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IVADAS

Bakterijas pastoviai atakuoja bakterijy virusai (bakteriofagai), kurie kelia mirting
grésme, nes pateke j bakterijas jas daznai nuzudo. Siekdamos i§gyventi tokioje aplinkoje,
bakterijos evoliucijos eigoje sukiré jvairius apsaugos mechanizmus, padedancius
iSvengti bakteriofagy infekcijos (Labrie ir kiti, 2010; Sturino ir Klaenhammer, 2006).
Kadangi bakteriofagai suranda biidus, padedancius jveikti esamus bakterijy gynybinius
barjerus, bakterijos priverstos kurti naujus apsaugos mechanizmus. Neseniai rasta nauja
prokarioty apsaugos Sistema lemianti atsparumg bakteriofagams yra paremta CRISPR
(angl. “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats™) (Barrangou ir Kiti,
2007). Sistema sudaro pasikartojan¢ios DNR sekos, vadinamos “kartotiniais  (angl.
“repeats”), kurias skiria jsiterpusios unikalios DNR sekos, vadinamos ,,skirtukais” (angl.
“spacers”). Skirtukai daznai atitinka bakteriofagy ar plazmidziy DNR seky fragmentus,
vadinamus “pro-skirtukais” (angl. “proto-spacer”) (Barrangou ir kiti, 2007; Bolotin ir
kiti, 2005; Mojica ir kiti, 2005). Salia CRISPR lokuso randami Cas (angl. ,,CRISPR
associated”) baltymus koduojantys genai, atsakingi uz CRISPR/Cas sistemy veikla.

CRISPR sistemos yra placiai paplit¢ ir jas turi apie pusé bakterijy ir beveik visos
archéjos, kuriy genominés sekos yra zinomos. Yra duomeny, jog CRISPR sistemos gali
biiti perneSamos tarp skirtingy bakterijy risiy horizontalaus geny perneSimo (HGP)
mechanizmo pagalba, bet $iy sistemy mobilumas kol kas nebuvo tiesiogiai
pademonstruotas.

Pradzioje bakterija j savo genomo CRISPR skirtuky—kartotiniy lokusg jstato trumpa
“svetimos” DNR sekos fragmentg (Barrangou ir kiti, 2007; Brouns ir kiti, 2008).
CRISPR lokusas véliau nurasomas j ilga RNR molekule, kurig Cas baltymai sukarpo j
trumpas crRNR (CRISPR RNR), turin¢ias po vieng unikaly skirtuka (Carte ir kiti, 2008;
Brouns ir kiti, 2008; Hale ir kiti, 2009). crRNR su Cas baltymais susijungia j efektorinj
ribonukleoproteininj (RNP) kompleksa ir veikia kaip “vedlys” atpazjstant ir sunaikinant
svetimg DNR (Jore ir kiti, 2011). Kadangi skirtukas jstatomas j genoma, bakterijos gali
perduoti atsparumg kitoms kartoms.

Pagal pagrindiniy elementy iSsidéstyma bei jy sekas, CRISPR/Cas sistemos
skirstomos j tris tipus (Makarova ir kiti, 2011). Skirtingy CRISPR/Cas tipy efektorinio
RNP komplekso sudétis ir funkcijos skiriasi (Wiedenheft ir kiti, 2012). I-E tipo sistemoje
(geriausiai iStirta sistema i§ Escherichia coli) crRNR yra jjungiama j 5 skirtingy
baltyminiy subvienety Cascade efektorinio komplekso sudétj. Sis kompleksas surisa
DNR esantj taikinj ir lemia jo sunaikinimg, kurj atlicka papildomas Cas3 baltymas
(Sinkunas ir kiti, 2011). III tipo sistemy i§ Sulfolobus solfataricus ir Pyrococcus furiosus
efektorinis kompleksas in vitro atpazjsta ir kerpa sintetines RNR (Hale ir kiti, 2012;
Zhang ir kiti, 2012), tuo tarpu CRISPR/Cas sistemos i§ Staphylococcus epidermidis
taikinys in vivo yra DNR (Marraffini ir Sontheimer, 2008). Il tipo RNP komplekso
struktiira ir sudétis kol kas buvo nezinoma.

Siame darbe mes siekéme iSaiskinti Streptococcus thermophilus bakterijose esancios
Il tipo CRISPR/Cas sistemos veikimo mechanizmg. CRISPR3/Cas sistema, randama
S. thermophilus DGCC7710 kamiene, yra sudaryta i§ 4 cas geny (cas9, casl, cas2, ir
csn2), kurie yra iSsidéste pries 12 kartotiniy-skirtuky vienety CRISPR regiong (Horvath
ir Barrangou, 2010). Neseniai buvo parodyta, kad cas9 geno inaktyvavimas giminingoje
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to paties kamieno CRISPR1/Cas sistemoje sutrikdo DNR interferencijg (Barrangou ir
kiti, 2007; Garneau ir kiti, 2010).

Pagrindiniai darbo tikslai ir uzdaviniai:
(). Genetiniais ir biocheminiais metodais istirti S. thermophilus CRISPR3/Cas
sistemg klonuotg ir iSreikstg E. coli Seimininke.
(if).  Nustatyti II tipo CRISPR3/Cas sistemos efektorinio komplekso sudétj, bei
iSaiskinti DNR interferencijos mechanizma.

Mokslinis naujumas. Siame darbe pirma karta parodéme, jog Gram-teigiamy
S. thermophilus bakterijy CRISPR3/Cas sistema, gali biiti perkelta j Gram-neigiama
E. coli Seimininkg ir uztikrinti atsparumg virusams ir plazmidéms. Taip pat parodéme,
kad cas9 yra vienintelis cas genas reikalingas CRISPR3 koduojamo atsparumo svetimai
DNR uztikrinimui. Mes pirmg kartag parodéme, kad Cas9-crRNR kompleksas in vitro
perkerpa abi grandines DNR sekoje, kuri yra komplementari crRNR. Kirpimg atlieka
Cas9 baltymas, kuris panaudoja atskirus RuvC- ir HNH-aktyvius centrus, prieSingy DNR
grandiniy kirpimui. Apibendrinus, misy rezultatai parodé, kad Cas9-crRNR kompleksas
veikia kaip RNR programuojama endonukleazé, kur RNR komponentas dalyvauja
taikinio atpaZinime, o baltyminis komponentas - DNR kirpime. Sis atradimas sukuria
prielaidas universalios programuojamos RNR kreipiamos DNR endonukleazés
konstravimuli.

Praktiné reikSmé. Mes pademonstravome, jog funkciskai aktyvi CRISPR3/Cas
sistema gali buti perneSta tarp skirtingy rasiy, ir ten uZtikrinti atsparuma ] lgstele
patenkan¢ioms svetimoms nukleoriigitims. Sis atradimas atveria naujas praktinio
panaudojimo galimybes, pavyzdziui, pernesus CRISPR/Cas sistema | kitas raisis galima
jas ,,paskiepyti® prie$ atitinkamus virusus ar plazmidines sekas. Tokiu badu, galima
sukurti bakteriofagams atsparius bakterijy kamienus, arba Zzmogui Saugesnius
mikroorganizmus, kurie negaléty is aplinkos paimti nepageidaujamy genetiniy elementy.

Be to, paprasta Cas9-crRNR komplekso sandara, kur specifiSkumg lemia crRNR, 0
kirpimg atlicka vienintelis Cas9 baltymas, atveria galimybes universalios RNR
kreipian¢iosios DNR endonukleazés konstravimui. Siame darbe mes pateikiame
jrodymus, jog keic¢iant RNR komponentg, Cas9-crRNR kompleksa galima nutaikyti pries
norimas sekas tiek in vivo, tiek in vitro salygose. Tokiu biidu, Cas9-crRNR kompleksas
galéty buti panaudotas geny terapijos eksperimentams kaip alternatyva cinko pirsty
nukleazéms ar transkripcijos aktyvatorius primenantiems efektoriams (TALE).

