,
pasirod¢ daug Zadanciais jrankiais. Taciau Siy jrankiy konstravimas, keiciant aminortigsciy
koda siekiant pakeisti specifiSkumg DNR sekai, reikalauja dideliy baltymy inzinerijos
pastangy, o rezultatai daznai btina nuviliantys (Carroll, 2014; Porteus, 2016).

Nauja technologija, paremta Cas9 baltymu, sukélé revoliucija genomo redagavimo
srityje. Kaip ir su visais revoliuciniais atradimais, Cas9 genomo redagavimo technologija
prasidéjo nuo pastangy atsakyti fundamentinius biologinius klausimus, nesusijusius su
genomo manipuliacijomis. 2007 metais CRISPR (angl. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats)-Cas (angl. CRISPR associated) sistemos buvo atrastos kaip naujos
bakterijy apsaugos nuo virusy ir plazmidziy sistemos (Barrangou et al., 2007). Jos,
panaudodamos mazas RNR molekules, vadinamas CRISPR RNR (crRNR), nukreipia
ribonukleoproteininius kompleksus svetimy nukleoriigS¢iy atpazinimui ir sunaikinimui
(Brouns et al., 2008). RNR paremtas svetimy nukleortigs¢iy atpazinimas, kur nukleoriigstys
atpazjstamos sudarant Watson-Crick baziy poras, suteiké galimybe pritaikyti tokias sistemas
genomo redagavimui. Realiausias kandidatas pasirodé II tipo CRISPR-Cas sistemos dél
salyginai paprastos sandaros (Makarova et al., 2015). Paaiskéjo, kad 1l tipo sistemose Cas9
baltymas suriS¢s crRNR ir tracrRNR yra vienintelis baltymas reikalingas svetimy
nukleoriigs¢iy sunaikinimui (Deltcheva et al., 2011; Sapranauskas et al., 2011). Tokiame
komplekse crRNR nukreipia Cas9 baltymg prie taikinio DNR, kai tuo tarpu tracrRNR
dalyvauja nuo RNazés III priklausomame pre-CrRNR brendime.

Cas9 komplekso taikinys yra sudarytas i§ dviejy daliy: DNR sekos, komplementarios
skirtuko sekai crRNR molekuléje (proskirtuko) ir keliy nukleotidy ilgio sekos, esancios
greta proskirtuko, vadinamos PAM, kurios yra biitinos efektyviam dvigrandininio triukio
jvedimui (Garneau et al., 2010; Sapranauskas et al., 2011). PAM seka yra atpazjstama Cas9
baltymo ir ji gali skirtis priklausomai nuo Cas9 baltymo kilmés.

Sie fundamentiniai II tipo CRISPR-Cas sistemy tyrimai bakterijose paruos¢ dirva
genomo redagavimo eksperimentams eukariotinése 1gstelése. Tai sutampa ne tik su projekto,



aprasSyto Sioje disertacijoje pradzia, bet ir Cas9 sukelto CRISPR tyrimy bumu, kuris lémé
vieng i§ didziausiy atradimy molekulinéje biologijoje.

Darbo tikslai ir uzdaviniai:

1. Identifikuoti S. thermophilus DGCC7710 CRISPR3-Cas sistemos Cas9
ribonukleoproteininio komplekso komponentus bitinus funkciniam aktyvumui;

2.  Istirti, ar Cas9 kompleksas gali biiti panaudotas programuojamam DNR kirpimui in
vitro ir in vivo;

3. Istirti Cas9 sgveikos su DNR taikiniu ir sekos atpazinimo mechanizma;
4.  Sukurti eksperimentinj metodg Cas9 atpazjstamy PAM seky identifikavimui;

5. Praktiskai iSbandyti PAM nustatymo metodg, apibidinant Cas9 baltymg iS$
Brevibacillus laterosporus SSP360D4 kamieno CRISPR-Cas sistemos.

Mokslinis naujumas.

Siame darbe, mes pirmieji identifikavome visus komponentus bitinus aktyvaus Cas9
komplekso i§ Streptococcus thermophilus DGCC7710 CRISPR3-Cas sistemos surinkimui ir
panaudodami surinkta kompleksa pademonstravome galimybe kirpti norimg DNR sekg in
vitro ir in vivo. Siais eksperimentais buvo pirma karta parodyta, kad Cas9 kompleksas gali
biiti panaudotas kaip jrankis DNR klonavimo eksperimentuose, taip pat genomo
redagavimui, in vitro surinkta kompleksa chemiskai transfekuojant j eukariotines Iasteles.
Norédami suprasti Cas9 DNR taikinio atpazinimo ir kirpimo mechanizmg, tyréme Cas9
komplekso formuojamos R-kilpos susidarymo dinamikg. Mes pirmieji pateikéme
tiesioginius jrodymus dél kryptingo R-kilpos susidarymo mechanizmo, prasidedanc¢io nuo
PAM sekos atpazinimo ir kryptingai besitesiancio link taikinio DNR 5’-galo. Suprasdami
PAM svarbg, sukiiréme metodg leidziantj eksperimentiskai charakterizuoti PAM seka naujai
identifikuotiems Cas9 ir charakterizavome 1I-C tipo Cas9 baltyma i§ Brevibacillus
laterosporus, taip iSplésdami jrankiy tinkamy genomo redagavimui pasirinkima.

Praktiné reikSmeé.

Cas9 paremta CRISPR-Cas sistema tapo lanks¢iu jrankiu genomo manipuliacijos
eksperimentuose. PrieSingai nei anksCiau naudotos introninés-inteininés endonukleazés,
ZFN ar TALEN meganukleazés, kur DNR atpaZinimas buvo paremtas baltymo-DNR
sgveika, RNR nukreipiamos Cas9 nukleazés yra daug pranasesnés, nes DNR atpazinimui
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yra panaudojamas Watson-Crick baziy poravimasis tarp crRNR ir taikinio DNR. Siame
darbe aprasomi tyrimai gali bti pritaikyti nuo CRISPR-Cas9 sistemos charakterizavimo iki
genomo redagavimo eksperimenty. Taip pat mes sukiiréme universaly metods, leidziant]
identifikuoti RNR ir PAM sekas, kas suteikia galimybe charakterizuoti ortogonalius Cas9
baltymus, taip i$plédiant genomo redagavimo jrankiy pasirinkima. Sie rezultatai prisideda

prie Siuo metu vykstancio genomy manipuliavimo proverzio paremto Cas9 technologija.

Ginamieji disertacijos teiginiai.

1.

crRNR ir tracrRNR yra bitinos Cas9 komplekso i§ S. thermophilus CRISPR3-Cas
sistemos aktyvumui;

I8 atskiry komponenty in vitro ,,surinktas” Cas9 ribonukleoproteininis kompleksas gali
biiti uzprogramuotas DNR kirpimui norimoje vietoje in vitro ir in vivo;

PAM seka panaudojama kaip Cas9 komplekso prisiri§imo ir R-Kilpos formavimosi
iniciacijos vieta kryptingai crRNR hibridizacijai su taikinio DNR seka;

Sukurtas PAM nustatymo metodas;

Cas9 baltymas i§ B. laterosporus atpazjsta NNNNCNDD PAM seka ir gali biuti

panaudotas genomo redagavimui.

10



1. TYRIMU METODIKA

Reagentai ir fermentai

Visi naudoti reagentai buvo aukS$c¢iausio grynumo laipsnio. Fermentai: T4
polinukleotidy kinazé, FastAP Sarminé fosfatazé, Pfu ir DreamTaq polimerazés, T4 DNR
ligazé, FastDigest restrikcijos endonukleazés, Proteinazé K, RNazé A ir RNazé III buvo
jsigytos i§ ,,Thermo Fisher Scientific*. Phusion DNR polimerazés — i§ ,,Thermo Fisher
Scientific* ir ,,NEB*. Fermentai naudoti laikantis gamintojo rekomendacijy.

Molekulinés biologijos rinkiniai

»Rapid DNA Ligation Kit”, ,,GeneJET Gel Extraction Kit?, ,,GeneJET PCR
Purification Kit”, ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit”, , TranscriptAid T7 High Yield
Transcription Kit” ir ,,GeneJET RNA Cleanup and Concentration Micro Kit” jsigyti i§
»Thermo Fisher Scientific”. ,,miRNeasy Mini Kit”, ,,QIAquick PCR Purification Kit” — i$
»Qiagen”. ,SURVEYOR Mutation Detection Kit for Standard Gel Electrophoresis” — i§
,» I ransgenomic®. Rinkiniai naudoti laikantis gamintojo rekomendacijy.

Bakterijuy kamienai

Klonavimo procediiroms buvo naudotas Escherichia coli DH5a kamienas, plazmidziy
interferencijos eksperimentams — E. coli RR1 ir E. coli BL21 (DE3), Cas9 baltymy
gryninimui — E. coli BL21 (DE3) ir E. coli DH10B kamienai.

Lasteliy linijos

CHO-K1 — adheziniy Igsteliy linija, iSvesta 1§ kiniSko Ziurkéno kiauSidziy lasteliy.
HEK293T — Zzmogaus embriono inksty adheziniy lasteliy linija, ekspresuojanti SV40 T
antigeng.

Plazmidés

Visos naudotos plazmidés yra aprasytos 1 lenteléje.
RNR

Visos naudotos RNR yra apraSytos 2 lentel¢je.
Oligonukleotidai

Tyrimuose naudoti oligonukleotidai ir pradmenys yra aprasyti 3 lenteléje.
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1 lentelé. Tyrimams naudotos plazmidés.

Plazmidé

Aprasymas

Nuoroda

pBAD24-Sth3-Cas9-
CHis

cas9 genas i S. thermophilus CRISPR3-Cas sistemos jterptas | pPBAD24-CHis raiskos
vektoriy

Karvelis et al., 2013

pBAD24-Sth1-Cas9-
CHis

cas9 genas i§ Streptococcus thermophilus CRISPR1-Cas sistemos jterptas j pPBAD24-CHis
raiskos vektoriy

Karvelis et al., 2015

pBAD24-Spy-Cas9-CHis

cas9 genas i$ Streptococcus pyogenes jterptas i pBAD24-CHis raiskos vektoriy

Karvelis et al., 2015

pBAD24-Sth3-Cas9-
NLS-CHis

Su SV40T branduolio lokalizacijos signaline seka (NLS) sulietas cas9 genas i$
Streptococcus thermophilus CRISPR3-Cas sistemos jterptas j pPBAD24-CHis rai$kos
vektoriy

Glemazaite et al., 2015

pBAD24-Blat-Cas9-
CHis

cas9 genas i§ Brevibacillus laterosporus sistemos jterptas j pBAD24-CHis raiskos vektoriy

Karvelis et al., 2015

pCRISPR3

Pilno ilgio Streptococcus thermophilus CRISPR3-Cas sistema jterpta j pACYC184 vektoriy

Sapranauskas et al.,
2011

pCRISPR3-At

pCRISPR3 plazmidé neturinti tractRNR koduojancio geno

Karvelis et al., 2013

PCRISPR3-AtR

pCRISPR3 plazmidé turinti tracrRNR koduojancio geno fragmenta, apimantj sritj nuo
transkripcijos pradzios vietos iki kartotiniui komplementarios srities pabaigos

Karvelis et al., 2013

pCDF-DUET plazmidé¢ su jterpta tracrRNR seka, kurios transkripcija yra priklausoma nuo

ptracrRNA T7 RNR polimerazés Karvelis et al., 2013
pUCI18 pl_azmidé su jterpu_l 3_0 nt proskirtuku S1 (sutampanciu su S1 skirtuku S. Sapranauskas et al

pS1 thermophilus CRISPR3 srityje) ir NGGNG PAM seka (crRNR Cas9 komplekse 2011 N
hibridizuojasi tik su 20 nt i§ 30 nt)

pS1' pUCI18 plazmidé su jterptu 20 nt proskirtuku S1° (atitinkan¢iu crRNR skirtukg) ir NGGNG Szczelkun et al., 2014
PAM seka

pSI'Al pS1' plazmidé su 1 nt 5'-galo S1” proskirtuko patrumpinimu (19 nt komplementaras crRNR) | Szczelkun et al., 2014

pS1'A3 pS1' plazmidé su 3 nt 5'-galo S1” proskirtuko patrumpinimu (17 nt komplementarts crRNR) | Szczelkun et al., 2014

1 lentelés tesinys kitame puslapyje

12




1 lentelés tesinys

pS1'AS pS1' plazmidé su 5 nt 5’-galo S1” proskirtuko patrumpinimu (15 nt komplementariis crRNR) | Szczelkun et al., 2014
pS1°A7 pS1' plazmidé su 7 nt 5’-galo S1” proskirtuko patrumpinimu (13 nt komplementariis crRNR) | Szczelkun et al., 2014
pS1°'A9 pS1' plazmidé su 9 nt 5’-galo S1” proskirtuko patrumpinimu (11 nt komplementariis crRNR) | Szczelkun et al., 2014
pS1-G1C pS1 plazmidé su G1C mutacija PAM sekoje (30 nt S1 proskirtukas) Szczelkun et al., 2014
pS1-G2C pS1 plazmidé su G2C mutacija PAM sekoje (30 nt S1 proskirtukas) Szczelkun et al., 2014
pS1-G4C pS1 plazmidé su G4C mutacija PAM sekoje (30 nt S1 proskirtukas) Szczelkun et al., 2014

pMTC-RFP/EGFP
reporteriné plazmidé

Reporteriné plazmidé, kurioje RFP genas yra perskirtas eGFP genu apsuptu 400 bp
homologinémis sritimis (7 B pav.)

Glemzaite et al., 2015

pS1-5N-PAM

pTZ57R/T plazmidziy biblioteka su jterptu S1 proskirtuku ir 5 bp atsitiktine PAM seka

Karvelis et al., 2015

pS1-7N-PAM

pTZ57R/T plazmidziy biblioteka su jterptu S1 proskirtuku ir 7 bp atsitiktine PAM seka

Karvelis et al., 2015

pS1-GTCCCGAA

pUCI18 plazmidé su jterptu S1 proskirtuku ir GTCCCGAA PAM seka

Karvelis et al., 2015

pS1-GTCaCGAA

pUCI18 plazmidé su jterptu S1 proskirtuku ir GTCACGAA PAM seka

Karvelis et al., 2015

pS1-GTCCtGAA

pUCI8 plazmidé su jterptu S1 proskirtuku ir GTCCTGAA PAM seka

Karvelis et al., 2015

pS1-GTCCCGCA

pUC18 plazmidé su jterptu S1 proskirtuku ir GTCCCGCA PAM seka

Karvelis et al., 2015

pS1-GTCCCGAC

pUC18 plazmidé su jterptu S1 proskirtuku ir GTCCCGAC PAM seka

Karvelis et al., 2015

pS1-GTCCCGcc

pUC18 plazmidé su jterptu S1 proskirtuku ir GTCCCGCC PAM seka

Karvelis et al., 2015
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2 lentelé. Tyrimui naudotos RNR.