Ginamieji disertacijos teiginiai:
e CRISPR3/Cas sistema i§ Gram-teigiamy S. thermophilus bakterijy suteikia Gram-
neigiamam E. coli Seimininkui apsaugg prie$ bakteriofagus ir plazmides.

e Cas9 yra vienintelis Cas baltymas bitinas atsparumo prie§ svetimg DNR
uztikrinimui Il tipo CRISPR/Cas sistemose.

e (Cas9 baltymas sudaro ribonukleoproteininj kompleksg su 42 nt ilgio crRNR.

e crRNR nukreipia Cas9 baltyma prie DNR taikinio, o kirpimui yra biitinas trumpas
konservatyvus DNR sekos motyvas esantis salia DNR taikinio.

e Cas9 panaudoja du atskirus aktyvius centrus, RuvC ir HNH, prieSingy DNR
grandiniy kirpimui.



TYRIMU METODIKA

Fermentai. T4 polinukleotidkinazé; T4, Pfu, Taq ir DreamTagq DNR polimerazés;
FastAP Sarminé fosfatazé; T4 DNR ligazé ir visos darbe naudotos “FastDigest”
restrikcijos endonukleazés buvo pagamintos “Thermo Fisher Scientific” (Anksc¢iau UAB
“Fermentas”). Visi Sie produktai naudoti atsizvelgiant j gamintojo rekomendacijas.

Rinkiniai molekulinei biologijai. “TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit”,
“CloneJET PCR Cloning Kit”, “Rapid DNA Ligation Kit”, “GeneJET Gel Extraction
Kit?, “GeneJET PCR Purification Kit”, “GeneJET Plasmid Miniprep Kit”, “GenelJET
Plasmid Midiprep Kit” pagaminti “Thermo Fisher Scientific*, “miRNeasy Mini kit”
pagamintas “Qiagen”.

Bakterijy ir virusy kamienai. Naudoti E.coli ER2267 ir RR1 kamienai. A
bakteriofago virulentinis mutantas (Ayi)) gautas i§ dr. R. Sapranausko.

DNR. Streptococcus thermophilus DGCC7710 genominé DNR gauta i§ “Danisco”
(dabar “DuPont”). Darbe naudoti klonavimo vektoriai pACYC184 (Cm'") ir pUC18
(Ap"), bei raiskos vektoriai pASKIBA3plus (Ap") ir pBAD24-Chis (Ap").

Oligonukleotidiniai substratai. Visi siame darbe naudoti oligonukleotidai buvo
susintetinti “Metabion”. DNR dupleksai (1 lentel¢) buvo gauti sulydant atitinkamus
viengrandininius oligodeoksinukleotidus. Gaminant radioaktyviais izotopais Zymétus
substratus, prie$ sulydyma reikiama DNR grandiné buvo Zymima 5’-gale panaudojant T4
polinukleotidkinaze ir [y**PJATP (“Hartmann Analytic™).

Elektroforezé agaroziniuose gelinose. Ivairiy plazmidziy formy, susidaranciy
karpant superspiralizuotus plazmides, atskyrimui naudoti 0.8 % koncentracijos
agaroziniai geliai. Elektroforezés buferio sudétis: 100 mM natrio borato, 15 mM natrio
acetato, 2 mM EDTA (pH 8.2 esant 25 °C) ir 0,5 pg/ml etidzio bromido. UV lempa
apSviesti geliai buvo fotografuojami skaitmenine fotokamera. DNR fragmentai,
reikalingi geny inzinerijos procediiroms, buvo frakcionuojami 0,8-1,5 % agaroziniuose
geliuose elektroforezés buferyje be etidzio bromido (40 mM Tris-acetatas, 1 mM EDTA,
pH 8,3).

Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje esant nedenatiiruojancioms salygoms.
Elektroforezés buferio sudétis: 40 mM Tris-acetatas, 0,1 mM EDTA, pH 8,3 esant 25 °C.
Darbe naudoti 8 % koncentracijos akrilamido / N,N'-metilenbisakrilamido (santykis
29:1) geliai. Radioaktyviais izotopais Zymeéti oligonukleotidai buvo sumaiSomi su
jvairiais baltymo kiekiais susiri§imo buferyje (elektroforezés buferis papildytas 10 %
glicerolio ir 0,1 mg/ml JSA), o gauti miSiniai 3 valandas frakcionuojami gelyje, esant
kambario temperatiirai ir 5 V/cm elektros lauko stiprumui. Po elektroforezés geliai buvo
dziovinami, o radioaktyvi DNR detektuojama fosforescenciniy ekrany (“FujiFilm”) ir
“Cyclone™ skenerio (“Packard Instruments™) pagalba.

Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje esant denatiiruojancioms sglygoms.
Elektroforezés buferio sudétis: 100 mM Tris-borato ir 2 mM EDTA (pH 8,2). Geliy
sudétis: 20 % akrilamido / N,N'-metilenbisakrilamido (santykis 29:1) ir 8,5 M karbamido
elektroforezés buferyje. PrieS uzneSant pavyzdzius, 30 min elektroforezé (30 V/cm)
vykdyta uzneSus vien tik dazg, 0 po to uZne$ti pavyzdziai frakcionuoti dar 4 h. Po
elektroforezés geliai buvo dziovinami, o zyméta DNR aptinkama kaip apraSyta auksciau.



Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje esant denatiiruojan¢ioms
salygoms. Elektroforezés buferio sudétis: 25 mM Tris, 190 mM glicino (pH 8,3 esant
25 °C) ir 0,1 % natrio dodecilsulfato (NDS). Koncentruojancio ir frakcionuojancio geliy
sudétis: atitinkamai 4 % (125 mM Tris-HCI (pH 6,8 esant 25 °C) ir 0,1 % NDS) ir 10 %
(375mM  Tris-HClI (pH8,8 esant 25°C) ir 0,1% NDS) akrilamido/
N,N'-metilenbisakrilamido (santykis 37,5:1). Baltymy méginiai buvo sumaiSomi 1:1 su
méginio buferiu (100 MM Tris-HCI (pH 6,8 esant 25 °C), 4 % NDS, 200 mM DTT,
20 % glicerolio), prie§ elektroforez¢ méginiai denatiruojami inkubuojant 4 min. 95°C.
Pavyzdziai buvo frakcionuojami 1-1,5 h kambario temperatiiroje (30 V/cm). Geliai buvo
dazomi “Page Blue” baltyminio dazo tirpalu (“Thermo Fisher Scientific”). Gauti vaizdai
buvo analizuoti ir baltymy kiekis juose nustatytas programa “ImageJ” (NIH).

Rekombinantinés DNR metodai. Plazmidinés DNR buvo konstruojamos naudojant
standartines procediras (Sambrook ir kiti, 1989). Klonavimui buvo naudoti rinkiniai,
skirti molekulinei biologijai, 0 sukonstruoty plasmidziy sekos patvirtintos DNR
sekoskaitos pagalba. Dalj klonavimo darby (CRISPR3/Cas sistemos klonavimas, dalies
plazmidiniy substraty konstravimas, cas geny deleciniy mutanty konstravimas) atliko dr.
R. Sapranauskas.

Plazmidiniy substraty konstravimas. Plazmidés, naudotos transformacijos ribojimo
bei karpymo eksperimentuose, buvo sukonstruotos pUC18 sukirpus su EcoRlI restrikcijos
endonukleaze, defosforilinus su FastAP fosfotaze bei jterpus sintetinius oligodupleksus
(2 lentel¢), turincius EcoRlI lipnius galus bei fosfatus 5’ galuose.

CRISPR3/Cas sistemos klonavimas. CRISPR3/Cas sistema buvo padauginta kaip 3
atskiri PGR fragmentai, gale turintys Sapl restrikcijos endonukleazés taikinius. Sie
fragmentai buvo paeiliui klonuoti | pACYC184 vektoriy, sukirpta su Eco32I restrikcijos
endonukleaze, atstatant pilno 7,6-kbp ilgio CRISPR3/Cas sistema (pCRISPR3
plazmidé¢).

cas geny inaktyvacija. Rémelio poslinkio mutacijos bei delecijos inaktyvuojancios
vieng ar tris cas genus buvo sukonstruotos sukerpant pCRISPR3 su reikiamomis
restrikcijos endonuklezémis, uzbukinant galus su T4 DNR polimeraze bei vél plazmide
susiuvant su T4 DNR ligaze. Gautos plazmidés pCas9(-), pCasl(-), pCas2(-) ir pCsn2(-)
nekodavo vieno 1§ Cas baltymy, 0 pCas9 plazmidé kodavo tik Cas9 baltyma.

Cas9 geno klonavimas. S. thermophilus DGCC7710 genominé DNR buvo
naudojama kaip matrica cas9 geno Kklonavimui. Konstruojant pASKIBA3-Cas9
plazmidg, skirtg baltymo sulieto su C-galine Strep(ll)-uodega raiskai, PGR fragmentas
buvo padaugintas naudojant pradmenis: 5-ACGTCTCAAATGTTGTTTAATAA
GTGTATAATAATTTC-3" ir 5-ACGTCTCCGCGCTACCCTCTCCTAGTTTG-3" ir
iklonuotas per Esp3I taikinius. pBAD-Cas9 plazmidé, koduojanti C-gale (His)e-uodega
turintj baltymg, buvo gauta PGR fragmentg (pradmenys: 5'-ACGTCTCACATGACTA
AGCCATACTCAATTGGAC-3' ir 5'-ACTCGAGACCCTCTCCTAGTTTGGCAA -3
iklonavus j pBAD24-Chis raiskos vektoriy per Ncol ir Xhol taikinius.

Kryptinga mutagenezé. Mutacijoms j cas9 geng pCas9 plazmidéje jvesti naudota
dviejy stadijy PGR (“megapradmens” metodas) (Barik, 1996). D31A ir N891A mutantai
PASKIBAS3-Cas plazmid¢je sukonstruoti pagal modifikuotg“QuickChange” mutagenezes
protokolg (Tamulaitis ir kiti, 2007). Mutacijy jvedimas tik konkreCioje vietoje buvo
patvirtintas nustatant viso geno nukleotiding sekg .
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1 lentelé. Oligonukleotidiniai substratai. Pro-skirtuko seka pabraukta, PAM — pazymétas rySkesniu Sriftu.

Oligonukleotidas

Seka

Trumpas apraSymas

5/ -GCTCGAATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTGAATTCGTAAT-3’

55 bp ilgio dgDNR substratas turintis pro-

SP1 3’ -CGAGCTTAACTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAAGCATTA-5 skirtuka-1 ir PAM
SPL-oA 5’ -GCTCGAATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACAAATTCGTAAT -3’ 50 bp ilgio dgDNR substratas turintis tik
P 3’ ~CGAGCTTAACTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTTTAAGCATTA-5’ pro-skirtuka-1
5/ -GCTCGAATTGTACTGCTGTATTAGCTTGGTTGTTGGTTTGTGGTGAATTCGTAAT 3" 55 bp ilgio dgDNR substratas turintis pro-
SP2 skirtukg-2 ir PAM (oligodupleksas be pro-
3’ -CGAGCTTAACATGACGACATAATCGAACCAACAACCAAACACCACTTAAGCATTA-5' .
skirtuko-1 sekos)
S(+)SP1 5’ ~ATTACGAATTCACCATGTCCTCTTCCTCTTTAGCGTTTAGAATTTCAATTCGAGC-3 95 nt vgDNR ohgonukleoﬂc_hms substratas,
SP1 oligoduplekso (+)grandiné
S(+)SP1-pA 5/ -ATTACGAATTTGTCCTCTTCCTCTTTAGCGTTTAGAATTTCAATTCGAGC-3’ gg1”;293:;;8g%?(r;gk(lf;)gig'cf_sgbsnatas’
- 1
S(+) sP2 5’ -ATTACGAATTCACCACAAACCAACAACCAAGCTAATACAGCAGTACAATTCGAGC-3’ 95 nt vgDNR ohgonukleotlc_ilr.us substratas,
SP2 oligoduplekso (+)grandiné
S(-)SP1 5’ -GCTCGAATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTGAATTCGTAAT -3 95 nt vgDNR ohgonukleotl.dl‘nls substratas,
SP1 oligoduplekso (-)grandiné
SP1.20 5’ -GCTCGAATTGCGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTGAATTCGTAAT -3’ 55 bp ilgio dgDNR substratas turintis 20 nt
3’ -CGAGCTTAACGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAAGCATTA-5’ i§ pro-skirtuko-1 ir PAM
SPN 5/ -GCTCGAATTGCCACCCAGCAAAATTCGGTTTTCTGGCTGATGGTGAATTCGTAAT -3 55 bp ilgio dgDNR substratas turintis pro-

3’ - CGAGCTTAACGGTGGGTCGTTTTAAGCCAAAAGACCGACTACCACTTAAGCATTA-5'

skirtuka-N ir PAM
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2 lentelé. Plazmidés pavadinimas bei jterpta DNR seka. Pro-skirtuko seka pazyméta
rySkesniu Sriftu, PAM — pabrauktas, pakeitimai sekoje pazyméti pilka spalva.

Plazmidé Iterptas oligodupleksas

pSP1 5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTG-3"
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-5"'

pSP2 5'-AATTTACTGCTGTATTAGCTTGGTTGTTGGTTTGTGGTG-3"'
3'-ATGACGACATAATCGAACCAACAACCAAACACCACTTAA-S'

pSP1-sA2G 5'-AATTGAGATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTG-3"
3'-CTCTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-S"'

pSP1-sC11T 5'-AATTGAAATTCTAAATGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTG-3"'
3'-CTTTAAGATTTACGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-5"

pSP1-sG18C 5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAACAGGAAGAGGACATGGTG-3"
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTGTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-S"

pSPLSA23T 5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGATGAGGACATGGTG-3"
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTACTCCTGTACCACTTAA-5"

pSP1-sA25T 5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGTGGACATGGTG-3"'
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCACCTGTACCACTTAA-5"

pSP1-sA28T 5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGTCATGGTG-3"
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCAGTACCACTTAA-5"'

pSP1-pA 5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACA-3'
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTTTAA-5"

pSP1-pG1C |5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATCGTG-3'"
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTAGCACTTAA-5S'

pSP1-pG2C |5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGCTG-3"
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACGACTTAA-S"

pSP1-pG4C |5'-AATTGAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTC-3"
3'-CTTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCAGTTAA-5S"

pSP1-27 5'-AATTGTTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTG-3"
3' -CAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-5"

pSP1-23 5' -AATTGAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTG-3"
3' -CTTTGCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-5"

pSP1-19 5'-AATTGGCTAAAGAGGAAGAGGACATGGTG-3'
3'-CCGATTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-S'

pSP1-15 5'-AATTGAAGAGGAAGAGGACATGGTG-3"
3'-CTTCTCCTTCTCCTGTACCACTTAA-5"

pSP1-11 5'-AATTGGGAAGAGGACATGGTG-3"
3'-CCCTTCTCCTGTACCACTTAA-5"

CRISPR srities modifikacijos. pCas9(-)SP1 ir pCRISPR3-SP1 plazmidés
koduojancios tik 1 skirtukg (skirtukas-1) buvo gautos PGR fragmentg (gauta su
pradmenimis: 5'-GACCACTTATTGAGGTAAATGAG-3' ir 5-CAAACCAGGATCCA
AGCTAATACAGCAG-3’) klonavus j pCas9(-) ir pCRISPR3 plazmides per Eco31l ir
BamHI taikinius.

Anti-A-skirtuko seka buvo parinkta i§ A bakteriofago genomo sekos ir jstatyta j
CRISPR3 regiong per kelis Zingsnius. Pirmiausia, i§ pCRISPR3 plazmidés pasalintas
Sapl taikinys ir gauta pCRISPR3-ASapl plazmidé. Toliau PGR fragmentas (padaugintas
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su pradmeny pora: 5’-GACCACTTATTGAGGTAAATGAG-3’/ 5’-AACCAGGATCC
AAGCTAATAGCTCTTCAGTTTTGGAACCATTC-3%) buvo klonuotas j pCRISPR3-
ASapl vektoriy. Gauta pCRISPR3-2R-Sapl plazmidé turéjo Sapl ir BamHI taikinius po
antrojo kartotinio sekos. Sintetinis oligodupleksas koduojantis skirtuko-kartotinio
vienetg (5’-AACCCACCCAGCAAAATTCGGTTTTCTGGCTGAGTTTTAGAGCTGT
GTTGTTTCGAATGGTTCCAAAACG-3’/5’-GATCCGTTTTGGAACCATTCGAAC
AACACAGCTCTAAAACTCAGCCAGAAAACCGAATTTTGCTGGGTGG-3, anti-A-
skirtukas pabrauktas) bei turintis Sapl ir BamHI budingus lipnius galus buvo klonuotas j
PCRISPR3-2R-Sapl. Gauta pCRISPR3-anti-A-SP plazmidé turéjo pries A fago DNR
nukreiptg skirtuka.

pCas(-)SPN, pCas(-)SP-A ir pCas(-)SP-B plazmidés koduojancios atitinkamas
crRNR buvo sukonstruotos j pCas(-)-R vektoriy (neturi cas geny) jvedant skirtuko-
kartotinio vienetus koduojancius oligodupleksus (skirtuky sekos atitinkamai:
(5’-CCACCCAGCAAAATTCGGTTTTCTGGCTG-3’, 5>-TTAATGTCATGATAATA
ATGGTTTCTTAGACGTC-3" ir 5’-ACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCC
TG-3’), kaip aprasSyta auksciau.