Pavadinimas Seka (5'—3") Gavimo biidas

Sth3 tracrRNR3 (105 nt) ggguaauaauaaUUgugguUUgasaceauLcgaaacaacacagegaguuaaaaliaaggeuLiagueegUacucaacl | i o tranckrincija
gaaaagguggcaccgauucgguguuuuu

Sth1 tracrRNR1 (105 nt) gggguguaaggggegecuuacacaguuacuuasaucuugeagaageuacaaagauaaggeucaugeegaaaucaac | oo transkripcija

acccugucauuuuauggcaggguguuuu

Sth3 pre-crRNR3 (150 nt)

ggguagaaaagauauccuacgagguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacaaauucuaaacgcuaaa
gaggaagaggacaguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacuacugcuguauuageuugguuguug

In vitro transkripcija

Sth3 pre-crRNR3 (94 nt)

gggaaauucuaaacgcuaaagaggaagaggacaguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacuacugeu
guauuagcuugguuguug

In vitro transkripcija

Sthl pre-crRNR1 (94 nt)

ggguguuugacagcaaaucaagauucgaauuguguuuuuguacucucaagauuuaaguaacuguacaacaaugacg
aggagcuauuggcacaac

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (78 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguacucaacuugaaaagguggeaccgauucgguguuuu
u

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (73 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguacucaacuugaaaagguggeaccgauucggug

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (68 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguacucaacuugaaaagguggeaccgauu

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (63 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguacucaacuugaaaagguggeac

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (58 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguacucaacuugaaaaggu

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (53 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguacucaacuugaa

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (48 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguacucaac

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (43 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggcuuaguccguac

In vitro transkripcija

Sth3 tracrRNR (33 nt)

gggcgaaacaacacagcgaguuaaaauaaggeu

In vitro transkripcija

Sth3 crRNR (S1)

cgcuaaagaggaagaggacaguuuuagagcuguguuguuucy

Sintetinis
oligonukleotidas

2 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2 lentelés tesinys

Sth3 pre-crRNR (N1)

ggguagaaaagauauccuacgagguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacugucaugauaauaaugg
uuucuuagacgucguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacggauccucuacgecggacgcaucgug

In vitro transkripcija

Sth3 pre-crRNR (N2)

ggguagaaaagauauccuacgagguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacacgagccggaagcauaa
aguguaaagccugguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacggauccucuacgecggacgcaucgug

In vitro transkripcija

Sth3 pre-crRNR (A gDNR)

ggguagaaaagauauccuacgagguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaaccgggagggaageugeau
gaugcgauguuauguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacggauccucuacgecggacgcaucgug

In vitro transkripcija

Sth3 pre-crRNR (E. coli
gDNR)

ggguagaaaagauauccuacgagguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacucaagggagaauagagg
cucucguugcauuguuuuagagcuguguuguuucgaaugguuccaaaacggauccucuacgecggacgcaucgug

In vitro transkripcija

Sth3 crRNR (RASGEF1C) | gcucccggggeucgaugaagguuuuagagcuguguuguuucg E;Fg;gszsleoti das
Sintetinis

Sth3 crRNR (ARL15) ugaaucgugaaaucugcucaguuuuagagcuguguuguuucg oligonukleotidas

Sth3 crRNR (NC) cgcuaaagaggaagaggacaguuuuagagcuguguuguuucg Sintetinis

oligonukleotidas

Sth3 crRNR (EGFP-L1)

cuucagggucagcuugecguguuuuagageuguguuguuucg

Sintetinis
oligonukleotidas

Sth3 crRNR (EGFP-L2)

gcugaagggcaucgacuucaguuuuagagcuguguuguuucg

Sintetinis
oligonukleotidas

Sth3 crRNR (DNMT3B)

gcugaauuacucacgccccaguuuuagageuguguuguuucy

Sintetinis
oligonukleotidas

Sth3 crRNR (PPIB)

guguauuuugaccuacgaauguuuuagagcuguguuguuucg

Sintetinis
oligonukleotidas

Sintetinis
Spy crRNR (S1) cgcuaaagaggaagaggacaguuuuagagcuaugcuguuuug oligonukleotidas
Spy tracrRNR gggaaacagcauagcaaguuaaaauaaggcuaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucggugeuuuuuu | o o transkripcija

u

2 lentelés tesinys kitame puslapyje

15




2 lenteles tesinys

gggcgcuaaagaggaagaggacaguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaggcuaguccguuaucaacuuga

Spy sgRNR (S1) 2333QUQYCACCYAQUCIGUGCULLLUL In vitro transkripcija
Sth3 crRNR (S1) cgcuaaagaggaagaggacaguuuuagagcuguguuguuuc Sintetinis
9 gaggaagaggacag gagcuguguug g oligonukleotidas
Sth3 sgRNR (S1) gggcgeuaaagaggaagaggacaguuuuagageuguguuguuucgguuaaaacaacacagegaguuaaaauaagge | . o transkripcija
uuaguccguacucaacuugaaaagguggcaccgauucgguguuuuuu
Sthl crRNR (S1) cgcuaaagaggaagaggacaguuuuuguacucucaagauuua Si_ntetinis .
oligonukleotidas
Sthi tracrRNR 8gguaaaucuugcagaagcuacaaagauaaggcuucaugccgaaaucaacacccugucauuuuauggcaggguguuu In vitro transkripcija
Sth1 sgRNR (S1) gggcgctaaagaggaagaggacagtttttgtactctcaagattcaataatcttgcagaagctacaaagataaggcttcatgccgaa In vitro transkripcija

atcaacaccctgtcattttatggcagggtgttttcg

Blat sgRNR (S1) direct

gggcgcuaaagaggaagaggacagcuauaguuccuuacugaaagguaaguugcuauaguaagggcaacagaccegag
gcguuggggaucgccuageccguuuuuacgggeucuccccauauucaaaauaaugacagacgageaccuuggageau
uuauuuccgaggugcuuuuuuuu

In vitro transkripcija

Blat sgRNR (S1) reverse

gggcgcuaaagaggaagaggacaaucauaucauaucgaggaaacuugauaugauaugauacuuucauuuuauaucca
uauaucaucgaagucaaucucauuuaucugucuauuuuaug

In vitro transkripcija

Blat sgRNR (S1-3)

gggaaacgctaaagaggaagagggcuauaguuccuuacugaaagguaaguugcuauaguaagggcaacagaccegag
gcguuggggaucgecuageccguuuuuacgggeucuccccauauucaaaauaaugacagacgageaccuuggageau
uuauuuccgaggugcuuuuuuuu

In vitro transkripcija
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3 lentelé. Tyrimui naudoti oligonukleotidai ir pradmenys.

Oligonukleotidas

Seka (5'—3")

AprasSymas

GG-322

gtacggactaagccttattttaactcgctgtgttgt

anti-tracrRNR zondas ,,Northern blot* analizei

GG-321 tcgaaacaacacagctctaaaactgtcctcttcctctttage anti-crRNR zondas ,,Northern blot* analizei

dir-pS1 gcgtaagtctcgagaactagticcgtaagatgctttictgtgact Pradmenys naudoti 2,1 kbp fragmento padauginimui nuo

rev-pS1 gcgtaagtgcggecgcttegttccactgagegtcaga pS1 plazmidés ir jos varianty

dir-puC19 gcgtaagtctcgagaactagtagaatagtgtatgcggegacc Pradmenys naudoti 1,0 kbp fragmento, pazyméto
biotinu/digoksigeninu, padauginimui nuo pUC19

rev-puC19 gcgtaagtgcggecgctgaccatgattacgccaage plazmidés

TK-36 cagcaattataagagatgtatcagaagaagatgc 397 bp hibridizacijos zondo padauginimas nuo E. coli

TK-34 gcacctttattcccaactgttctttgatttaga BL21(DE3) genominés DNR

pr-hs1f tgctgctegatgcacaggt Pradmenys naudoti kPGR reakcijoje padauginti

pr-hslr catcttcaccttcctgctgag RASGEFI1C (HS1) sritj

pr-hs2f Ccaaattataagacagatgcctag Pradmenys naudoti kPGR reakcijoje padauginti ARL15

pr-hs2r gccaacttctgtgaaactacact (HS2) srit}

EGFP_L1/L2-f agggcgaggagctgttcacc eGFP DNR fragmento (592 bp) naudoto Surveyor

EGFP_L1/L2-r tagtggttgtcgggcageag nukleazés metode padauginimas

DNMT3B-f tgagaaggagccacttgctt DNTMT3B DNR fragmento (544 bp) naudoto Surveyor

DN MTSB_r gaccaagaacgggaaagtca nukleaZéS metode padauginimas

PPIB-f gaacttaggctcecgetectt PPIB DNR fragmento (505 bp) naudoto Surveyor

PPIB-r ctctgcaggtcagtttgctg nukleazés metode padauginimas

GG-821IN tgaccatgattacgaattcnnnnntgtcctcttcctctttagcgage Oligonukleotidai naudoti atsitiktiniy 5 bp PAM

GG-820 aaggatccccgggtaccgagetgctegctaaagaggaagaggac bibliotekos konstravimui (pS1-5N-PAM)

3 lentelés tesinys Kitame puslapyje
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3 lentelés tesinys

GG-940-G gtgcacgccggcegacgttgggtcaactnngnnnntgtcctcttectctttagegtttag
GG-940-C gtgcacgccggcegacgttgggtcaactnnennnntgtcctcttcctctttagegtttag
GG-940-A gtgcacgccggcegacgttgggtcaactnnannnntgtcctcttcctctttagegtttag agﬁgﬁi{;g(ﬁﬁi;ﬁ%ﬁ ?Ss’sliﬂ(?tll\lll 13 A7I\I;II)) PAM
GG-940-T gtgcacgccggcegacgttgggtcaactnntnnnntgtcctcttectctttagegtttag
GG-939 gactagacctgcaggggatcccgtcgacaaattctaaacgctaaagaggaagaggac
TK-119 gagctcgctaaagaggaagagg Pradmenys naudoti 5N PAM bibliotekos padauginimas
pUC-dir gccagggttttcccagtcacga PGR pagalba
Pradmuo (kartu su pUC-dir), naudotas 7N PAM
TK-113 gasatictaaacgctaaagaggaagagg biblioteko(s padaugiF;limas P)GR pagalba
JKYS800.1 Ctacactctttcectacacgacgctcttecgatctaagtgagetegetaaagaggaaga | pradmenys skirti jvesti specifine seka SN padaugintos
JKYS803 caagcagaagacggcatacgagctcttccgatctgaattcgagetcggtacct bibliotekos Illumina sekvenavimui
JKYS921.1 Ctacactctttccctacacgacgctcttccgatctggaataaacgctaaagaggaagadd | pradmenys skirti jvesti specifing seka 7N padaugintos
JKYS812 caagcagaagacggcatacgagctcttccgatctcggegacgttgggte bibliotekos Illumina sekvenavimui
JKYS557 aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacg Universaliis pradmenys skirti antriniam PGR
JKYS558 caagcagaagacggcata padauginimui lllumina sekvenavimui
TK-117 cggcattcctgctgaaccgctcttccgatct ) o ) ] S
Oligonukleotidai naudoti adapterio surinkimui
TK-111 gatcggaagagcggttcagcaggaatgecg
JKYX1.1 ctacactctttccctacacgacgctcttccgatctaal cgctggcecctcctagtce
J5c9 ’ J999¢9¢19d J Pradmenys skirti Ms45 egzono 1 taikinio padauginimui
JKYS178Rd caagcagaagacggcatacgagctcttccgatctgceggetggceattgtctetg
JKYS1083.1 ctacactctttccctacacgacgcetcttccgatctggaaggcaggttcgecgaacacct o o .
Pradmenys skirti Ms45 egzono 4 taikinio padauginimui
JKYS1084 caagcagaagacggcatacgagctcttccgatctctccgagacaacaaactgcaggt
JKYX2.1 ctacactctttccctacacgacgctcttccgatctaaggggcecggacgeggtgtt Pradmenys skirti greta liguleless-1 esancio taikinio
JKYX3 caagcagaagacggcatacgagctcticcgatcttacatgcgcaggtgcaaagtctac | Padauginimui
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Plazmidziy interferencija

Plazmidziy interferencijos tyrimas buvo atliktas kaip apraSyta anksc¢iau
(Sapranauskas et al., 2011). E. coli RR1 kamienas buvo transformuojamas naudojant 1
ng, BL21 (DE3) kamienas — 25 ng ir HS115 kamienas — 100 ng pUC18 ar pS1 plazmidés
(1 lentelé). Transformuotos bakterijos buvo auginamos ant LB terpés su atitinkamais
antibiotikais ir 0,1 mM IPTG (BL21 (DE3) kamieno atveju). Visi transformacijos
eksperimentai buvo pakartoti maZziausiai tris kartus.

,Northern blot* hibridizacija

,Northern blot* hibridizacija buvo atlickama kaip apraSyta anksciau (Gasiunas et
al., 2012). Cas9 suriStos RNR molekulés buvo isskirtos i§ Strep-Tactin iSgryninto Cas9-
RNR komplekso (Gasiunas et al., 2012), panaudojant ,,miRNeasy Mini Kit” (Qiagen).
RNR buvo hibridizuojama su [y-*P]JATP (Hartmann Analytic) pazymétu 36 nt
oligodeoksinukleotidu GG-322 (3 lentelé¢) komplementariu tracrRNR ar 42 nt ilgio
zymétu oligodeoksinukleotidu GG-321 (3 lentelé¢) komplementariu crRNR. RNR dydis
buvo jvertintas lyginant su ,,Decade* RNR ilgio standartais (Ambion) ir skirtingo ilgio
RNR transkriptais.

Cas9 baltymy raiska ir gryninimas

Sthl, Sth3, Sth3-NLS ir Spy Cas9 baltymai buvo ekspresuoti E. coli DH10B
kamiene, Blat Cas9 — E. coli BL21 (DE3) kamiene. Bakterijos buvo auginamos LB
terpéje su ampicilinu (100 mg/ml) 37°C. Optiniam tankiui (ODgqo) pasiekus 0,5,
temperatiira buvo sumazinta iki 16°C. Cas9 baltymy ekspresija indukuota su arabinoze
(0,2%) 20 val. Lastelés buvo suardytos ultragarsu, o Igsteliy nuolauzos pasalintos
centrifuguojant. Cas9 gryninti skys&iy chromatografijos metodu, naudojant Ni?* chelatine
ir heparino giminingumo kolonéles.

RNR sintezé

Tyrimuose naudotos RNR  molekulés buvo jsigytos kaip sintetiniai
oligoribonukleotidai (Metabion) ar susintetinti in vitro transkripcijos pagalba, naudojant
,» TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit” (Thermo Fisher Scientific) rinkinj. In
vitro transkripcijai, T7 promotorius buvo jvedamas PGR pagalba, matrica naudojant
plazmides ar DNR fragmentus ,,surinktus® i§ oligonukleotidy. Po in vitro transkripcijos
RNR buvo iSgrynintos naudojant ,,GeneJET RNA Cleanup and Concentration Micro Kit”
(Thermo Fisher Scientific) rinkinj. Visy naudoty RNR sekos yra pateiktos 2 lenteléje.
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RNR grandiniy sulydymo aktyvumo tyrimui, tracrRNR, defosforilintos su FastAP
fosfataze (Thermo Fisher Scientific) buvo pazymétos naudojant [y-33PJATP (Hartmann
Analytic) zyme T4 polinukleotidy kinazés (Thermo Fisher Scientific) pagalba.

Cas9 ribonukleoproteininiy (RNP) kompleksy surinkimas

Cas9 ribonukleoproteininiai (RNP) kompleksai buvo surenkami sumaiSant Cas9
baltymg su sulydytu crRNR ir tracrRNR dupleksu 1:1 moliniu santykiu ir inkubuojant
37°C 1 val. Cas9 RNP komplekso susirinkimui naudojant pre-crRNR, gautas in vitro
transkripcijos bidu nuo PGR produkty, Cas9 baltymas buvo maiSomas su pre-CrRNR ir
tracrRNR transkriptais 1:1:2 moliniu santykiu ir inkubuojama 37°C 30 min. Po
inkubacijos buvo pridedama E. coli RNase Il (Thermo Fisher Scientific) ir inkubuojama
papildomas 30 min. 37°C.

Plazmidinés DNR karpymas

Cas9 RNP komplekso DNR kirpimo reakcijos buvo pradedamos superspiralizuotg
plazmiding DNR (3 nM) sumai$ant su surinktu Cas9 RNP kompleksu (50 nM).
Atitinkamais laiko intervalais i§ reakcijos miSinio buvo iSimama dalis tirpalo ir reakcija
sustabdoma sumaisant su fenolio/chloroformo tirpalu. Vandeniné fazé nusiurbiama ir
sumaiSoma su uznesimo dazu. Po elektroforezés agarozés gelis dazomas etidzio bromido
tirpalu ir densitometriSkai analizuojamas Image] (National Institutes of Health)
programos pagalba, jvertinant superspiralizuotos (SC), nikuotos (OC) ir linijinés (FLL)
DNR formy santykius. Reakcijy greiio konstantos apskaiiuojamos kaip aprasyta
anksciau (Zaremba et al., 2006).

RNR grandiniy sulydymo aktyvumo tyrimas

Cas9 grandiniy sulydymo aktyvumas buvo tiriamas 10 upl reakcijos turyje,
sumaiSant 5 nM pre-crRNR (94 nt) su jvairios koncentracijos Cas9 baltymu ir 5 nM
tracrRNR (105 nt) pazymétos radioaktyve zyme ir inkubuojant 10 min. 37°C. Reakcijos
miSinyje taip pat buvo 1 pg nespecifinés 2 kb ilgio RNR. Po reakcijy sustabdymo
panaudojant Proteinazg K ir nezymétg tracrRNR, reakcijos produktai buvo analizuojami
nedenatiiruojancios PAGE elektroforezés pagalba.

A DNR karpymas

Reakcijos buvo atlieckamos sumaiSant A DNR (Thermo Fisher Scientific) su surinktu
Cas9 kompleksu (1:1 v/v santykiu) ir inkubuotos 37°C. Galutiniame reakcijos miSinyje
(100 pl) buvo 2 pg A DNR ir 50 nM Cas9 komplekso. Atitinkamais laiko intervalais 1§
reakcijos misinio buvo iSimama dalis tirpalo ir reakcija sustabdoma sumaiSant su
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fenolio/chloroformo tirpalu. Vandenin¢ fazé nusiurbiama ir sumaiSoma su uzneSimo
dazu. Po elektroforezés agarozés gelis dazomas etidzio bromido tirpalu.

E. coli genominés DNR karpymas

Reakcijos buvo atliekamos E. coli (BL21) genoming DNR sumai$ant su surinktu
Cas9 kompleksu (1:1 v/v santykiu) ir inkubuojant 3 val. 37°C. Galutiniame reakcijos
miSinyje (300 pl) buvo 30 pg genominés DNR ir 1 uM Cas9 komplekso. Po inkubacijos
buvo pridedama Pstl (Thermo Fisher Scientific) restrikcijos endonukleazés ir méginiai
laikomi 16 val. 37°C. Reakcijos buvo stabdomos pridedant Proteinazés K (0.5 mg/ml,
Thermo Fisher Scientific) ir SDS (0,5%, wi/v) inkubuojant 30 min. 55°C. RNR
paSalinimui, reakcijos méginiai buvo papildomai inkubuojami kambario temperatiiroje 30
min. su RNaze A (0,25 mg/ml, Thermo Fisher Scientific). Paveikus reakcijos miSinius
fenoliu/chloroformu ir DNR iSsodinus izopropanoliu, reakcijos produktai buvo
analizuojami ,,Southern blot*“ metodo pagalba.

Zmogaus genominés DNR karpymas

Zmogaus genominé DNR i$skirta i§ smegeny audinio buvo gauta i§ Dr. Artiiro
Petronio (Psichikos ir priklausomybés ligy centras, Torontas, Kanada). Cas9-HS1 ir
Cas9-HS2 kompleksai buvo atitinkamai nukreipti ] RASGEFI1C ar ARLI1S sritis. 1 pg
DNR buvo sumaiSoma su 100 nM kiekvieno Cas9 komplekso 100 pl reakcijos tiiryje.
DNR kirpimo reakcijos produktai buvo analizuojami kiekybinés PGR (kPGR) pagalba.

wSouthern blot* hibridizacija

,,Southern blot“ hibridizacija buvo atlickama kaip aprasyta (Sambrook et al., 1989),
su tam tikrais pakeitimais. Elektroforezés pagalba isfrakcionuota DNR (10 pg) buvo
perkelta i§ 1% agarozés gelio ant ,,SensiBlot Plus* nailoninés membranos (Thermo Fisher
Scientific) pusiau sauso perneSimo biidu. Po DNR denatiiracijos ir pririSimo prie
membranos, buvo atlickama prehibridizacija su 6x SSC buferiniu tirpalu, turin¢iu 0,5%
SDS ir 100 pg/ml nespecifinés DNR 65°C 1 val. Hibridizacija buvo atlickama pridedant
radioaktyviai zyméta DNR zonda, gauta PGR pagalba padauginus atitinkamg fragmenta
(397 bp) nuo E. coli BL21 (DE3) genominés DNR (pradmenys TK-36/TK-34, 3 lentelé).
Po 16 val. hibridizacijos 65°C, membrana buvo plaunama 2x SSC, 0,5% SDS ir 2x SSC,
0,1% SDS tirpalais kambario temperatiiroje ir iSdZiovinta.

DNR kiekio jvertinimas KPGR metodu

Zmogaus DNR kirpimo reakcijos produktai buvo analizuojami kiekybinés PGR
(KPGR) pagalba naudojant pradmenis suraSytus 3 lenteléje. 30 ng DNR buvo naudojama
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kaip matrica KPGR reakcijoje (25 pul) su SYBR Green reagentu (Maxima SYBR Green
Master Mix 2x, Thermo Fisher Scientific). Santykinis DNR kiekio jvertinimas buvo
atliekamas panaudojant 2"**“" metoda (Livak and Schmittgen, 2001).

Cas9 kompleksuy transfekcija i l1asteles

Dieng prie§ transfekcija CHO-K1 ar HEK293T Igstelés buvo uzséjamos | 24
Sulineliy plokstele 7x10* lasteliy 1 ml RPMI-1640 terpés (su 10% FBS). Pries
transfekcijos eksperimentus (transfekuojant baltymus) lasteliy mitybiné terpé pakei¢iama
] terpe be serumo. DNR transfekcijos atveju, plazmidiné DNR buvo sumaiSoma su
TurboFect in vitro DNR transfekcijos agentu (Thermo Fisher Scientific) laikantis
gamintojo sitilomy rekomendacijy. Transfekcijos efektyvumas buvo vertinamas ,,Guava
EasyCyte 8HT*“ (Millipore) tékmés citometro pagalba, duomenis analizuojant ,,Guava
CytoSoft 5.3 programine jranga (Millipore).

DNR ir Cas9 komplekso kotransfekcijos atveju, 0,5 pg DNR ir 1 pg Cas9
komplekso (papildomai pridedant 300 ng crRNR:tracrRNR duplekso efektyvesniam
komplekso formavimuisi su polimeriniu katijoniniu TurboFect reagentu) sumaiSoma
skirtinguose meégintuveliuose su beserumine mitybine terpe (50 pl). Pridéjus po 0,5 pl
TurboFect transfekcijos agento, méginiai 15-20 min. inkubuojami kambario
temperatiiroje ir tada, tuo paciu metu, sumaiSomi su lgstelémis. Po 3 val. beseruminé
mitybiné terpe¢ pakei¢iama pilna mitybine terpe ir Igstelés auginamos ir analizuojamos po
48 val.

Cas9 kompleksy kotransfekcijos atveju, 1 pg Cas9 komplekso (papildomai
pridedant 300 ng crRNR:tracrRNR duplekso) sumaiSoma su beserumine mitybine terpe
(100 pl). Pridéjus 1 pl TurboFect transfekcijos agento méginiai 15-20 min. inkubuojami
kambario temperatiiroje ir tada sumaiSomi su lgstelémis. Po 3 val. beseruminé mitybiné
terpé pakei¢iama pilna mitybine terpe ir Igstelés auginamos ir analizuojamos po 48 val.

Dvigubos transfekcijos atveju, DNMT3B ir/ar PPIB geny modifikavimui, po 1 ug
atitinkamo Cas9 komplekso (papildomai pridedant po 300 ng atitinkamo
crRNR:tracrRNR duplekso) 100 pl PBS tirpale buvo sumaiSoma su 2,5 pl TurboFect
transfekcijos agento. Méginiai 15-20 min. inkubuojami kambario temperattroje ir tada
sumaiSomi su lastelémis. Po 16 val. beseruminé mitybiné terpé pakei¢iama pilna
mitybine terpe ir Igstelés auginamos ir analizuojamos po 48 val.

Stabili Iasteliy linija, ekspresuojanti RFP/EGFP reportering sistemg, buvo gauta
naudojant ,,cGPS® CHO-K1 Full Kit DD* (Cellectis Bioresearch) rinkinj. Plazmidziy
transfekcijai | CHO-K1 lasteles buvo panaudotas TurboFect in vitro DNR transfekcijos
agentas.
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DNR mutacijy nustatymas Surveyor nukleazés pagalba

IS CHO-K1 ir HEK293T lasteliy DNR buvo isSskiriama naudojant ,,GeneJET
genomic DNA purification kit* (Thermo Fisher Scientific) rinkinj. Sritys, supan¢ios Cas9
kompleksy taikinius, buvo padauginamos PGR pagalba naudojant pradmenis aprasytus 3
lentel¢je. Mutacijy, jvesty dvigrandininio trukio NHEJ reparacijos metu, daZnis buvo
kiekybiskai jvertinamas ,,Surveyor* metodo pagalba, naudojant ,,SURVEYOR Mutation
Detection Kit for Standard Gel Electrophoresis® (Transgenomic) rinkinj ir laikantis
gamintojo rekomendacijy.

Pavieniy molekuliy eksperimentai

Pavieniy molekuliy magnetiniy pincety eksperimentai su Cas9 buvo atliekami kaip
apraSyta anksc¢iau (Revyakin et al., 2005; Seidel et al., 2005). Naudoti DNR fragmentai
buvo gauti T4 DNR ligazés pagalba sujungiant PGR budu gauta 2,1 kb ilgio DNR
fragmentag turintj Cas9 taikinj (proskirtuka ir PAM) su 1,0 kbp ilgio
biotinu/digoksigeninu pazymétais fragmentais. DNR substrato digoksigenu modifikuotas
galas buvo ,pririStas® prie tékmés kameros pavirSiaus padengto anti-digoksigeninu
(Roche), o biotinu modifikuotas galas — prie streptavidinu padengtos magnetinés dalelés
(MyOne, Invitrogen). Eksperimentai buvo vykdomi kambario temperattroje, pridéjus 1
nM Cas9 komplekso. Magnetiniame lauke jtempta DNR molekulé buvo neigiamai ar
teigiamai superspiralizuojama. Eksperimenty metu, buvo fiksuojami DNR ilgio poky¢iai,
atsirade dél Cas9 komplekso ir substrato sgveikos, susiformuojant R-Kilpai.

Atsitiktiniy 5 bp PAM bibliotekos konstravimas

5 bp PAM biblioteka buvo konstruojama j pTZ57R/T vektoriy (Thermo Fisher
Scientific) jterpiant DNR fragmenta gauta PGR pagalba, naudojant GG-821N (5N PAM
pozicijoje) ir GG-820 oligonukleotidus (3 lentelé¢). Po transformacijos, E. coli DH5a
lastelés augintos ant LB terpés. Tranformacijos efektyvumas buvo jvertinamas
skai¢iuojant kolonijas skirtingy skiedimy lékstelése. Lastelés buvo auginamos i$ kolonijy
resuspenduoty skystoje LB terpéje. Plazmidiné DNR buvo iSskiriama naudojant
,GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Fisher Scientific) rinkinj.

Atsitiktiniy 7 bp PAM bibliotekos konstravimas

7 bp PAM biblioteka buvo konstruojama kaip ir SN biblioteka, taciau su tam tikrais
pakeitimais. Atsitiktinés sekos (6N PAM pozicijoje) buvo jvedamos GG-940-G, GG-940-
C, GG-940-A ir GG-940-T oligonukleotidy (3 lentel¢) pagalba, atliekant atskirus PGR su
GG-939 (3 lentele). Gauti DNR fragmentai buvo jterpiami j pTZ57R/T vektoriy (Thermo
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Fisher Scientific). Po plazmidziy transformacijos, plazmidés buvo atskirai iSskiriamos i$
kiekvienos transformacijos reakcijos ir apjungiamos, gaunant 7N atsitikting PAM seka
turinc¢ig biblioteka.

PAM biblioteky sekvenavimas

Norint patvirtinti, kad gautose bibliotekose PAM pozicijoje nukleotidai yra iSsidéste
atsitiktinai, buvo atliekamas PGR (15 cikly) nuo 5N ir 7N biblioteky, naudojant
atitinkamai TK-119/pUC-dir ir TK-113/pUC-dir pradmeny poras (3 lentelé¢). Gauti DNR
fragmentai, buvo pazymimi Illumina sekvenavimui papildomai padauginant (10 cikly) su
JKYS800.1/JKYS803 ir JKYS921.1/JKYS812 pradmeny poromis (3 lentelé¢). Pazymeéti
fragmentai buvo dar karta papildomai padauginami (10 cikly) su universaliais
JKYS557/JKYS558 pradmenimis (3 lentelé) ir sekvenuojami bei analizuojami.