E. coli transformacija plazmidémis. Transformacijos buvo atliekamos panaudojant
CaCl, termosoko procediirg (Sambrook ir kiti, 1989). Pateikiamas rezultatas - vidurkis is
bent 3 nepriklausomy bandymy + standartinis nuokrypis. Dalj eksperimenty atliko dr. R.
Sapranauskas.

Atsparumo bakteriofagams jvertinimas. Buvo tikrinamas E. coli RR1 kamieno,
turinCio pCRISPR3 ar pCRISPR3-anti-A-SP plazmides jautrumas virulentiniam X
bakteriofago mutantui (A;). Naktiné E. coli Iasteliy kultiira buvo uzkreciama skirtingais
bakteriofago tirpalo praskiedimais ir skaiCiuojamos susidariusios negatyvios kolonijos
(Sambrook ir Kkiti, 1989). Bakterijy jautrumas bakteriofagams yra iSreikStas, kaip
negatyviy kolonijy susidarymo efektyvumas (Barrangou ir Kiti, 2007): negatyviy
kolonijy kiekio santykis tarp kamieno turincio anti-A.; skirtuka CRISPR regione, bei
neturin¢io. Pateikiamas rezultatas — vidurkis i§ bent 3 nepriklausomy bandymy =+
standartinis nuokrypis.

Cas9 baltymo raiSka ir gryninimas. (His)s uodegg turin¢io Cas9 baltymo raiska
gauta bei baltymas iSgrynintas naudojant tas pacias salygas, kurios naudotos Cas3
baltymui i§ CRISPR4/Cas sistemos iSgryninti (Sinkunas ir kiti, 2011).

Cas9-crRNR komplekso raiSka ir gryninimas. Siekiant iSgryninti Cas9-CrRNR
kompleksa, Strep(l1)-uodega turintis Cas9 baltymas buvo isreikstas E. coli RR1 kamiene,
turin¢iame pCas9(-)SP1 plazmide. Lastelés augintos 2 zingsniais. Pirmiausia, 4 ml
kultiros buvo auginama 37°C iki ODggo pasieks 0,5, tada pridedama 0,2 pg/ml
anhidrotetraciklino (AHT). Po 4 h nedidelis kiekis (1/400 dalis) kultiiros uzséjamas j
terpe, turinCig atitinkamy antibiotiky bei AHT, ir auginama 17 h. Cas9-crRNR
kompleksas buvo isgrynintas skys¢iy giminingumo chromatografijos buidu, naudojant
“StrepTrap HP” kolonéle (“GE Healthcare”). Gauta ~ 1,5 ug Cas9 baltymo i$ 1 1 E. coli
kultiros. Cas9 (bei Cas9-crRNR komplekso) koncentracija buvo nustatoma
densitometrinés NDS-PAGE gelio analizés pagalba, lyginant Strep-taktino pagalba
i8grynintg Cas9 baltymo kiekj, su zinomais (His)g uodega turin¢io baltymo kiekiais.

“Northern blot” analizé. Cas9 baltymo suriSta RNR buvo i$gryninta panaudojant
“miRNeasy Mini kit” (“Qiagen”) rinkinj ir i§frakcionuota 10% denatiiruojan¢iame PAA
gelyje (7 M karbamidas, 20 mM MOPS/NaOH, pH 8). RNR buvo pernesta ant
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“SensiBlot Plus” neiloninés membranos (“Thermo Fisher Scientific”’) pusiau sausu biidu
ir pririSta pric membranos su 0.16 M I-ethil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimido
(“Pierce”) ir 0.13 M 1-metilimidazolo (“Sigma”) tirpalu (pH=8) inkubuojant 60°C
temperattroje 1 h. Membrana buvo blokuojama 2x SSC buferyje turin¢iame 1% NDS ir
0,1 mg/ml Zuvies denatiiruotos DNR (“Ambion”) 1 h 40°C temperatiiroje. 2P 5'- gale
zymeétas 42 nt ilgio DNR oligonukleotidas komplementarus 20 nt skirtuko ir 22 nt
kartotinio sekoms (5-TCGAAACAACACAGCTCTAAAACTGTCCTCTTCCTCTTTA
GC-3") buvo naudojamas kaip zondas inkubuojant 12 h. Membrana buvo tris kartus po
15 min nuplauta su 0,2x SSC buferiu turin¢iu 0,2 % SDS. Radioaktyvi DNR
detektuojama fosforescenciniy ekrany pagalba, kaip aprasyta anksc¢iau.

Oligonukleotidiniy substraty hidrolizé. Reakcijos buvo pradedamos j 1 nM
radioaktyviali Zyméto substrato turintj reakcijos buferj (10 MM Tris-HCI (pH 7,5),
10 mM NacCl, 0,1 mg/ml JSA ir 10 mM MgCl,) idedant 2 nM Cas9-crRNR komplekso.
Bandymai vykdyti esant 37°C temperatiirai, reakcijos stabdytos sumaiSant su stabdymo
tirpalu (95 % v/v formamido, 0.01 % bromfenolio mélio, 25 mM EDTA, pH 9,0). Gauti
pavyzdziai frakcionuoti poliakrilamidiniame gelyje esant denattiruojan¢ioms saglygomis.

Plazmidiniy substraty hidrolizé. 2,5 nM plazmidinés DNR sumaisoma 2 nM Cas9-
crRNR komplekso ir inkubuojama esant 37 °C temperatiroje (buferis identiskas
bandymams su oligonukleotidiniais substratais). Reakcijos stabdytos ekstrahuojant
fenolio/chloroformo miSiniu. Susidariusios jvairios plazmidinés DNR formos buvo
atskiriamos elektroforezés agaroziniuose geliuose pagalba ir detektuojamos Kkaip
aprasyta anksciau.

Plazmidés kirpimo vietos nustatymas. Norint gauti pilng plazmidinés DNR
sukarpymg, 8 nM Cas9-crRNR komplekso buvo inkubuota su 2,5 nM pSP1
superspiralizuotos plazmidés 37°C temperatiiroje 10 min. Reakcijos produktai i§gryninti
ir sukoncentruoti su “GeneJET PCR Purification” rinkiniu. pSP1 plazmidés pro-skirtuko
regiono seka nuskaityta su 5-CCGCATCAGGCGCCATTCGCC-3" ((+)grandinés
nustatymas) ir 5-GCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCC-3" ((-)grandinés nustatymas)
pradmenimis.

Nukleoriigd¢iy suri§imo tyrimai. Siuose eksperimentuose buvo naudoti 3p izotopu
5 gale pazyméti oligonukleotidai (1 lentel¢). Ivairts Cas9-crRNR komplekso kiekiai
inkubuojami su 1 nM DNR susiri§imo buferyje (40 mM Tris—acetato, pH 8,3, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mg/ml JSA, 10% v/v glicerolio) 10 min, esant kambario temperatiirai. Laisva
DNR ir baltymo-DNR kompleksai buvo frakcionuojami poliakrilamidiniame gelyje
esant nedenatiiruojancioms saglygoms ir detektuojami, kaip aprasyta anksciau.