PAM seky identifikavimas

1 ug (5,6 nM) plazmidziy bibliotekos su atsitiktiniais nukleotidais PAM pozicijoje
(5N ar 7N) buvo inkubuojama su 0,5 nM ir 50 nM koncentracijos Cas9 kompleksu 37°C
1 val. 100 pl. Po karpymo, i reakcijos misinj buvo pridedama 2,5 aktyvumo vienetai
DreamTag DNR polimerazés (Thermo Fisher Scientific) ir 0,5 pl 10 mM dATP (ar
dNTP) ir inkubuojama papildomas 30 min. 72°C. Tokiu btidu prie atsiradusiy po kirpimo
laisvy DNR galy buvo pridedama 3’ dA. Reakcijos produktai buvo valomi ,,GeneJET
PCR Purification Kit” (Thermo Fisher Scientific) rinkinio pagalba ir liguojami su DNR
adapteriu, gautu sulydzius TK-117 ir fosforilintg TK-111 oligonukleotidus (3 lentelé).
Norint specifiSkai praturtinti perkirptus DNR fragmentus su PAM sekomis, PGR pagalba
buvo padauginama DNR, naudojant pUC-dir ir TK-117 pradmenis. Kitame zingsnyje
gauti DNR fragmentai buvo pazymimi Illumina sekvenavimui, dar kartg papildomai
padauginami ir sekvenuojami (naudoti pradmenys aprasyti 3 lenteléje).
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2. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

2.1. crRNR ir tracrRNR yra bitinos Cas9 sukeltai DNR interferencijai
Streptococcus thermophilus bakterijose

S. thermophilus DGCC7710 kamienas turi keturias skirtingas CRISPR-Cas
sistemas: CRISPR1, CRISPR2, CRISPR3 ir CRISPR4 (Horvath and Barrangou, 2010).
CRISPR2 ir CRISPRA4 atitinkamai priklauso Il ir I tipams, kai CRISPR1 ir CRISPR3 — 11
tipui (Horvath and Barrangou, 2010; Makarova et al., 2015). Il tipo sistemos yra
santykinai paprastos. I1-A tipo sistemos yra sudarytos i§ tracrRNR ir keturiy cas geny,
esanciy greta CRISPR srities (1 A pav.). Il tipo CRISPR-Cas sistemoms buidingas cas9
genas koduoja multidomeninj baltymg, Kuris yra atsakingas uz DNR taikinio kirpima
(Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012; Sapranauskas et al., 2011).

Anksciau buvo pademonstruota, kad efektorinis S. thermophilus CRISPR3-Cas
sistemos Cas9 kompleksas turi suriS¢s 42 nt ilgio crRNR (Gasiunas et al., 2012). Nors
tracrRNR svarba Cas9 komplekso aktyvumui i$ S. pyogenes buvo nustatyta (Jinek et al.,
2012), taciau S. thermophilus CRISPR3-Cas sistemos atveju nebuvo tirta.

2.1.1. tracrRNR koduojamos sekos identifikavimas S. thermophilus DGCC7710
CRISPR3-Cas sistemoje

DNR sekos, esancios pries cas9 geng S. thermophilus DGCC7710 CRISPR3-Cas
sistemoje analizé parodé, kad kaip ir S. pyogenes CRISPR-Cas sistemoje, numanoma
tracrfRNR koduojanti seka yra prie§ cas operong (1 A pav.). S. pyogenes atveju, RNR
sekvenavimas atskleidé, kad tracrRNR yra 171 nt ir 89 nt ilgio — transkribuojamos nuo
dviejy skirtingy promotoriy, ta¢iau turin¢ios bendrg terminacing seka (Deltcheva et al.,
2011). S. thermophilus LMD-9 kamieno CRISPR3-Cas sistemos, beveik identiskos S.
thermophilus DGCC7710 CRISPR3-Cas sistemai, ,,Northern blot” tyrimo rezultatai leido
identifikuoti ~100 nt ilgio tracrRNR transkripta (Deltcheva et al., 2011).

Norint nustatyti spéjama tracrRNR trankripcijos pradzios pozicija S. thermophilus
DGCC7710 CRISPR3-Cas sistemoje, mes palyginome apraSyty CRISPR-Cas sistemy
DNR sekas (Deltcheva et al., 2011), turin¢ias komplementarias sritis kartotiniy sekoms (1
B pav.). Paaisk¢jo, kad tracrRNR koduojancios sekos yra labai panasios (87% identisky
nukleotidy) ir turi nuo Rho nepriklausomas terminacijos sekas. Taigi mes padaréme
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tracrRNR cas9 cas1 cas2 csn2 CRISPR
B 10 20 30 0 50 60 i 0 80 90 00
Y ORI I lavealovaalonasloass lovealawanloesaloaalonallieailonas levealawaalonaaliiaa looadl
S. pyogenes TGAATTTCTCC ATTTGTTATAAAAGT - ATAATCTTG--TTGGAACCATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGGCT -AGTCCG 94
IMD-9 = ====== GTAAA TATTAGTTATAAAACTA AATAATTGTGGTTTGAAACCATTCGAAACAACACAGCGAGTTAAAATAAGGCTTAGTCCG 94
DGCC7710 ------ GTAAA TATTAGTTATAAAACTA AATAATTGTG GTTTGAAACCATTCGAAACAACACAGCGAGTTAAAATAAGGCTTAGTCCG 94

*************************************************************************

S. pyogenes  TTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT, 135
LMD-9 TACTCAACTTGAAAAGGTGGCACCGATTCGGTGTTTTTTTT 135

DGCC7710 TACTCAACTTGAAAAGGTGGCACCGATTCGGTGTTTTTTTIT 135
k kkkkkkAkkkhk kkkkkhkhkhkhkhk khkkkkk khkkkkk

Nuo Rho nepriklausomas terminatorius

1 pav. I1-A tipo CRISPR-Cas sistemy sandara S. pyogenes, S. thermophilus LMD-9 ir DGCC7710
bakteriju kamienuose. (A) Keturi cas genai yra iSsidést¢ greta skirtuky-kartotiniy (CRISPR) srities.
tractrRNR yra koduojama prie$ cas geny operong. (B) S. pyogenes, S. thermophilus LMD-9 ir DGCC7710
CRISPR-Cas sistemy tracrRNR koduojanc¢iy DNR sric¢iy palyginimas. Sekos komplementrios kartotiniy
sekoms yra pabrauktos. Numanomos promotoriaus sekos yra vaizduojamos pilka spalva. Nuo Rho
nepriklausomi terminatoriai yra apibraukti. RNazés III kirpimo ir transkripcijos pradzios vietos yra
atitinkamai pazymétos trikampiu ir rodykle.

prielaida, kad tracrRNR transkripcija S. thermophilus DGCC7710 kamiene prasideda toje
pacioje vietoje kaip ir S. pyogenes ir tractrRNR ilgis galéty biiti ~100 nt, kas sutapty su
nustatytu S. thermophilus LMD-9 tracrRNR ilgiu (Deltcheva et al., 2011).

2.1.1. tracrRNR yra biitina S. thermophilus CRISPR3-Cas sistemos sukeltai DNR
interferencijai in vivo

pCRISPR3 plazmidé, turinti pilng S. thermophilus DGCC7710 CRISPR3-Cas
sistemg (2 A pav.), uztikrina lgsteliy atsparumg transformacijai pS1 plazmide, turinCial
proskirtuka identiskg S1 skirtukui CRISPR srityje su greta esancia 5’-NGGNG-3> PAM
seka (Gasiunas et al., 2012; Sapranauskas et al., 2011). Norédami i$siaiskinti ar tracrRNR
yra bitina S. thermophilus CRISPR3-Cas sukeltai plazmidziy interferencijai, mes
sukonstravome pCRISPR3 plazmidés variantus su pakeitimais tractRNR koduojancioje
sekoje (2 A pav.). pCRISPR3-At plazmidéje yra pasalinta tractrRNR koduojanti seka, tuo
tarpu pCRISPR3-AtR plazmidéje yra palikta sritis nuo transkripcijos pradzios vietos iki
kartotiniui komplementarios sekos pabaigos. Atlikus E. coli Iasteliy transformacijos pS1
plazmide eksperimentus paaiskéjo, kad sios auksciau paminétos plazmidés neuztikrino
DNR interferencijos (2 B pav.). Norint patvirtinti, kad DNR interferencija buvo prarasta
dél tracrRNR pasalinimo/sutrumpinimo, pabandéme lgsteles papildomai transformuoti
plazmidémis turin¢iomis pilno ilgio tracrRNR koduojancia seka — pateikti tracrRNR in
trans. Tam ; pPCDF-DUET plazmide su uz T7 promotorinés sekos jterpéme pilno ilgio
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2 pav. tracrRNR yra biitina DNR interferencijai. (A) Plazmidés naudotos lasteliy tranformacijos
ribojimo eksperimentuose. pCRISPR3-At plazmidé koduoja CRISPR3-Cas systemg be tracrRNR.
PCRISPR3-AtR plazmidéje, tracrRNR turi tik sritj komplementarig kartotinio sekai. ptracrRNA plazmidé
buvo gauta jterpus pilno ilgio tracrRNR koduojanéig sekg uz T7 RNR polimerazés promotoriaus j pCDF-
DUET plazmidg. (B) tracrRNR trumpinimas ar delecija inaktyvuoja CRISPR3-Cas sistemg. (C) tracrRNR
gali buti pateikta in trans atskiroje plazmidéje. (D) Nukleortigsciy, iSskirty i§ aktyvaus Sth3 Cas9
komplekso “northern blot” analizé. Sth3 Cas9 gryninasi su ~65 nt tracrRNR ir ~42 nt crRNR.

tracrRNR koduojancig seka (2 B pav., ptracrRNR plazmidé). E. coli lastelés, turinCios
PCRISPR3-At plazmide buvo transformuojamos ptractrRNA plazmide. Atlikus Iasteliy
transformacijos pS1 plazmide ecksperimentus paaiskéjo, kad pateikus tracrRNR
koduojancig seka in trans, DNR interferencijos aktyvumas atsistaté (2 C pav.). Taigi Sie
rezultatai patvirtina, kad tracrRNR yra bitina S. thermophilus CRISPR3-Cas sistemos
sukeltai DNR interferencijai in vivo.

2.1.2. tracrRNR gryninasi su Cas9 baltymu

S. thermophilus CRISPR3 (Sth3) Cas9 yra vienintelis baltymas uZtiktinantis S.
thermophilus CRISPR3-Cas sistemos sukelta DNR interferencijg (Gasiunas et al., 2012;
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Sapranauskas et al., 2011). Sth3 Cas9 baltymas gryninasi su ~42 nt crRNR (2 D pav.)
(Gasiunas et al., 2012). Norédami i$siaiSkinti ar ir tracrRNR gryninasi kartu su Cas9 ir
crRNR, mes atlikome ,,Northern blot” hibridizacijag naudodami 36 nt ilgio anti-tracrRNR
oligodeoksinukleotida. Nukleortigs¢iy, isskirty i§ iSgryninto Cas9 komplekso preparato
(Gasiunas et al., 2012) analizé parodé, kad Cas9 baltymas, kartu su crRNR buvo surises ir
~65 nt ilgio tracrRNR (2 D pav.). Taigi, kaip ir S. pyogenes (Spy) efektorinio komplekso
atveju (Jinek et al., 2012), S. thermophilus DGCC7710 CRISPR3-Cas sistemos
efektorinis kompleksas sukeliantis DNR interferencijg yra sudarytas i§ Cas9, crRNR ir
tracrRNR.

2.1.3. Sth3 Cas9-crRNR-tracrRNR komplekso surinkimas in vitro

Nustacius, kad Sth3 efektorinis kompleksas yra sudarytas i§ Cas9 baltymo, ~42 nt
crRNR ir ~65 nt tractrRNR, buvo siekiama surinkti aktyvy kompleksa in vitro is Siy trijy
komponenty. Tuo tikslu Cas9 baltymas buvo inkubuojamas su ekvimoliariniais kiekiais
sintetinés 42 nt crRNR ir in vitro transkripcijos btidu gautos 78 nt tractrRNR, atitinkancios
subrendusig tracrRNR formg. Papildomi nukleotidai (78 nt vs. 65 nt) buvo pridéti dél
galimybés susintetinti tractrRNR in vitro transkripcijos biidu. Surinkto komplekso DNR
Kirpimo aktyvumas buvo stebimas in vitro karpant pS1 plazmidg¢. Esant Sth3 Cas9
kompleksui, pS1 plazmidé buvo verciama j linijing forma (3 A pav.). Nesant vieno is
komplekso komponenty (Cas9, crRNR ar tracrRNR), DNR nukleazinis aktyvumas
nebuvo stebimas. pUCI8 plazmidé, neturinti proskirtuko, komplementaraus crRNR
skirtuko sekai, taip pat nebuvo karpoma. Taigi, aktyvus Sth3 Cas9 kompleksas gali buti
surinktas in vitro sumaiSant individualius komplekso komponentus.

Eksperimentai su Spy Cas9 kompleksu atskleidé, kad tracrRNR gali biti
sutrumpinta nuo 3’-galo iSlaikant komplekso aktyvuma in vitro (Jinek et al., 2012).
Norédami nustatyti minimaly tractrRNR 3’-galo ilgj reikalingg DNR kirpimui Sth3 Cas9
kompleksui, mes trumpinome tracrRNR nuo 3’-galo kas 5 nt (3 B pav.). Sth3 Cas9
kompleksas surinktas naudojant pac¢ias trumpiausias tractrRNR molekules (33 nt ir 38 nt)
nebuvo aktyvus (3 C pav.). Tuo tarpu 43, 48 ir 53 nt ilgio tracrRNR variantai leido
iSlaikyti aktyvuma, taciau jis buvo mazesnis nei naudojant 58 nt ir ilgesnes tracrRNR
molekules. Antrinés struktiiros tractrRNR analizé parodé, kad tracrRNR galéty formuoti
tris plauky segtuko struktiiras tractrRNR 3’-gale. Remiantis tokia prielaida ir atsizvelgiant
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3 pav. Plazmidinés DNR karpymas su in vitro surinktu Sth3 Cas9 kompleksu. (A) Cas9 , 42 nt
crRNR and 78 nt tracrRNR buvo naudojamos komplekso surinkimui. Cas9 RNP kompleksas buvo
inkubuojamas su pS1 ar pUC18 plazmidémis. pS1 plazmidé turi proskirtuko 1 ir PAM (5’-NGGNG-3")
sekas. pUC18 plazmidéje proskirtuko sekos néra. Reakcijos produktai buvo analizuojami elektroforézés
pagalba. SC — (angl. supercoiled) superspiralizuota plazmidé¢, OC — (angl. open circular) nikuota
plazmidés forma, FLL — (angl. full length line) linijinis DNR fragmentas. pS1 plazmidé yra veréiama j
linijing formg, tac¢iau pUC18 yra atspari Kirpimui. Trukstant vieno i§ komponenty (Cas9, crRNR ar
tractrRNR) pS1 plazmidé nekerpama. (B) Numanoma 42 nt crRNR:78 nt tracrRNR duplekso struktira.
Antrinés struktiiros elementai buvo identifikuoti naudojant RNAfold (Hofacker et al., 1994) jrankj.
tractrRNR 3’- galo trumpinimo pozicijos yra parodytos skaiéiais. (C) pS1 plazmidés karpymas su Cas9
RNP kompleksu surinktu in vitro naudojant jvairaus ilgio tracrRNR.

1 plazmidés karpymo rezultatus naudojant skirtingo ilgio tracrRNR molekules galima
teigti, kad arCiausiai 3’-galo esanti plauky segtuko struktiira neturi jtakos Cas9
komplekso aktyvumui, kai tuo tarpu kitos dvi yra butinos efektyviam komplekso
susiformavimui ir/ar DNR kirpimui.

2.1.4. Cas9 jtaka pre-crRNR:tracrRNR duplekso formavimuisi

Cas9 efektoriniuose kompleksuose, DNR taikinio atpazinimas yra apsprestas
crRNR sekos, tac¢iau DNR kirpimas yra uztikrinamas déka pacio Cas9 baltymo (Gasiunas
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et al., 2012; Jinek et al., 2012). Netiesioginiai jrodymai gauti atliekant eksperimentus in
vivo S. pyogenes bakterijose parodé, kad Cas9 taip pat yra biatinas crRNR brendimui
(Deltcheva et al., 2011) ir galéty dalyvauti pre-crRNR:tracrRNR duplekso susidaryme
(Deltcheva et al., 2011), tadiau tiesioginiy eksperimentiniy duomeny nepakanka.
Norédami eksperimentiSkai patikrinti ar Sth3 Cas9 baltymas dalyvauja sulydant pre-
crRNR ir tracrRNR, mes susintetinome 105 nt tracrRNR3 ir 94 nt pre-crRNR (turinéig 36
nt pilno ilgio kartotinio sekg) i§ CRISPR3 sistemos ir stebéjome tracrRNR3:pre-crRNR3
duplekso formavimasi, esant Sth3 Cas9 baltymui (4 pav.). Taip pat ZiGréjome, ar
homologinés S. thermophilus DGCC7710 Il tipo CRISPR1 sistemos tracrRNAL (105 nt)
ir pre-crRNAL (94 nt) yra sulydomos CRISPR3 sistemos Cas9 baltymo. Radioaktyviai
pazymeéta tractrRNR buvo inkubuojama su pre-crRNR, esant nespecifinei 2 kb RNR, ir
skirtingiems Cas9 kiekiams 10 min. Reakcijos buvo stabdomos pridedant proteinazés K ir
nezymétos tractrRNR. Méginiai buvo analizuojami nedenattiruojanc¢ios PAGE pagalba (4
pav.). Siomis salygomis, nesant Cas9, tracrRNR:pre-crRNR dupleksas nesiformavo.
Didéjantis Sth3 Cas9 kiekis reakcijos miSiniuose skatino tracrRNR3:pre-CrRNR3
duplekso formavimasi, bet neturéjo jtakos tracrRNR1:pre-crRNR1 duplekso susidarymui
(4 pav.). Apibendrinant, Sie rezultatai rodo, kad Sth3 specifisSkai skatina tracrRNR3 ir
pre-crRNR3 susilydimg ir duplekso formavimasi.

CRISPR3 CRISPR1
105 nt tracrRNR3 . . 105 nt tracrRNA1
3- ) 3 —5
5= ———=.3° 5= ——==3°
94 nt pre-crRNR3 94 nt pre-crRNA1
Cas9 (CRISPR3) Cas9 (CRISPR3)
K D 0 0105 1 25 5 nM(galuting) K D 0 0105 1 25 5 nM(galuting)
s
U [ w tracrRNR3/pre-crRNR3 H tracrRNR1/pre-crRNR1

‘ H “' “ “ racrRNR3 U - w bl A cracrrnres

4 pav. tracrRNR ir pre-crRNR susilydimas esant Cas9. 105 nt tracrRNR ir 94 nt pre-crRNR naudotos
sulydimo eksperimentuose yra vaizduojamos vir§ geliy. Komplementarios sekos pazymétos juoda spalva.
Nedenatiiruojan¢ios PAGE geliai rodantys duplekso formavimasi tarp tracrRNR3 ir pre-crRNR3 is
CRISPR3 sistemos (kairé dalis) ir tracrRNRI1 ir pre-crRNR1 i§ CRISPR1 (desiné dalis) esant jvarios
koncentracijos Cas9 i§ CRISPR3. K — takelis, kuriame buvo leidziama tik Zyméta tracrRNR, D —
tracrRNA:pre-crRNA dupleksas, gautas pakaitinus tracrRNR:pre-crRNR misinj (1:100 molinis santykis)
iki 95°C ir 1étai atvésinus iki kambario temperatiiros.
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2.2. Cas9 komplekso perprogramavimas DNR kirpimui in vitro

Paprasta moduliné Cas9 komplekso sandara, kur DNR specifiSkumas yra
uzkoduotas crRNR sekoje, 0 DNR kirpimas atliekamas paties Cas9 baltymo, suteikia
galimyb¢ naudoti Cas9 kompleksg kaip universaly jrankj DNR Kirpimui. Keisdami
crRNR sekg Cas9 komplekse, mes siekéme panaudoti Cas9 kompleksa kaip jrankj
manipuliuoti DNR in vitro.

2.2.1. Sth3 Cas9 komplekso kaip jrankio panaudojimas DNR manipuliacijose

Restrikcijos endonukleazés atpazjsta 4-8 bp ilgio DNR sekas ir jas kerpa. Dél tokiy
savybiy, Sie fermentai tapo nepakei¢iami jrankiai manipuliacijose su DNR (Roberts,
2005). Taciau pasirinkimo galimybés, norint tiksliai jterpti pasirinkta fragmentg j
plazmidinj vektoriy, yra ribojamos restrikcijos endonukleaziy atpazjstamy seky.
Norédami pademonstruoti, kad Sth3 Cas9 gali biiti naudojama kaip universali nuo RNR
priklausoma DNR endonukleaze, kurios specifiSkumas yra apsprestas crRNR sekos,
nusprendéme pritaikyti Cas9 klonavimo eksperimente. Pasirinkome pUCI18 plazmidéje
du taikinius (N1 ir N2), esancius greta Aatll ir Sapl restrikcijos endonukleaziy
atpazjstamy seky (5 A pav.). In vitro transkripcijos pagalba nuo PGR fragmenty turinéiy
N1 ir N2 koduojancius skirtukus apsuptus kartotiniy sekomis susintetinome pre-CrRNR
molekules.

Teorinis DNR fragmento ilgis tarp Cas9-N1 ir Cas9-N2 taikiniy yra 612 bp (5 A
pav.). pUCI18 kirpimo produkty su Cas9-N1 ir Cas9-N2 kompleksais analizé parodé, kad
buvo gauti du fragmentai (~2000 and ~600 bp) (5 B pav.), kas rodyty, kad plazmidé buvo
perkirpta pasirinktuose N1 ir N2 taikiniuose. Kirpimo viety sekvenavimas patvirtino, kad
Cas9 kompleksai kirpo abiejuose DNR taikiuose 3 nt prie§ PAM sekas, palikdami bukus
DNR galus (5 C pav.). PGR pagalba pasidauging pACYC184 plazmidés sritj,
koduojancig promotoriy ir antibiotikui tetraciklinui atsparuma koduojantj geng (5 D pav.)
pabandéme jterpti gautg fragmentg j su Cas9 paruosta pUCI18 vektoriy. Po ligavimo,
rekacijos misSiniu transformavome E. coli Igsteles. ISsiskyrus i§ auganciy ant 1ékstelés su
antibiotikais ampicilinu ir tetraciklinu lgsteliy plazmides ir jas nusekvenavus paaiskéjo,
kad PGR fragmentas buvo jterptas norimoje vietoje be nepageidaujamy mutacijy.
Apibendrinant, $is eksperimentas parodé, kad Cas9 endonukleazé yra tinkama klonavimo
eksperimentams. Taip pat, DNR gali buti karpoma naudojant kelis Cas9 kompleksus
vienu metu.
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5 pav. Sth3 Cas9 kompleksas kaip jrankis DNR manipuliacijose. (A) Taikiniai pUC18 plazmidéje. (B)
pUC18 plazmidés karpymo rezultatai panaudojus Cas9-N1 ir Cas9-N2 kompleksus. (C) pUC18
sukarpytos su Cas9-N1 (virSutiné dalis) ir Cas9-N2 (apatiné dalis) kompleksais sekvenavimo rezultatai.
Plazmidé taikiniuose buvo kerpama 3 nt iki PAM sekos. D) Klonavimo eksperimento schema. Vektorius
paruostas su Cas9-N1 ir Cas9-N2 kompleksais buvo liguotas su PGR fragmentu turinéiu promotoriy ir
atsparumag tetraciklinui koduojantj geng. Transformuotos lgstelés buvo auginamos ant terpés su
tetraciklinu (Tc) ir ampicilinu (Ap).
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2.2.2. Genominés DNR karpymas in vitro

Norédami iSsiaiSkinti ar Cas9 geba surasti ir Kirpti taikinius genominés DNR
kontekste, mes nukreipéme Cas9 kompleksus j unikalius taikinius bakteriofago A (49
kbp), E. coli (4,6 Mbp) ir Zmogaus (3,2 Gbp) genominéje DNR. Bakteriofago A
genominés DNR analizé po kirpimo su Cas9 kompleksu parodé, kad DNR buvo Kirpta
norimoje vietoje (susidaré 42 kbp ir 7 kbp produktai) (6 A pav.). Norédami aptikti Cas9
Kirpimo produktus E. coli genominéje DNR, panaudojome “Southern blot” hibridizacija.
Po kirpimo su Cas9 kompleksu, E. coli genominé DNR buvo inkubuojama su Pstl
restrikcijos endonukleaze. I$frakcionavus DNR agaroziniame gelyje, atlikome “Southern
blot” hibridizacija naudodami zonda, kuris hibridizuojasi tarp Pstl ir Cas9 kirpimo viety
(6 B pav.). Atstumas tarp Pstl taikiniy yra ~1500 bp, kai tuo tarpu tarp Cas9 ir Pstl
taikiniy ~500 bp. Po genominés DNR poveikio su Cas9 kompleksu, mums pavyko aptikti
tik ~500 bp DNR fragmenta, kas reiksty, kad E. coli genominé DNR buvo perkirpta
norimoje vietoje.

Kitame etape mes analizavome zmogaus genominés DNR karpymg su Cas9-HS1 ir
Cas9-HS2 kompleksais, atitinkamai nutaikytais pries RASGEF1C (HS1) ir ARL15 (HS2)

Bakteriofago A DNR E. coli genominé DNR Zmogaus DNR karpymas

Pstl Cas9 Pstl (kPGR)

! Iy !ﬂr( /

1 11 : 7

2624765 1035 bp 2625800 466 bp 2626266

laikas, M 0 5 15 30 M Hs1 HS2
min 3
R M Pasi M 14 j:L ==
ok .+ 3kbp
—a—-—- 0, = —
<7 kbp — - “ew 1,5 kbp nz:
= w 1,5kbp S 1 kbp a
o 0,1
=
- 0,5 kbp
S e 0,4 kbp
-
0,2 kbp — 0,01
% 0,1 kbp - %+ + + Cas9-HS1
+ o+ — + Cas9-HS2

6 pav. Genominés DNR karpymas in vitro panaudojant Cas9. (A) A DNR karpymas. Fago A DNR
buvo inkubuojama su Cas9 compleksu ir reakcijos produktai analizuojami elektroforezés pagalba. Cas9
yra nukreiptas j seka, esanfig 8 kb nuo cos sekos. (B) E. coli genominés DNR karpymas. Prie$
fragmentacija su Pstl, E. coli BL21 genominé DNR buvo inkubuojama 30 min. su Cas9 kompleksu. Cas9
buvo nukreiptas tarp Pstl kirpimo viety. Jei genominé DNR yra kerpama Cas9, po zondo hibridizacijos
turétume aptikti 466 bp fragmenta; nesant kirpimo, turéty biti aptinkamas 1499 bp ilgio fragmentas. (C)
Zmogaus genominés DNR karpymas. Po karpymo su Cas9-HS1 ir Cas9-HS2 kompleksais, kPGR pagalba
buvo santykinai vertinamas neperkirpty DNR taikiniy kiekis (HS1 ir HS2).
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sritis genominéje DNR. Kirpimo produktai buvo analizuojami kiekybinés PGR pagalba
(KPGR) (6 C pav.). Po poveikio Cas9-HS1 ir Cas9-HS2 kompleksais DNR taikiniy kiekis
abejose srityse sumazéjo daugiau nei 25 kartus, kas rodo kad DNR buvo kerpama
norimose vietose. Apibendrinant Sie rezultatai rodo, kad Sth3 Cas9 efektyviai randa ir
kerpa taikinio DNR jvairaus kompleksiskumo genominés DNR kontekste.

2.3. Geny redagavimas transfekuojant in vitro surinkta Sth3 Cas9 RNP kompleksa

Pastaraisiais metais Cas9 baltymas buvo pritaikytas kaip jrankis genomo
redagavimo eksperimentuose. Nukreiptas Cas9 kompleksas randa taikinio DNR sekg ir ja
kerpa padarydamas dvigrandinin;j triikkj (DSB) (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012).
Eukatiotinése lastelése DSB istaisomi panaudojant du mechanizmus: mutacijas jvedanciu
nehomologiniy galy sujungimu (NHEJ) (Lieber, 2010) bei homologinés rekombinacijos
(HDR) (Moynahan and Jasin, 2010) pagalba. Pastarasis kelias gali baiti iSnaudotas
tiksliam genomo modifikavimui ar naujos genetinés informacijos jvedimui (Carroll,
2011; Perez-Pinera et al., 2012; Urnov et al., 2010).

Siuo metu genomo redagavimo eksperimentuose dazniausiai yra naudojamas Spy
Cas9. Jprastu atveju, eukariotinéms Igsteléms optimizuotas Cas9 ir RNR koduojanti seka
yra jterpiami ] DNR raiskos vektoriy, kuris transfekuojamas i lasteles (Cong et al., 2013;
Jinek et al., 2013; Mali et al., 2013). D¢l tokio Cas9 patekimo j Igsteles, DNR kirpimo
efektyvumas eukariotinése lastelése priklauso nuo daugybés veiksniy, tokiy kaip raiskos
vektoriaus tipas, tranfekcijos efektyvumas, Igstelés tipas, komplekso susirinkimo
efektyvumas lasteléje ir t.t. (Hsu et al., 2013). D¢l iy problemy, biitina atlikti daugybés
eksperimentiniy sglygy optimizavimg. Taip pat, toks Cas9 pristatymas ] lgstelés budas
gali sukelti nepageidaujama raiSkos vektoriaus integracija j genoming DNR ir daznai yra
neefektyvus ir sukelia lasteléms stresg (Gabriel et al., 2011). Norint iSvengti Siy
problemy, mes pabandéme pritaikyti alternatyvig strategija, paremtg in vitro surinkto
Sth3 Cas9 RNP komplekso chemine transfekcija j Iasteles (7 A pav.).