Seky analizé. Teoriniai fizikiniai-cheminiai baltymy parametrai nustatyti
panaudojant “ProtParam” jrankj (Gasteiger ir kiti, 2005). RuvC- ir HNH-aktyviy centry
aminortgstis identifikuojantys palyginiai buvo surinkti atitinkamai su “COBALT”
(Papadopoulos ir Agarwala, 2007) jrankiu ir “SMART 6” duomeny baze (Letunic ir Kiti,
2009), bei vizualizuoti su “BioEdit 7.0.5” programa (Hall, 1999). Baltymy ar DNR sekos
tarpusavyje lygintos naudojant “ClustalX” programa (Larkin ir kiti, 2007).

Gelfiltracija. Eksperimentai atlikti kambario temperattroje, naudojant “Superdex
200 10/300 GL” kolon¢le (“GE Healthcare”). Gelfiltracijos buferio sudétis: 10 mM Na-
fosfatas (pH 7,4), 500 mM NacCl. (His)s uodega turin¢io Cas9 baltymo molekuliné masé
buvo nustatyta naudojantis kalibracine kreive, sudaryta iSmatavus Zinomos molekulinés
masés standartiniy baltymy (“Bio-Rad”) eliucijos tiirius.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. S. thermophilus bakteriju CRISPR/Cas sistemos

Vienas 1§ CRISPR/Cas sistemy tyrimams naudojamy modeliniy organizmy,
S. thermophilus bakterijy DGCC7710 kamienas turi 4 skirtingas CRISPR/Cas sistemas:
CRISPR1, CRISPR2, CRISPR3 ir CRISPR4 (1 paveikslas) (Horvath ir Barrangou,
2010). Literattriniai duomenys rodo, jog CRISPRL1 ir CRISPR3 sistemos yra veiklios, tai
yra, gali jsistatyti naujus skirtukus ir taip apsaugoti bakterijas nuo virusy ir plazmidziy
patekimo (Barrangou ir kiti, 2007; Garneau ir Kiti, 2010; Deveau ir kiti, 2008). Nors abi
sistemos priklauso tam paciam II-A potipiui (Makarova ir kiti, 2011), bei turi po 4 cas
genus, iSsidésciusius prie§ CRISPR regiong, CRISPR1 sistema yra zymiai aktyvesné uz
CRISPR3. Tiek casl, tiek cas2 genai yra universaliis (jy homologai randami Visose
sistemose), tuo tarpu cas9 ir csn2 genai yra budingi tik II-A potipio CRISPR/Cas
sistemoms. CRISPR1/Cas sistemoje cas9 genas dalyvauja atsparumo uztikrinime, 0 cSn2
dalyvauja tik naujy skirtuky jstatyme (Barrangou ir Kiti, 2007; Garneau ir Kiti, 2010).
Bioinformatiné analizé parodé, kad Salia skirtukg atitinkan¢iy seky (pro-skirtuky)
bakteriofago genome randamos trumpos konservatyvios PAM (pro-skirtukui artimas
motyvas) sekos. CRISPR1/Cas sistemos PAM yra 5-NNAGAAW-3’, o CRISPR3/Cas
sistemos - 5'-NGGNG-3’ (Deveau ir kiti, 2008; Horvath ir kiti, 2008). Viena taskiné
mutacija pro-skirtuko ar PAM sekoje leidzia bakteriofagams iSvengti CRISPR
salygojamo atsparumo (Deveau ir kiti, 2008). CRISPR2 ir CRISPR4 sistemos yra
kitokios bei priskiriamos IlI-A ir I-E tipams (Horvath ir Barrangou, 2010; Makarova ir
kiti, 2011).

1 kb
|
cas9 cas1cas2 csn2
L B I I
CRISPR1
cas1cas2 cas6 cas10 csm2csm3 csm5 csm6
DD HED DD D D -
CRISPR2
cas9 cas1cas2csn2
S I e Y
CRISPR3
cas3 cse1 cse2 cas7 cas5casbecasicas2
D, R I R R

CRISPR4

1 paveikslas. S. thermophilus DGCC7710 kamieno CRISPR/Cas sistemu sandara.
CRISPR1 ir CRISPR3 priskiriamos 11 tipui, CRISPR2 — 111 tipui, o CRISPR4 — I tipui.



2. CRISPR3/Cas sistemos tyrimai E. coli

2.1. CRISPR3/Cas sistemos klonavimas j E. coli bakterijas

S. thermophilus DGCC7710 kamieno CRISPR3/Cas sistemg koduojantis 7,6-kbp
ilgio regionas yra sudarytas i§ 4 cas geny (cas9, casl, cas2 ir csn2), uz jy esan¢ios A+T
turtingos 382 bp ilgio lyderinés sekos bei CRISPR regiono (12 skirtuko-kartotinio
vienety) (2A paveikslas). Visa sistema buvo klonuota | pACYC184 taip, kad gauta
pCRISPR3 plazmidé turéjo S. thermophilus promotorius ir reguliacinius elementus,
i$sidéscCiusius pries cas9 geng.

2.2. CRISPR3/Cas sistema riboja E. coli transformacijg plazmidémis

Norédami patikrinti ar CRISPR3/Cas sistema yra veikli heterologiniame E. coli
Seimininke, naudojome transformacijos plazmidémis ribojimo eksperimentus.
Panaudojant pUC18 plazmidg, kuri yra suderinama su pACYC184, buvo sukonstruotos
pSP1 ir pSP2 plazmidés (2A paveikslas). Jos turéjo pro-skirtuko sekas, identiskas
atitinkamai pirmam ir antram skirtukui i§ CRISPR3 regiono, bei reikiamg PAM seka (5'-
TGGTG-3') uz pro-skirtuko sekos (2 lentel¢). Buvo tikrinamas E. coli kamieno, jau
turin¢io PACYC184 arba pCRISPRS3, transformacijos su pUC18, pSPl ir pSP2
plazmidémis efektyvumas (2B paveikslas). 1 ml bakterijy kulttiros (ODggg = 0.4) buvo
transformuojama 1 ng DNR, ir skaiCiuojami susidar¢ kolonijas formuojantys vienetai
(kfv). Visais atvejais, kai pACYC184 turintis kamienas buvo transformuojamas su
pUC18, pSP1 ar pSP2 plazmidémis, gautas kfv skai¢ius virSijo 1000 (2C paveikslas).
Tuo tarpu kai Seimininkas turéjo pCRISPR3 plazmidg, transformuojant su pSP1 arba
pSP2 plazmidémis, kolonijy nebuvo gauta. Transformuojant su pUC18, neturinCiu pro-
skirtuko, taip pat gauta ~ 1000 kolonijy. Sie duomenys rodo, jog CRISPR3/Cas sistema
apsaugo E. coli bakterijas nuo plazmidés patekimo j lastelg. Be to, pUC18 plazmidé turi
dar 95 sekas identiskas PAM (5'-GGNG-3'), salia kuriy néra pro-skirtuko. Tai rodo, jog
atsparumo uZztikrinimui reikalingas pro-skirtuko ir PAM sekos buvimas Salia.

Kad jvertintume plazmidinés DNR transformacijos ribojimo efektyvuma, bandéme
bakterijas transformuoti su 100 ng plazmidés. Su pSP1 plazmide transformuojant
kamieng, turintj pCRISPR3, kolonijy nebuvo gauta, o transformuojant su plazmide, Kuri
neturi pro-skirtuko (pUC18), gauta 10° kfv. Kai kontrolinis kamienas (turintis
pPACYC184 vektoriy) buvo transformuotas su 100 ng pSP1, iSaugo panaSus skaiCius
kolonijy. Taigi, CRISPR3/Cas sistema sumazina transformacijos efektyvumg daugiau
nei 5 eilémis.
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PCRISPR3 | < (pACYC184

CRISPR3 |
cas1cas2csn2 ;

Skirtukas-1 Kartotinis Skirtukas-2
GTTT. . .AAAC
JAAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACA TGGTG TACTGCTGTATTAGCTTGGTTGTTGGTTTG TGGTG,
' Pro-skirtukas-1 PAM ! ! Pro-skirtukas-2 PAM!