Sth3 Cas9 kompleksas su prilietu branduolio lokalizacijos signalu (NLS) buvo
surinktas in vitro naudojant crRNR:tracrRNR dupleksg ar dirbtinai sujungtas crRNR ir
tracrRNR molekules, vadinamas sgRNR. Komplekso transfekcijai buvo naudojamas
TurboFect™ tranfekcijos agentas. Norint stebéti DNR kirpimo efektyvumg lgstelése buvo
sukonstruota reporterin¢ sistema, turinti raudong ir zalig fluorescuojancius baltymus
(atitinkamai RFP ir eGFP) koduojancius genus (7 B pav.). eGFP genas, turi dviejy Sth3
Cas9 kompleksy taikinius, L1 ir L2. I-Crel nukleazés taikinys taip pat buvo jterptas i}
reportering sistemag (Jurica et al., 1998). Nesant Cas9, po introno procesavimo in vivo
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turéty buti stebima eGFP fluorescencija. Dvigrandininiai triikiai (DSB) L1 ar L2 srityse
turéty sukelti DNR pazaidy taisymg NHEJ ir/ar HDR budais. Dél pazaidy taisymo NHEJ
biidu, atsiradusios mutacijos eGFP gene sukelty fluorescencijos sumazéjima ar iSnykima.
HDR biidu taisomi trikiai, turéty inicijuoti RFP koduojancio geno sekos atsistatyma per
jterptas homologines sritis ir tai leisty kiekybiskai jvertinti HDR efektyvumag lgsteliy
populiacijoje stebint RFP signalo atsiradimg. Taigi, tokios reporterinés sistemos jterpimas
1 vektoriy leido gauti reportering plazmidg, o 1 CHO-K1 lgsteliy genoming DNR — stabilig
reportering lasteliy linija.

Norint pademonstruoti Sth3 Cas9 kompleksy funkcinj aktyvuma in vivo, reporteriné
plazmidé buvo tranfekuojama kartu su in vitro surinktais Sth3 Cas9 kompleksais. DNR
plazmidés ir Cas9 kompleksai buvo sumaiSomi su transfekcijos agentu skirtinguose
mégintuvéliuose, taciau transfekcija atlickama tuo paciu metu. Po 48 val. tékmés
citometrijos pagalba buvo kiekybiskai vertinama, kokioje dalyje lasteliy atsirado eGFP
signalas. Kai Igstelés buvo transfekuojamos tik reporterine plazmide, ~40% lasteliy buvo
stebimas eGFP signalas (7 C pav.). Kartu transfekavus Sth3 kompleksa, eGFP
ekspresuojanciy Iasteliy sumazéjo iki 5-15%. Kotransfekcija su Cas9 kompleksu,
neturiniu taikinio reporterinéje plazmidéje, netur¢jo jokios jtakos lgsteléms. Surveyor
nukleazés metodo (Guschin et al., 2010) pagalba gauti rezultatai parodé, kad L1 ir L2
taikiniuose insercijos ir delecijos (INDELSs) buvo atitinkamai aptinkamos ~27% ir ~22%
lasteliy. Tai rodo, kad dvigrandininiai triikiai buvo taisomi NHEJ bidu. Sie skaiéiai buvo
patvirtinti ir in vitro karpymo metodo pagalba, kurio esmé buvo PGR pagalba padauginta
L1 sritj eGFP gene karpyti in vitro su Cas9 kompleksu. Tokiu budu, padauginti PGR
fragmentai su insercijomis ir delecijomis nebiity karpomi, kai tuo tarpu nemodifikuoti
produktai biitu perkerpami. Paaiskéjo, kad ~25% DNR fragmenty nebuvo karpoma, kas
sutampa su dydziu, gautu Surveyor metodo pagalba (7 D pav.). Apibendrinant, Sie
rezultatai rodo, kad in vitro surinkti Cas9 kompleksai transfekuoti j lasteles sukelia
dvigrandininius trukius taikinio vietose, kurie gali biti iStaisomas NHEJ biidu. Tokiu
biidu sukelty DSB efektyvumas buvo palyginamas su efektyvumu gautu transfekuojant
Cas9 ir sgRNR koduojancias plazmides (duomenys nepateikti).

Norint iSsiaiskinti ar dvigrandininiai trikiai buvo taisomi HDR biidu, tékmés
citometrijos pagalba buvo siekiama nustatyti po transfekcijos atsiradusj RFP signalg. 5-
8% lasteliy, transfekuoty pries L1 ir L2 taikinius nukreiptais Cas9 kompleksais, buvo
stebimas atsirades RFP signalas (7 C pav.). Taip pat tokias lgsteles buvo galima
identifikuoti fluorescencinés mikroskopijos pagalba (7 E pav.).
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7 pav. Genq redagawmas panaudojant in vitro surinkta S. thermophilus Cas9 kompleksa. (A)
Lasteliy transfekcijos schema. (B) Reporteriné sistema stebéti NHEJ ir HDR taisymo atvejus. L1 ir L2
rodo Cas9 taikiniy vietas. (C) GFP" ir RFP' Igsteliy dalis po transfekcijos Cas9-L1 ir Cas9-L2
kompleksais nustatyta tékmés citometrijos (FACS) pagalba. (D) Reporterinés plazmidés kirpimo analizé.
Cas9 taikiniy sritys reporteringje plazmidéje PGR pagalba buvo padaugintos (592 bp produktai) ir po
perlydimo karpytos Surveyor nukleazés pagalba ar pries L1 taikinj nukreiptu Cas9 kompleksu. Raudonos
rodyklés rodo 100+492 bp ir 363+229 bp hidrolizés produktus atitinkamai L1 ir L2 taikiniams, ir nekirpta
592 bp fragmenta. Skaiciai geliy apacioje rodo insercijy/delecijy (INDEL) daznj. (F) RFP" lasteliy dalis
reporterinéje CHO-K1 Igsteliy linijoje po transfekcijos Cas9 ar 1-Crel nukleazémis. (E) RFP* lgsteliy
detekcija fluorescentinio mikroskopo pagalba. (G) L1 ir L2 taikiniy, esan¢iy CHO-KI1 Iasteliy
chromosomoje analizé po transfekcijos. PGR produktai (592 bp) buvo karpomi Surveyor nukleaze.
Raudonos rodyklés rodo 100+492 bp (L1) ir 363+229 bp (L2) karpymo produktus. (H) HEK293T lastelés
buvo tranfekuotos Cas9 kompleksais nukreiptais prie$ taikinius, esan¢ius DNMT3B ir/ar PPIB genuose.
Po padauginty taikiniy sri¢iy karpymo Surveyor nukleaze buvo gauti atitinkamai 335+209 bp ir 330+174
bp karpymo produktai.
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Taip pat, buvo siekiama pademonstruoti, kad Sth3 Cas9 kompleksas geba Kirpti
DNR taikinius esanéius chromosominéje DNR. Siam tikslui j CHO-K1 lasteliy linijos
genominge DNR buvo jterpta auksciau aprasyta reporteriné sistema. Po Cas9 kompleksy
transfekcijos, Surveyor metodo pagalba, buvo nustatyta, kad 2-6% lasteliy buvo jvestos
insercijos ar delecijos taikiniy vietose (7 G pav.). Tékmés citometrijos metodo pagalba
atlikta analizé taip pat patvirtino, kad 3-4% lasteliy buvo aptinkamas RFP signalas (7 F
pav.). Po I-Crel nukleazés transfekcijos, RFP signalas buvo aptinkamas ~4,5% lgsteliy (7
F pav.). Tai rodo, kad panaSus kirpimo efektyvumas gali buti pasicktas naudojant
skirtingas nukleazes, jas chemiskai transfekuojant j Iasteles.

Parodzius, kad in vitro surinktas Cas9 kompleksas gali buti panaudotas genomo
redagavimo eksperimentuose, nusprendéme patikrinti, ar Cas9 gali biiti panaudotas
genomo redagavimui keliose vietose, vieno eksperimento metu. Taikiniais pasirinkome
endogeninius DNMT3B ir PPIB genus HEK293T lastelése. Po transfekcijos kiekvienu
kompleksu atskirai ir kartu, Surveyor metodo pagalba tikrinome mutacijy daznj
kiekviename taikinyje. Mutacijy daznis DNMT3B ir PPIB genuose atitinkamai sieké 7%
ir 10% po transfekcijos kiekvienu kompleksu atskirai, bei 6% ir 8% atlikus transfekcijg
su abiem kompleksais kartu (7 H pav.). Apibendrinant, Sic duomenys rodo, kad in vitro
surinkti Cas9 kompleksai gali buti sékmingai pritaikyti genomo redagavimo
eksperimentams, taip pat parodo galimybe tai atlikti keliose genomo srityse vienu metu.

2.4. Cas9 DNR taikinio atpaZinimas

Pries DNR nukreiptose CRISPR-Cas sistemose, DNR taikinys yra atpazjstamas
RNR komponento susidarant R-kilpai su komplementaria grandine ir ,,iSstumiant”
nekomplementarig granding. Susidarius tokiai strukttrai toliau vyksta DNR degradacija.
Nors mums pavyko Sias reakcijas atstatyti in vitro (2.1-2.3 skyriai), taciau tikslus R-
kilpos formavimosi mechanizmas néra Zinomas.

2.4.1. Tiesioginis R-kilpos susidarymo stebéjimas

Siekiant tiesiogiai stebeti ir kiekybiSkai vertinti R-kilpos formavimasi ir disociacijg
Sth3 Cas9 kompleksui pavieniy molekuliy superspiralizacijos eksperimentuose, buvo
panaudoti magnetiniai pincetai (Brutzer et al., 2010; Mosconi et al., 2009) (8 A pav.). 2,1
kbp DNR fragmentas turintis proskirtuka S1 ir PAM seka buvo viename gale
,prikabintas® prie magnetinés dalelés, o kitu galu — prie tékmés kameros pavirSiaus.
Panaudojant magnetus DNR buvo iStempiama ir juos sukant superspiralizuojama, ir §io
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proceso metu buvo matuojamas DNR ilgis (Klaue and Seidel, 2009). Vykdant
superspiralizacijos eksperimentus, esant pastoviai jégai, DNR ilgis nekinta. Pasiekus
kritinj sukimo momentg, DNR ilgis pradeda trumpéti dél susidaranciy plektoneminiy
superspiraliy. Gauti charakteringi sukimo kreivés ir sukimo momento profiliai leidzia
kiekybiSkai vertinti R-kilpos susidarymo dinamikg (Forth et al., 2008; Kauert et al., 2011;
Mosconi et al., 2009; Oberstrass et al., 2012). Jei baltymui prisijungus prie DNR vyksta
lokalus DNR iSvyniojimas (pvz., formuojantis R-kilpai), keiciasi DNR molekulés
superspiralizacija ir tai sukelia visos sukimo kreivés poslinkj ar DNR ilgio pokytj
(Howan et al., 2012) (8 A pav.). Norédami stebéti Cas9 sukeltg R-kilpos susidaryma, mes
atlikome ,,R-kilpos cikly*“ eksperimentus (8 B pav.). Pirmiausia DNR molekulé¢ buvo
nestipriai iSvyniojama (sukeliama neigiama superspiralizacija) esant nedidelei jégai,
norint palengvinti R-kilpos susidaryma (mélynos kreivés 8 C ir D pav.). Tada, vykdant
DNR susukimg (sukeliama teigiama superspiralizacija) buvo tikrinamas R-kilpos iSirimas
(zalios kreivés 8 C ir D pav.). Mes stebéjome efektyvy Cas9 inicijuotg R-Kilpos
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8 pav. Cas9 komplekso R-kilpos susidarymas ir iSirimas pavieniu molekuliy sukimo
eksperimentuose. (A) DNR sukimo eksperimenty magenitiniy pincety pagalba schema. R-kilpos
susidarymas, esant superspiralizuotai DNR molekulei, sukelia lokaly DNR iSviniojimg ir
superspiralizacijos laipsnio pakitima. Dél Sio proceso kinta DNR ilgis. (B) Cas9 komplekso sudaromos R-
kilpos (20 bp) schema. (C ir D) R-kilpos susidarymo ciklai naudojant 1 nM Cas9 kompleksa. DNR turinti
proskirtukg ir PAM seka yra negatyviai superspiralizuojama veikiant 0,31 pN jégai, skatinant R-Kilpos
susidarymg (mélyna kreivés dalis). Teigiamai superspiralizuojant yra tikrinimas R-kilpos buvimas (Zalia
kreivés dalis) ir disocijacija (raudona kreivés dalis). R-kilpa disocijuoja esant mazam teigiamam sukimo
momentui. Mélyna ir raudona rodyklés zymi atitinkamai R-kilpos susidarymo ir discociacijos jvykius. (E)
Cas9 sukeltas superspiralizacijos kreiviy poslinkis.
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susidarymag (100% visy atvejy, N = 50), kas atitinka sukimo kreivés kairios pusés
poslinkj link neigiamy apsisukimy, lyginant su kreive gauta atliekant eksperimentus be
baltymo (8 D pav.). Cas9 suformuotos R-kilpos iSirdavo esant nedidelei teigiamai
superspiralizacijai (8 C ir D pav.). Cas9 atveju, superspiralizacijos kreivés poslinkis
atitiko 1,45+0,05 siikio (8 E pav.). Sis dydis yra $iek tick maZesnis nei prognozuojamas
(1,9 stikio jvertinant tai, kad spéjamas R-kilpos ilgis yra 20 nt ir DNR spiralés zingsnis
10,5 bp). Toks skirtumas gal¢jo atsirasti del DNR superspiraliSkumg kompensuojancio
Cas9 sukelto DNR lenkimo.

2.4.2. PAM mutacijos trukdo R-Kkilpos susidarymui, bet neturi jtakos jos stabilumui

Norédami nustatyti PAM sekos jtakg R-kilpos susidarymo greiciui ir jos stabilumui,
magnetiniy pincety metodo pagalba tyréme R-kilpos susidarymo ir iSirimo dinamika
naudodami DNR substratus su mutacijomis PAM sekoje. Nors R-kilpy susidarymas buvo
stebimas naudojant substratus su G4C PAM mutacija, taciau tokios struktiiros susidaré
gerokai lé¢iau nei naudojant laukinio tipo substratg (NGGNG) (9 pav.). I[domu tai, kad
susiformavus R-kilpai, jos stabilumas isliko nepakites lyginant su laukinio tipo substratu
(9 pav.). Naudojant G1C ir G2C substratus R-kilpos susidarymas buvo dar létesnis, 0
PAM delecijos atveju R-kilpos nesiformavo net sukeltos DNR denatiracijos metu
(duomenys nepateikti). Patvirtindami duomenis gautus magnetiniy pincety metodu, DNR
kirpimo eksperimentai leido daryti prielaida, kad R-kilpos formavimasis buvo létesnis,
naudojant substratus su PAM mutacijomis (mutacijy jtaka pasireiSké tokia tvarka
G2C>G1C>G4C>>WT), taciau jau susidariusios R-kilpos kirpimui, mutacijy jtaka buvo
mazesné (10 A, B ir D pav.). Taigi, Sie ruzultatai rodo, kad PAM seka reguliuoja R-kilpos
susidarymo greitj, taciau neturi jtakos jos stabilumui.

G1c-82C _g4c
CGCTAAAGAGGAAGAGGACALGG tG

8 F susidarymas E 1 disociaciia
= Fsu < Yy 3 ) 1, %msomacua_g
= @ 100F % ]
L E ] ]
ce ] B
3 10 .1 { :
= — E '] E
s | I e $
= 1E 1 1 H L L L

7 6 5 5 6 7

Sukimo momentas (pN nm)  Sukimo momentas (pN nm)

9 pav. PAM mutaciju itaka R-kilpos susidarymui ir suirimui. Vidutinio R-kilpy susidarymo ir
disociacijos laiko priklausomybé nuo sukimo momento lyginant DNR substratus turin¢ius kanoning PAM
sekg su G4C PAM mutacijg turin¢iais substratais.
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Proskirtukas (S1) Mutuota PAM seka (G2C)
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10 pav. Plazmidinés DNR karpymas su Cas9 kompleksu naudojant substratus su ivairaus ilgio
proskirtuku bei mutacijomis PAM sekoje. (A) Plazmidés, turincios pilno ilgio proskirtukg ir NGGNG
PAM sekg karpymas su Cas9 kompleksu. (B) Plazmidés, turincios pilno ilgio proskirtuka ir mutuotg G2C
PAM seka karpymas su Cas9 kompleksu. (C) Plazmidés, turin¢ios sutrumpintg proskirtukg (S1' A7 bp) ir
NGGNG PAM seka karpymas su Cas9 kompleksu. (D) Pirmos ir antros DNR grandiniy kirpimo greiciai,
naudojant substratus su sutrumpintais proskirtukais (kairé dalis) ar mutacijomis PAM sekoje (deSiné
dalis). k; yra nikuoto produkto susidarymo grei¢io konstanta, o k, yra linijinio DNR fragmento
susidarymo greic¢io konstanta. Karpant substratus su PAM mutacijomis, nikuoto produkto kaupimasis
nebuvo stebimas (C), kas leidzia daryti prielaida, kad k;<<k,.

2.4.3. Proskirtuko galo trumpinimas destabilizuoja Cas9 suformuotas R-kilpas

Atliekant reakcijas su Cas9, R-kilpy susidarymas buvo stebimas trumpinant
proskirtuka iki 7 bp jy formavimosi greiciui beveik nekintant (11 pav.). Esant 9 bp
sutrumpinimui R-kilpos nesiformavo. 1 ar 5 bp sutrumpinimai nezymiai sumazino R-
kilpos stabilumg ir DNR kirpimo greitj (11 ir 10 pav.). Esant 7 bp sutrumpinimui
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11 pav. Proskirtuko galo trumpinimas mazina R-kilpy stabiluma. Vidutinio R-kilpy susidarymo ir
disociacijos laiko priklausomybé nuo sukimo momento, esant S1' proskirtuko galo trumpinimams.

R-kilpos buvo aptinkamos (11 pav.), taCiau jos pasizyméjo létesniu, nuo sukimo
momento nepriklausomu disociacijos greic¢iu. Tai galétu buti paaiSkinama, kad mutacijos
tarp crRNR ir proskirtuko gali sukelti Cas9 RNP komplekso persitvarkymus j uZslopinta
formg. Trumpinant proskirtuka DNR kirpimo greitis létejo. Taip pat, trumpéjant
proskirtukui buvo stebimas nikuotos DNR formos kaupimasis (10 C ir D pav.).

2.4.4. Cas9 inicijuoto R-kilpos susidarymo ir disociacijos modelis

Duomenys, gauti atlikus eksperimentus aprasytus auksc¢iau, leidzia teigti, kad PAM
seka yra svarbi R-kilpos susidarymui, taciau praktiSkai neturi jtakos jos stabilumui.
Mutacijos proskirtuko 5’-gale turéjo jtakos R-kilpos stabilumui, taciau jos susiformavimo
greitis isliko nepakites. Tai rodo, kad R-kilpa formuojasi kryptingai nuo PAM sekos (12
pav.). Pirmiausia, Cas9 kompleksas prisijungia prie PAM sekos ir destabilizuoja DNR.
Kadangi R-kilpos formavimosi greitis priklauso nuo Cas9 komplekso koncentracijos
(duomenys nepateikti), tai leidzia teigti, kad 3D difuzija yra svarbi Cas9 kompleksui
ieSkant PAM sekos. Atpazinus PAM, déka vandeniliniy ry$iy susidarymo tarp crRNR ir
taikinio DNR, pradeda kryptingai formuotis R-kilpa. Esant nepalankioms energetinéms
salygoms (DNR veikiant teigiamam sukimo momentui ar mutacijoms tarp crRNR ir
DNR), R-kilpa suyra nepaisant atpazintos PAM sekos (12 pav.).
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PAM tikrinimas R-kilpos iniciacija

o & @

R-kilpos iSplétimas
PAM kontrolé

Proskirtuko kontrole -

._.—*
— DNR kirpimas

Komplekso iSirimas

12 pav. R-Kilpos susidarymo ir disociacijos modelis. (+) ir (-) simboliai rodo atitinkamos
superspiralizacijos efekta vaizduojamai stadijai.

Cas9 gali efektyviai kirpti proskirtukg, esant 7 bp 5’-galo sutrumpinimui, nors ir
lé¢iau nei esant pilno ilgio proskirtukui (10 pav.). Esant proskirtukui 11 bp (9 bp 5’-galo
sutrumpinimas), R-kilpos nesiformavo, kas rodyty, kad Cas9 baltymas “tikrina” koks yra
R-kilpos ilgis, taip uztikrindamas, kad tik “tinkami” DNR taikiniai bty kerpami.
StruktiiriSkai tai biitu galima bandyti paaiskinti tuo, kad Cas9 baltymas sudaro daugybe
nespecifiniy kontakty su crRNR ir taikinio DNR heterodupleksu Sioje srityje (Nishimasu
et al., 2014), kas leidzia jam patikrinti ar R-Kilpa yra susidariusi korektiskai.

2.5. CRISPR-Cas9 PAM sekos identifikavimas

Cas9 nukleazés taikinys yra sudarytas 1§ proskirtuko ir greta esan¢ios PAM sekos.
Kaip aprasyta auksciau ir Sternberg et al., 2014, taikinio atpazinimo mechanizmas
susideda 1§ Cas9 sgveikos su PAM seka ir crRNR sgveikos su komplementaria
proskirtuko seka. Taigi, PAM seka yra svarbiausias veiksnys ribojantis DNR taikinio
parinkimo galimybes. Norint iSpresti $ig problema buvo panaudotos kelios strategijos:
PAM sekos atpazinimo specifiskumo keitimas modifikuojant Cas9 baltymus (Anders et
al., 2016; Hirano et al., 2016a; Kleinstiver et al., 2015a, 2015b), naujy Cas9 baltymy
paieska, ar abiejy strategijy pritaikymas. Taip pat, ortologiniai Cas9 baltymai leisty ne tik
padidinti seky, i kurias biity galima nukreipti Cas9 baltyma skaiCiy, bet kartu galéty turéti
kity savybiy, naudingy genomo modifikavimo eksperimentuose.

Taigi, norint charakterizuoti naujus Cas9 baltymus, butina sukurti metoda, leidziantj
tiksliai, greitai ir tiesiogiai nustatyti jo atpazjstama seka.
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2.5.1. Cas9 PAM sekuy nustatymas

Atsitiktines PAM sekas turincios bibliotekos buvo sukonstruotos ir panaudotos
empiriniam Cas9 atpazjstamy PAM seky nustatymui (11 pav.). Tokiose bibliotekose,
proskirtuko sekai esant fiksuotai, PAM srityje esantys atsitiktiniai nukleotidai yra
panaudojami kaip substratas tiesioginiam Cas9 PAM sekos specifiskumui nustatyti. Siam
tikslui buvo sukonstruotos dvi bibliotekos besiskiriancios savo kompleksiskumu:
atsitiktiniy 5 bp PAM biblioteka (1024 PAM seky kombinacijos) ir 7 bp PAM biblioteka
(16384 PAM seky kombinacijos). Sios plazmidziy bibliotekos buvo naudojamos kaip
substratas karpymo su Cas9 eksperimentuose in vitro. Jei PAM seka atpazjstama, tokia
plazmidé perkerpama ir tolimesniame etape prie susidariusiy laisvy plazmidés galy yra
pridedamas adapteris (11 pav. A ir B etapai). Norint padidinti §io etapo efektyvuma, prie
DNR 3’-galy yra pridedami dA nukleotidai (adapteris atitinkamai prie 3’-galo turi
papildoma dT nukleotidg). Tokie DNR fragmentai (gauti tik esant plazmidés kirpimui)
PGR pagalba padauginami (11 pav. C etapas) ir paruosiami Illumina sekvenavimui (11
pav. D etapas). Po sekvenavimo ir analizés gauti rezultatai yra vizualizuojami kaip
WebLogo (Crooks, 2004).

Taikinio biblioteka

Proskirtukas  Atsitiktinis
PAM

A. Karpymas su Cas9 kompleksu
3' dA pridéjimas

1 A'I3I
3-A —
B. Adapterio pridéjimas
T
- | - R N
A -—
C. DNR kirpimo produkty padauginimas PGR pagalba

v

lllumina sekvenavimas

11 pav. Cas9 atpaZjstamos PAM sekos nustatymo schema. A. Plazmidziy biblioteka su atsitiktinémis
PAM sekomis yra karpoma su Cas9 kompleksu ir prie atsiradusiy laisvy DNR galy yra pridedama dA. B.
Pridedami adapteriai. C. PGR pagalba padauginama perkirpty plazmidziy PAM sritis. D. DNR fragmentai
paruoSiami Illumina sekvenavimui.
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2.5.2. Streptococcus pyogenes ir Streptococcus thermophilus (CRISPR3 ir CRISPR1
sistemy) Cas9 atpazjstamy PAM seky nustatymas

Norédami jsitikinti, kad miisy metodas yra tinkamas PAM seky charakterizavimui,
pasirinkome nustatyti PAM sekas Spy ir Sth3 baltymams, kuriy PAM sekos yra
nustatytos kitais metodais (Gasiunas et al., 2012; Horvath et al., 2008; Jinek et al., 2012;
Sapranauskas et al., 2011). Karpymo eksperimentuose buvo naudojamas 1 pg (5,6 nM) 5
bp PAM bibliotekos ir 0,5 ar 50 nM Cas9 kompleksai. Reakcija buvo atliekama 1 val.
100 pl reakcijos turyje. PlazmidZiy turinciy Spy ir Sth3 Cas9 atpazjstamy PAM seky
(atitinkamai NGG ir NGGNG) 5 bp PAM bibliotekoje koncentracija buvo atitinkamai
0,40 nM ir 0,11 nM.

Po sekvenavimo ir analizés gauti rezultatai parodé (12 A ir B pav.), kad abiejy
baltymy atvejais buvo identifikuoti PAM, anksc¢iau nustatyti kitais metodais (Spy Cas9 —
NGG (Jinek et al., 2012) ir Sth3 Cas9 — NGGNG (Gasiunas et al., 2012; Horvath et al.,
2008; Sapranauskas et al., 2011)). Nors kanoninés PAM sekos buvo sékmingai

A
S. pyogenes (0,5 nM Cas9) S. pyogenes (50 nM Cas9)
2,0 1,5
[z} (2]
c c
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1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
PAM pozicija PAM pozicija
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S. thermophilus (CRISPR3) S. thermophilus (CRISPR3)
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2,0 0,6
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12 pav. S. pyogenes (A), S. thermophilus CRISPR3 (B) ir S. thermophilus CRISPR1 (C) Cas9
nustatytos atpaZjstamos PAM sekos. Charakterizuotos PAM sekos vaizduojamos kaip WebLogo
(Crooks, 2004).
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identifikuotos naudojant skirtingas baltymy koncentracijas (0,5 nM ir 50 nM), tafiau
esant didesnei baltymo koncentracijai stebimas PAM sekos specifiSkumo sumazéjimas.

Sudétingesniam Mmetodo patikrinimo atvejui buvo pasirinktas Cas9 baltymas i8
Streptococcus thermophilus CRISPR1 sistemos (Sth1), kurio atpazjstama PAM seka yra
,,i8sitesusi” iki 7 bp nuo proskirtuko 3’-galo (Fonfara et al., 2014; Horvath et al., 2008).
Karpymo reakcijos buvo atlieckamos kaip ir Spy ir Sth3 Cas9 atvejais, taciau buvo
naudota 7 bp PAM biblioteka. Siuo atveju plazmidziy turin¢iy Sthl Cas9 PAM seka
(NNAGAAW) (Horvath et al., 2008) koncentracija buvo 0,01 nM. Tokia PAM seka ir
buvo nustatyta, naudojant 0,5 nM koncentracijos Sthl Cas9 kompleksg reakcijos miSinyje
(12 C pav.). Esant didesnei baltymo koncentracijai, kaip ir Spy ar Sth3 Cas9 atvejais,
PAM sekos atpazinimo specifiskumas buvo maZesnis. Sie rezultatai sutampa su
duomenimis gautais i§ in vivo eksperimenty, kurie parodé, kad Cas9 koncentracijos ar
karpymo laiko ribojimas Zenkliai sumazina nepageidaujamo kirpimo daznj ne taikinio
sekose (Lin et al., 2014; Pattanayak et al., 2013). Apibendrinant, miisy metodas leidZia
charakterizuoti nuo Cas9 komplekso koncentracijos priklausomas PAM sekas in vitro.