...............
-------------
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________________
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g iPlazmidé E. coli:
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gy | I pCRISPR3
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pUC pSP1 pSP2

Transformuojama plazmidé
2 paveikslas. CRISPR3/Cas sistema riboja E.coli transformacija plazmidémis. (A)
CRISPR3/Cas sistemos klonavimas, bei plazmidziy skirty E. coli kamieno transformacijos
ribojimo eksperimentams konstravimo schema. Pilno ilgio CRISPR3/Cas sistema buvo klonuota
1 pACYC184 plazmidg. Plazmidés naudotos transformacijos ribojimo eksperimentuose gautos |
pUCI18 plazmidg jterpiant pro-skirtuko ir PAM sekas. (B) E. coli kamieno transformacijos
plazmidémis ribojimo eksperimenty schema. E. coli RR1 kamienas jau turintis pACYC184 arba
pCRISPR3 plazmides, buvo transformuotas pUC18, pSP1 arba pSP2 plazmidémis. (C) E. coli
lasteliy transformacijos plazmidine DNR ribojimas. Transformacijos efektyvumas isreikstas kfv
(kolonijg formuojanciais vienetais)) 1 ng DNR (3 eksperimenty vidurkis + standartinis
nuokrypis).
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2.3. CRISPR3/Cas sistema riboja A bakteriofago infekcija

Kitame darby etape tikrinome, ar j heterologines E. coli lasteles jkelta CRISPR3/Cas
sistema apsaugo lasteles nuo bakteriofago infekcijos. Tuo tikslu j sutrumpinto CRISPR3
regiono antrgjg pozicija buvo jstatytas skirtukas (anti-A.;), nutaikytas j A bakteriofago
genomine Seka ir patikrinta, ar tokia sistema gali uztikrinti atsparuma A fagui. Rezultatai
parodé, jog E. coli lgsteliy, koduojanciy CRISPR sistemg Su jstatytu anti-A; skirtuku,
jautrumas bakteriofagui A sumazéjo mazdaug 3 eilémis, lyginant su lastelémis,
turin¢iomis laukinio tipo CRISPR3/Cas sistema (3 paveikslas). Sie preliminaris
rezultatai rodo, jog heterologiné sistema sustiprina E. coli bakterijy atsparumg ne tik
plazmidéms, bet ir virusams.

"""""""""""""""""""""""""""""""" : 3 paveikslas. E. coli lgsteliy jautrumas

i lambda (Mir) bakteriofagui. Jautrumo virusui
eksperimentai buvo atliekama su E. coli
lastelémis, turin¢iomis skirtingas
rekombinantines  plazmides. pCRISPR3
plazmidé turi pilno ilgio CRISPR3 regiong su
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2.4. Pro-skirtuko mutaciné analizé

Uzkrétimo bakteriofagais tyrimai S. thermophilus lastelése parodé, kad skirtuko seka
turi buiti identiska atitinkamai pro-skirtuko sekai bakteriofago genome (Barrangou ir Kiti,
2007; Deveau ir kiti, 2008). Siekdami istirti, ar toks pat atitikimas reikalingas ir
plazmidziy transformacijos ribojimui, sukonstravome plazmides pSP1-sA2G, pSP1-
sC11T, pSP1-sG18C, pSP1-sA23T, pSP1-sA25T ir pSP1-sA28T (2 lentelé), kurios
skirtingose pro-skirtuko vietose turéjo taskines mutacijas (atitinkamai A2G, C11T,
G18C, A23T, A25T, ir A28T). Panaudodami S$ias plazmides analizavome E. coli
kamieno, turin¢io pCRISPR3, transformacijos efektyvuma (4A paveikslas). Kaip ir
tikétasi, plazmidés, pro-skirtuko A25 ir A28 pozicijose turinCios taskines mutacijas,
transformavo E. coli Iasteles panasiu efektyvumu kaip ir pUC18, t.y. iSvengé CRISPR
sistemos koduojamos lasteliy apsaugos. Likusias mutacijas turinfios plazmidés
netransformavo kamieno turin¢io pCRISPR3 plazmide, taigi $ios mutacijos neturéjo
jtakos apsaugos efektyvumui. Apibendrinant, miisy duomenys rodo, jog mutacijos arti
PAM sekos (25 ir 28 pozicija), CRISPR3/Cas sistemos néra toleruojamos, tuo tarpu nuo
PAM labiau nutolusioje dalyje galimi neatitikimai tarp skirtuko ir pro-skirtuko sekos.
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2.5. PAM seka svarbi transformacijos plazmidémis ribojimo uZtikrinimui

Eksperimentai S. thermophilus parodé, kad bakteriofagai gali vél infekuoti Igsteles,
saugomas CRISPR1/Cas sistemos, jei mutuoja bent vienas i§ genome esan¢ios PAM
sekos nukleotidy (Deveau ir kiti, 2008; Horvath ir kiti, 2008). Norédami patikrinti, ar
PAM seka yra svarbi ir CRISPR3/Cas sistemos sglygojamam atsparumui plazmidéms,
sukonstravome pSP1-pA, kuri turi skirtukg-1, atitinkantj pro-skirtuka, bet $alia jo neturi
PAM sekos. E. coli kamienas, turintis ir neturintis CRISPR3/Cas sistemos, su Sia
plazmide buvo transformuojamas panasiu efektyvumu (4B paveikslas). Tai reiSkia, jog
PAM seka yra biitina plazmidziy transformacijos ribojimo uztikrinimui.

Tolimesniame etape siekéme iSsiaiSkinti, ar visi 3 PAM sekos konservatyviis
nukleotidai yra vienodai svarbiis. Tam sukonstravome plazmides pSP1-pG1C, pSP1-
pG2C ir pSP1-pG4C (1 lentelé), kur vienas i§ 3 PAM 5°-GGNG-3°sekos guaniny buvo
pakeistas citozinu. Transformacijos eksperimentai parodé, jog E. coli Igstelés visomis
trimis PAM mutanty plazmidémis buvo transformuojamos panasiu efektyvumu kaip ir
pUC18 plazmide (4B paveikslas). Taigi, bet kuri mutacija PAM sekoje padeda plazmidei
iSvengti CRISPR3/Cas salygojimo atsparumo.

A Pro-skirtukas PAM B
pSP1 AAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGGACA | GGTG Pro-skirtukas PAM
Mutacijos pro-skirtuke pSP1 = ARATTCTAAACGCTARAGAGGAAGAGGACA T GGIG |——
pSP1-sA2G (s ms s se s e s s e s s - Mutacijos PAM
pSP1-sCIMT ==f-===-=———- T mmmmmmmm - |- == -1 o B T [ o ———— = c-—- ——
pPSP1-sG18C ========-=---ooooo- @ ol === | ' PSP1-pG2C = ——— = == —
SP1-sA23T — |-——--———- - - Mem==== f=[ === —
P PSP1-pG4C = mm o = ——c |
PSP1-SA25T s={====-=———-————--———--—— e = )
pSP1-pA e }e:oos -
PSP1-SA28T =={===—=-==—---——--————--———- == g S=me ]
10? R e MR : T o T 10*
- . : : T .
i
\ E3 £l rh o £ .
10° Plazmidé 110 o
x | E.coli , z
Doa , : |:|pACYC184§ , O
c 10 | I pCRISPR3 | 110 £
= - 2
£ 10’ 10" =~
10° £ = p— = p— i + L | | IS 10°
pUC18 pSP1 pSP1 pSP1 pSP1 pSP1 pSP1 pSP1 pUC18 pSP1 pSP1 pSP1 pSP1 pSP1
sA2G sC11TsG18C sA23T sA25T sA28T APAM pG1C pG2C pG4C
Transformuojama plazmidé Transformuojama plazmidé

4 paveikslas. Mutacijuy esan¢iy pro-skirtuko ir PAM sekoje jtaka CRISPR3-koduojamam
atsparumui plazmidéms. (A) Mutacijy, esanciy pro-skirtuke, jtakos tyrimai. Mutacijy pozicijos
shematiSkai pazymétos virs§ grafiko. (B) Mutacijy, esanciy PAM sekose, jtakos tyrimas.