2.5.3. PAM ir RNR komponenty identifikavimas Brevibacillus laterosporus Cas9
baltymui

Norédami nustatyti PAM seka iki Siol dar necharakterizuotam baltymui,
pasinaudojome DuPont Pioneer vidine duomeny baze ir pasirinkome Cas9 i$
Brevibacillus laterosporus SSP360D4 (Blat) I1-C tipo CRISPR-Cas sistemos (13 A ir B
pav.). Negalédami tokioje sistemoje identifikuoti tracrRNR ir crRNR transkripcijos
krypties, nusprendéme patikrinti abu galimus variantus (13 C pav.). Dirbtinai suliety
tractRNR ir crRNR molekuliy (sgRNR) variantas, kuriame tracrRNR yra
transkribuojama ta pacia kryptimi kaip ir Cas9 genas buvo pavadinta tiesiogine sgRNR
(dir sgRNR), kai tuo tarpu atvirkstinis variantas — atvirkstine sgRNR (rev SgRNR) (13 C
pav.). 50 nM koncentracijos Blat Cas9 kompleksas, surinktas naudojant dir ar rev sgRNR
molekules buvo inkubuojamas su 1 ug (5,6 nM) 7 bp PAM biblioteka. Po karpymo
reakcijos, adapteriy pridéjimo ir PGR padauginimo, DNR produkty analizé agaroziniame
gelyje parodé, kad tik esant dir SgRNR variantui, Blat Cas9 kompleksas buvo aktyvus (13
D pav.).
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A cas9 cas1' CRISPR D
M Blat Cas9
tracrRNR -
rev sgRNR + -
B dir sgRNR - +
Kartotinisl  ATCATATCATATCGAGTTTTAGTAAGGAACTATAGC
Kartotinis2  ATCATATCATATCGAGCTTTAGTAAGGAACTATAGC
Kartotinis3  ATCATATCATATCGAGTTTTAGTAAGGAACCATAGC
Kartotinis4  ATCATATCATATCGAGTTTTAGTAAGGAACTATAGC -
Kartotinis5  ATCATATCATATCGAGTTTTAGTAAGGAACTATAGC .
Kartotinis6  ATCATATCATATCGAGCTTCAGTAAGGAACTATAGC
T 1000 bp —
Kartotinis7 ATCATATCATATCAAGCTTTAGTAAGGAACTATAGC
Kartotinis8  ATCATATCATATCGAGTTTTAGTAAGGAACTATAGT 500 bp
C cas9 cas1' CRISPR
200 bp
tracrRNR ~ —
100 bp
tracrRNR cas9 cas?' oo
CRISPR

13 pav. Brevibacillus laterosporus SSP360D4 CRISPR-Cas sistemos charakterizavimas. (A)
Brevibacillus laterosporus SSP360D4 I1-C tipo CRISPR-Cas sistema. (B) CRISPR srities kartotiniy seky
palyginimas. (C) Tiesioginis ir atvirkstinis tracrRNR ir CRISPR srities transkripcijos scenarijai. (D) Gelis
su padaugintais plazmidziy bibliotekos karpymo produktais, rodantis, kad tik tiesioginio transkripcijos
scenarijaus atveju (dir sgRNR) yra gaunamas aktyvus Brevibacillus laterosporus SSP360D4 Cas9
kompleksas (Blat Cas9).

Taigi, nustacius su kokiu sgRNR variantu Blat Cas9 baltymas yra aktyvus, buvo
siekiama charakterizuoti jo atpazjstamg PAM seka kaip aprasyta Spy, Sth3 ir Sth1 Cas9
atvejais ir naudojant 7 bp PAM biblioteka. Kaip parodyta 14 A pav. atpazjstama PAM
seka, esant 0,5 nM Blat Cas9 komplekso koncentracijai buvo NNNNCND (D=A, G ar T),
esant stipriai iSreikStam C nukelotidui 5 pozicijoje. Efektyviausiai buvo atpazjstama
PAM seka, kurioje 7 pozicijoje buvo A, 4 pozicijoje C ar T, o 6 pozicijoje G, C ar A
nukleotidai. Kaip ir Spy, Sth3 ir Sthl Cas9 atvejais koncentracijos padidinimas (iki 50
nM) sumazino PAM specifiSkumg — 5 pozicijoje buvo galima aptikti A nukleotida.

Kadangi Blat Cas9 atpaZjstamoje PAM sekoje pirmi trys nukleotidai néra svarbiis
(14 A pav.), mes nusprendémé ,,paslinkti skirtuka 3 nt 5° kryptimi, taip iSplésdami PAM
nustatymo galimybes nuo 7 bp iki 10 bp. Po bibliotekos karpymo su Blat Cas9
kompleksu ir analizés paaiskéjo, kad prie aukSciau aprasSyty svarbiy PAM nukleotidy,
taip pat yra svarbus 8 PAM pozicijoje esantis A nukleotidas (14 B pav.).

Plazmidziy karpymo eksperimentai, kuriuose konservatyviose Blat Cas9 PAM
pozicijose buvo jvestos mutacijos, patvirtino, kad nustatyti nukleotidai yra svarbiis PAM
atpazinimui ir efektyviam plazmidziy kirpimui (14 C pav.). Taip pat, nusekvenavus
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A C o1,

B. laterosporus (0,5 nM Cas9)
2,0
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PAM pozicija
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B. laterosporus (50 nM Cas9)
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GTCCCGAA
GTCACGAA
GTCCCGCA
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Daznis
=]
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GTCCTGAA
GTCCCGAC

. == Taikinys PAM
1.2 3 4 5 6 7 AGAGGAAGAGGACAGTCCCGAA
PAM pozicija [N
NTGTCAGGGC
= \ )
TCTCCTTCTCC|TGTCAGGGCTT
Frrrrrrrrnd
20 B. laterosporus (0,5 nM Cas9) AGAGGAAGAGGN
a
f=
1,0
a " J ]
Py Taikinys | PAM
1 2 3 45 6 7 8 10 5'-CGCTAAAGAGGAAGAGG 'ACA GTCCCGAA-3'
PAM pozicija 3 -GCGATTTCTCCTTCTCC, TGT CAGGGCTT-5'

14 pav. Blat Cas9 PAM sekos ir kirpimo vietos identifikavimas. (A) Blat Cas9 PAM seka buvo
nustatoma, kai 1 ug (5,6 nM) PAM bibliotekos buvo karpoma su 0,5 nM ir 50 nM koncentracijos Cas9
kompleksu. (B) PAM seka, nustatyta paslinkus skirtukg 3 nt 5 kryptimi. (C) Plazmidziy, turinCiy
mutacijas PAM sekoje (GTCCCGAA) karpymo greiciy palyginimas. (D) Blat Cas9 komplekso plazmidés
kirpimo vietos nustatymas.

Plazmidés, turin¢ios Blat Cas9 komplekso atpazjstamg PAM seka, kirpimo produktus
paaiskéjo, kad Blat Cas9 kompleksas kirpo plazmide proskirtuko srityje 3 nt nuo PAM
sekos (14 D pav.), kaip ir Spy, Sth3 ar Sthl Cas9 baltymai (Garneau et al., 2010;
Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012).

2.5.4. Augaly genomo redagavimas naudojant Blat Cas9 kompleksa

Nustacius Blat Cas9 atpazjstama seka, sickéme pademonstruoti ar §is baltymas gali
buti pritaikytas augaly genomy redagavimui. Cas9 ir sgRNR geny seky atliktas
optimizavimas efektyviai raiSkai kukuriizo Iastelése, bei tokiy konstrukty biolistiné
transformacija j nesubrendusias kukurtizy embrionines lgsteles yra detaliai apraSyta
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Taikinys ¢ PAM

Daznis Daznis
CCAGGATAATGAGGTACTGGCTGGAAGGCCCAAGAGCGGGCGAGGT (Cas9 apo)
Mutation 1 CAGGATAATGAGGTACTGGCTEGGAAGGCCCAAGAGCGGGCGAGGT 4,553 0
Mutation 2 CAGGATAATGAGGTACTGGCTaGGAAGGCCCARGAGCGGGCGAGGT 1,110 0
Mutation 3 CAGGATAATGAGGTACTGGCTgGGAAGGCCCARGAGCGGGCGAGGT 281 0
Mutation 4 CAGGATAATGAGGTACTGGCTcGGAAGGCCCAAGAGCGGGCGAGGT 120 0
Mutation 5 CCAGGATAATGAGGTACTGGC-GGAAGGCCCARGAGCGGGCGAGGT 119 0
Mutation 6 AGGATAATGAGGTACTGGCTtEGGAAGGCCCAAGAGCGGGCGAGGT 112 0
Mutation 7 CAGGATAATGAGGTACTGGCGTGGAAGGCCCAAGAGCGGGCGAGGT 111 0
Mutation 8 CCAGGATAATGAGGTACTGGCT--AAGGCCCAAGAGCGGGCGAGGT 87 0
Mutation 9 CCAGGATAAT - ——————— === - == ————— GAGGT 79 0
Mutation 10 CCAGGATAATGAGGTACT-------- GGCCCAAGAGCGGGCGAGGT 63 0
Sekvenavimo gilumas: 450,873 755,448
1,6
M Blat M@ Spy

2 1,21

c

N

3

> 0,8

=

]

©

3 04

= s

ES

Cas9 apo Msd45 Ms45 Prie

Egzonas1 Egzonas4  liguleless-1

15 pav. Blat Cas9 sukelia NHEJ mutacijas in vivo. (A) 10 daZniausiai pasitaikan¢iy mutacijy Ms45
geno 4 egzone po poveikio Blat Cas9 kompleksu. Mazosios raidés rodo insercijas, ,,-“ — delecijas. (B) Spy
ir Blat Cas9 kompleksy mutacijy sukélimo daznio palyginimas (sekvenavimo rezultatai).

Karvelis et al., 2015. Siam tikslui buvo pasirinkti trys taikiniai kurkuriizo genome: 1 ir 4
Ms45 geno egzonuose ir srityje esancioje greta liguleless-1 geno. Po lasteliy su DNR
raiSkos vektoriais, turin¢iais sgRNR ir Cas9 genus, transformacijos, Iastelés buvo
auginamos 3 dienas. Toliau buvo iSskiriama genomin¢ DNR ir PGR pagalba buvo
padauginamos taikinius turin¢ios DNR sritys ir sekvenuojama. Insercijos ir delecijos
buvo aptinkamos Blat Cas9 kirpimo vietose (15 A pav.,) ir jy daZnis buvo palyginamas su
Spy Cas9 sukelty mutacijy dazniu (15 B pav.).

Miisy sukurtas metodas prisideda prie pastangy charakterizuoti naujus Cas9
baltymus ir performuluoja PAM sckos supratimg, kaip seka, kurios atpazinimo
specifiSkumas priklauso nuo Cas9 komplekso koncentracijos. Pritaike §] metoda,
charakterizavome netirtg Blat Cas9 baltymg ir pademostravome jo funkcinj aktyvuma in
Vvivo, taip parodydami metodo galimybes naujy Cas9 charakterizavimui, bei iSplésdami
Cas9 paremty jrankiy pasirinkima.

48



ISVADOS

1.

Funkciskai aktyvus Cas9 ribonukleoproteininis kompleksas i§ S. thermophilus
CRISPR3-Cas sistemos gali buti surinktas in vitro, sumaisant Cas9 baltyma su
tracrRNR ir crRNR.

Cas9 kompleksas gali buti panaudotas kaip molekulinis jrankis perkirpti taikinio
DNR in vitro.

In vitro surinktas ribonukleoproteininis Cas9 kompleksas cheminés transfekcijos
pagalba gali biiti perneStas ] eukariotines lasteles ir panaudotas genomo
redagavimui in vivo.

Cas9 komplekso atpazjstama PAM seka naudojama kaip R-kilpos iniciacijos vieta
kryptingai crRNR hibridizacijai su DNR taikiniu.

Sukurtas PAM nustatymo metodas leidzia eksperimentiSkai nustatyti Cas9
atpazjstamas PAM sekas.

Cas9 1§ B. laterosporus SSP360D4 atpazjsta NNNNCNDD PAM sekg ir yra
funkciskai aktyvus augaly lastelése.
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SUMMARY

Nowadays, DNA sequencing technologies enable rapid sequencing of complete
genomes within a few days. However, our abilities to manipulate DNA sequences in vivo
in order to understand or change biological traits or functions are lagging behind due to
lack of available molecular tools for genome manipulation. Naturally occurring or
engineered homing endonucleases, ZFN or TALEN meganucleases that introduce double
stranded breaks (DSBs) in DNA and trigger repair mechanisms that may result in gene
knock-outs/knock-ins appeared as first promising genome editing tools. However,
development of these proteins for precise genome manipulation requires extensive
protein engineering for reprogramming of the amino acid code for a specific DNA
sequence and often results in tools with low reproducibility, efficiency and specificity
(Carroll, 2014; Porteus, 2016).

The recent development of the Cas9 technology revolutionized the genome editing
field. As with the most revolutionary discoveries, Cas9 nuclease genome editing
technology started by trying to answer fundamental biological questions that were not
directly related to genome manipulation. In 2007, CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats)-Cas (CRISPR associated) systems emerged as a
novel bacterial defense system against viruses and plasmids (Barrangou et al., 2007).
Soon it was revealed that CRISPR-Cas systems use small RNA molecules called CRISPR
RNA (crRNA) to guide ribonucleoprotein complexes to foreign nucleic acids and trigger
their degradation (Brouns et al., 2008). RNA-based recognition of foreign nucleic acids
through the Watson-Crick type basepairing, offered unprecedented opportunity for
adaptation of such systems for genome editing. Type Il CRISPR-Cas systems emerged as
most promising candidates, because of the relatively simple CRISPR-Cas locus
composition (Makarova et al., 2015). It turned out that Type Il systems require a single
Cas9 protein bound to a dual crRNA:tracrRNA (trans-activating crRNA) molecules for
destruction of foreign DNA (Deltcheva et al., 2011; Sapranauskas et al., 2011). The
crRNA is used as guide for DNA targeting while tracrRNA is involved in bacterial
RNase |11 dependent pre-crRNA maturation.

DNA target recognized by the Cas9 complex is composite and is comprised of DNA
sequence (protospacer) complementary to the spacer component of crRNA and short
adjacent sequence termed PAM (protospacer adjacent motif) that is absolutely required
for efficient DSB formation (Garneau et al., 2010; Sapranauskas et al., 2011). PAM
sequence is recognized by the Cas9 protein and is uniquely associated with each Cas9
protein. These fundamental studies of Type Il CRISPR-Cas systems in bacteria set the
stage for the genome editing experiments in eukaryotes. This coincides with the start and
focus of the study described in this PhD thesis.

In this work, for the first time we identified all molecular components required for
an assembly of the functional Cas9 complex of S. thermophilus CRISPR3-Cas system
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and demonstrated targeted DNA cleavage by the reconstituted Cas9 complex in vitro and
in vivo. More specifically, we showed for the first time that Cas9 complex can be used as
a tool for DNA cloning and targeted genome editing by chemical transfection of the in
vitro assembled Cas9 ribonucleoprotein complex into the cells. Aiming to understand the
molecular mechanism governing DNA recognition and cleavage by the Cas9 complex,
we analyzed mechanism of R-loop formation and provided first direct evidence for
directional R-loop formation, starting from PAM recognition and expanding toward the
distal protospacer end. Realizing the importance of PAM sequence for Cas9 function, we
developed an assay for rapid PAM identification for newly identified Cas9 proteins and
characterized Type II-C Cas9 protein of Brevibacillus laterosporus, expanding Cas9
toolbox for genome editing applications.
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