2.6. Vienintelis cas9 genas biitinas transformacijos plazmidémis ribojimo
uztikrinimui

Tiriant S. thermophilus CRISPR1/Cas sistemg buvo parodyta, jog inaktyvavus cas9
geng, atsparumas bakteriofagams iSnyko, tuo tarpu paSalinus csn2 geng, Sistema

19



nebegaléjo jsistatyti naujy skirtuky, taciau sugebéjo uztikrinti atsparumg (Barrangou ir
kiti, 2007). Siekdami istirti, kurie Cas baltymai dalyvauja CRISPR3/Cas sistemos DNR
interferencijos stadijoje, sukonstravome mutantines plazmides, nekoduojanéias vieno i$
4 Cas baltymy (pCas9(-), pCasl(-), pCas2(-), pCsn2(-)) (5A paveikslas) ir tyréme
atitinkamy E. coli kamieny transformacijos pSP1 plazmide j efektyvuma. E. coli lastelés,
turincios CRISPR3/Cas sistemg be casl, cas2 ar csn2 geny, iSsaugojo atsparumag
plazmidinei DNR (5B paveikslas). Tuo tarpu jei sistema neturéjo cas9 geno, lastelés
buvo efektyviai transformuojamos tiek pSP1, tiek pUCI8 plazmidémis. Norédami
jrodyti, jog vienintelio Cas9 baltymo uZztenka atsparumui uztikrinti, i§ pCRISPR3
plazmidés pasalinome visus 3 kitus cas genus (casl, cas2, csn2), tokiu biidu buvo gauta
pCas9 plazmidé. E. coli kamienas, turintis pCas9 plazmide (5B paveikslas), ribojo
transformacijag pSP1 plazmide taip pat efektyviai kaip ir kamienas, turintis pilno ilgio
CRISPR3/Cas sistema. Taigi, Cas9 yra vienintelis Cas baltymas, biitinas atsparumo pries
svetimg DNR uztikrinimui. Sie duomenys leidzia manyti, jog Casl, Cas2 ir Csn2
baltymai dalyvauja tik naujy skirtuky jsistatymo stadijoje.

cas9 cas1cas2csn2 CRISPR
A pCRISPR3

pCas9(: D DD
pCasi() -INIED— DI

pCas2() - IID D | ruc noyvas 1 motas
pCsn2() DD S e A

| ,'"’ -‘H"“'-‘\
. pCas?  —ND-/ /—|IH+H+HIII+D 31 114868_ 5, N882. x5 NBO1!
104 10!
E3
]
3 ™ d4n3
10°- Transformuojama 10 14
nz: plasmideé: E
a [pucis 2 O
> 10 I pSP1 e
- —
= I
€ jof 1ot =
100 Ll | [ - '100
A A A N ged L. P N [N [N
o0 .{c‘\ e ?‘\Ega Gaga\ Ca,_,«k oagz.\ 5“7.\ c,as ho*G\% vc'ag “%s% W @t ot
Plazmlde E coli Plazmidé E. coli

5 paveikslas. CRISPR3/Cas sistemos cas geny mutaciné analizé E. coli. (A) Sukonstruotos
mutantinés plazmidés, nekoduojancios 1 ar 3 cas geny. Pavieniai cas genai inaktyvuoti rémelio
poslinkio mutacijy ar mazy delecijy pagalba. Trys cas genai pasalinti delecijos pagalba. (B)
Vieno cas9 geno uztenka atsparumo uztikrinimui E. coli. (C) Cas9 baltymo RuvC ir HNH
motyvy konservatyvios aminortgstys. (D) Taskinés mutacijos konservatyviuose RuvC ir HNH
motyvuose inaktyvuoja cas9 gena.

2.7. cas9 geno mutaciné analizé

Spéjama, kad Cas9 baltymas turi 2 konservatyvius motyvus biudingus RuvC ir HNH
Seimy nukleazéms (Makarova ir Kkiti, 2006). HNH motyvas budingas nukleazéms,
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kerpanc¢ioms dvigrandining DNR, tokioms kaip kolicinai (Kleanthous ir kiti, 1999; Ko ir
kiti, 1999), restrikcijos endonukleazés (Saravanan ir Kiti, 2004) ar introninés/inteininés
nukleazés (Shen ir kiti, 2004). RuvC motyva turinéiy nukleaziy funkcijy spektras daug
platesnis, jos dalyvauja tiek DNR, tiek ir RNR karpyme (RNazé H, DNR transpozazés ir
retrovirusy integrazés, Argonauty baltymy PIWI domenas) (Nowotny ir kiti, 2005).
Siekdami nustatyti, ar D31 (RuvC motyvas), H865, N882 ir H891 (visos i§ spéjamo
HNH motyvo) aminortagstys (5C paveikslas) yra svarbios Cas9 baltymo funkcijai,
sukonstravome  taSkinius Siy aminortg$¢iy pakeitimo ] alaning mutantus.
Transformacijos plazmidémis ribojimo eksperimentai parodé, kad visos 4 mutacijos
inaktyvavo CRISPR3/Cas sistemg (5D paveikslas). Taigi, HNH ir RuvC motyvy
konservatyvios aminortigstys yra svarbios Cas9 baltymo funkcijai in vivo.

2.8. Cas baltymy vaidmuo CRISPR3/Cas sistemos koduojamame apsaugos

mechanizme

CRISPR/Cas sistemos yra labai skirtingos tiek pagal cas geny Seimas, tick pagal jy
skai¢iy, bei cas geny operono iSsidéstyma ir skirstomos j tris tipus ir bent 10 potipiy
(Makarova ir kiti, 2011). CRISPR/Cas sistemy skirtumai lemia ir DNR interferencijos
mechanizmo skirtumus. Neseniai buvo pademonstruota, kad S.thermophilus
CRISPR1/Cas sistema in vivo perkerpa plazmidés ir bakteriofago genoming
dvigrandining DNR pro-skirtuko viduje konkre¢ioje vietoje (Garneau ir kiti, 2010). Siam
Kirpimui reikalingas Cas9 baltymas, bet dar neaisku, ar jame dalyvauja ir kiti Cas
baltymai. S. thermophilus CRISPR3/Cas sistema priklauso tam paciam II-A potipiui kaip
ir CRISPR1/Cas, bei koduoja 4 panasius Cas baltymus (1 paveikslas), todél abiem
sistemos gali biiti biidingas toks pat mechanizmas.

Cas9 i§ CRISPR3/Cas sistemos yra didelis baltymas, sudarytas i§ 1388 aminortigs¢iy.
In silico tyrimai identifikavo du konservatyvius motyvus (HNH ir RuvC tipo) (Haft ir
kiti, 2005; Makarova ir kiti, 2006), kurie galéty sudaryti du atskirus aktyvius centrus.
Siame darbe mes pateikiame eksperimentinius jrodymus, jog mutacijos cas9 gene tiek
RuvC, tieck HNH motyvuose inaktyvuoja visa CRISPR3/Cas sistemg. Kadangi HNH
domenai daznai randami dvigrandining DNR kerpanciose nukleazése, manome, jog Cas9
baltymo HNH domenas dalyvauja DNR karpyme. CRISPR1/Cas sistema perkerpa abi
DNR grandines pro-skirtuko sekoje. Taigi, jei Cas9 baltymas DNR perkirpimui naudoja
tik HNH aktyvy centra, jis turéty dimerizuotis, kad perkirpty abi DNR grandines. Kita
vertus, gali biiti, jog HNH ir RuvC aktyviis centrai perkerpa atskiras DNR grandines.
Tokig strategija naudoja kai kurios restrikcijos endonukleazés (Armalyte ir kiti, 2005).
Tarp RuvC domeng turin¢iy baltymy pasitaiko ir karpanciy DNR, ir karpanciy RNR,
todél negalima atmesti, jog N-galinis RuvC domenas dalyvauja crRNR brendime.
Konkreciai aktyviy centry funkcijai nustatyti reikalingi tolimesni in vitro tyrimai.

2.9. “Skiepai” bakterijoms pries virusus ir plazmides

Yra nemazai duomeny rodanciy, jog CRISPR/Cas sistemos tarp skirtingy bakterijy ir
archéjy rasiy gali buti perneSamos HGP mechanizmo pagalba (Godde ir Bickerton,
2006; Horvath ir kiti, 2009; Portillo ir Gonzalez, 2009). Pirmiausia, artimy bakterijy
risiy koduojamos CRISPR/Cas sistemos gali zenkliai skirtis, 0 evoliuciSkai stipriai
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nutole rasys gali turéti panasias CRISPR/Cas sistemas (Haft ir kiti, 2005; Godde ir
Bickerton, 2006; Makarova ir Kkiti, 2002). Pavyzdziui, nustacius 3 labai giminingy
S. thermophilus kamieny genominés DNR sekas paaiskéjo, jog du kamienai CNRZ1066
ir LMG 18311 turi po dvi CRISPR/Cas sistemas (CRISPR1/Cas ir CRISPR2/Cas).
LMD-9 kamienas turi papildoma II tipo sistemg — CRISPR3/Cas (Horvath ir kiti, 2008).
Dar vienas S. thermophilus kamienas DGCC7710 turi papildomg I tipo CRISPR4/Cas
sistemg (Horvath ir Barrangou, 2010). Taigi panasu, kad CRISPR4 sistema buvo jgyta
véliausiai HGP pagalba, juo labiau, kad Sios raiSys turi gan aktyvig nattralios
transformacijos sistemag (Fontaine ir kiti, 2010). HGP rodo ir tai, kad labai dazni kodony
neatitikimai ir skirtingas GC nukleotidy paplitimas tarp CRISPR/Cas sistemas
koduojanciy seky bei aplinkiniy seky (Horvath ir kiti, 2009). Be to, salia CRISPR/Cas
sistemy daznai randami judrieji genomo elementai (pvz. insercinés sekos), 0 keletas
CRISPR/Cas sistemy yra koduojamos ne genominés DNR, bet dideliy plazmidziy (>40
kbp) (Godde ir Bickerton, 2006) ar pro-fagy seky (Sebaihia ir kiti, 2006).

Siame darbe mes pateikiame pirmuosius jrodymus, jog veikli CRISPR3/Cas sistema
i§ Gram-teigiamy S. thermophilus bakterijy genomo gali biti perkelta j Gram-neigiamos
E. coli bakterijos plazmide. Taip E. coli bakterijos gali buti apsaugotos nuo | lastele
patenkan¢iy bakterijy ir virusy DNR. Sis atradimas rodo, jog CRISPR/Cas sistemos gali
veikti kaip mobilios geny kasetés, kurios jveikia barjerus tarp negiminingy rasiy, tokius
kaip promotoriy ir reguliaciniy seky nesuderinamumas. Sékmingas veiklios CRISPR/Cas
sistemos perneSimas ] filogenetiSkai nutolus; organizmg atveria naujas praktinio
pritaikymo galimybes, tokias kaip bakterijy ,,paskiepijimas* prie§ virusy ir plazmidziy
sekas. Neseniai buvo parodyta, jog CRISPR sistemos gali buti nutaikytos pries
atsparuma antibiotikams koduojancius genus (Garneau ir Kiti, 2010), taigi heterologinés
CRISPR/Cas sistemos galéty biiti panaudotos neleisti tam tikroms bakterijy rasims jgyti
atsparumo antibiotikams.

3. Il Tipo CRISPR/Cas sistemy efektorinis kompleksas

3.1. Cas9-crRNR komplekso gryninimas ir sudéties analizé

CRISPR3/Cas sistema sudaryta i§ 4 cas geny issidésciusiy pries CRISPR regiong (6A
paveikslas). Norédami iSgryninti Cas9 baltymo kompleksa su homogenine CrRNR,
pirmiausia cas9 geng klonavome j pASKIBAS raiskos vektoriy prie jo C-galo priliedami
Strep(Il) uodega, skita komplekso gryninimui (6B paveikslas). Siekdami, kad
kompleksas turéty tik vienos riisies CrRNR, sukonstravome pCas9(-)SP1 plazmidg, i$
kurios buvo pasalintas cas9 genas, bei paliktas tik vienas skirtukas (skirtukas-1) CRISPR
regione (6B paveikslas). CRISPR3/Cas sistemos komponentai buvo koduojami dvejose
atskirose plazmidése bei reguliuojami skirtingais promotoriais todél, kad gautume
bendrg visy komponenty nurasymg, cas9 geno raiSka buvo vykdoma 2 etapais.
Pirmiausia, Cas9 baltymo raiska buvo indukuota mazame E. coli kultiiros tiryje 4
valandas. Po to, nedidelis kulttros kiekis uzsétas j terpe su induktoriumi ir inkubuota dar
17 valandy. Cas9 baltymas buvo iSgrynintas panaudojant ,,Strep-Tactin Sepharose®
kolonéle ir tikrinta, ar jis yra suri$es crRNR molekulg.
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6 paveikslas. Cas9 baltymas sudaro kompleksa su crRNR. (A) S. thermophilus
CRISPR3/Cas sistemos sandara. Keturi cas genai (cas9, casl, cas2 ir csn2) yra issidéste
prie§ CRISPR regiona, sudarytg i§ 13 kartotiniy (R) ir 12 unikaliy skirtuky (S1-S12).
TracrRNR, reikalinga crRNR brendimui 1l Tipo CRISPR/Cas sistemose (Deltcheva ir
kiti, 2011) yra koduojama prie§ cas9 gena, prieSingoje grandinéje. (B) Cas9-crRNR
komplekso komponenty, koduojamy atskirose plazmidése raiskos schema. E. coli RR1
kamienas turéjo pCas9(-)SP1 (koduoja Casl, Cas2, Csn2, skirtukg-1 (S1) ir tracrRNR) ir
pASKIBA-Cas9 (koduoja Cas9 su Strep(ll) uodega) plazmides. (C) Cas9-crRNR
komplekso “Nothern blot” analizé panaudojant anti-CrRNR oligonukleotida kaip zonda.
M1 — 84 nt ilgio oligodeoksinukleotidas turintis savo sudétyje skirtuko-1 ir kartotinio
seka; M2- 42 nt sintetiné RNR atitinkanti spéjama CrRNR ilgj (7 paveikslas). crRNR
(WT) — crRNR isskirta i§ laukinio tipo Cas9-CrRNR komplekso. K1 ir K2- crRNR (WT)
méginys inkubuotas atitinkamai su DNazés | arba RNazés | fermentais; D31A ir
N891A- crRNR iSskirta 1§ Cas9 D31A ir N§91A mutantiniy kompleksy.

CRISPR3/Cas sistema yra priskiriama IlA potipiui (Makarova ir kiti, 2011). Labai
panasioje CRISPR/Cas sistemoje i§ Streptoccocus pyogenes bakterijy buvo parodyta, jog
trans-koduojama mazoji RNR (tracrRNR) ir bakterijos fermentas RNazé Il dalyvauja
crRNR brendime. Susidariusi 42 nt crRNR turi 22 nt ilgio “3'-rankeng” i§ kartotinio
sekos bei 20 nt ilgio skirtuko fragmentg (Deltcheva ir kiti, 2011). PanaSaus ilgio crRNR
susidaro ir S. thermophilus LMD-9 kamieno CRISPR3/Cas sistemoje (Deltcheva ir kiti,
2011), kuri yra beveik identiska sistemai i§ DGCC7710 kamieno (7A ir B paveikslas).
Dél siy priezasCiy mes spéjome, kad DGCC7710 kamieno CRISPR3/Cas sistemos
crRNR bus panasaus ilgio (7C paveikslas).
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B Kartotinius koduojanéios DNR:
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T e I I T I Ty
DGCC7710 GTTTTAGAGC TGTGTTGTTT CGAATGGTTC CAAAAC
LMD-9 GTTTTAGAGC TGTGTTGTTT CGAATGGTTC CAAAAC

S.pyrogenes GTTTTAGAGC TATGCTGTTT TGAATGGTCC CAAAAC
kkkkkhkkkkh *k kk kkkkk kkkkkkk * khkkkkk

tracrRNR koduojanti DNR:
10 20 30

AU (U AU ISP U IR R
DGCC7710 TTTAACTCGC TGTGTTGTTT CGAATGGTTT CAAACC
LMD-9 TTTAACTCGC TGTGTTGTTT CGAATGGTTT CAAACC

S.pyogenes TTTAACTTGC TATGCTGTTT TGAATGGTTC CAACAA
kkkkhkkdk kk Kk Kkk kkkkk kkkkkkkk Kkkk

C Spéjama S. thermophilus DGCC7710 crRNR:
-20 -10 10 20
P I N P P O
S.pyogenes 5’ -GAUUUCUUCUUGCGCUUUUU GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG-3’
ILMD-9 5’ -GUUCACUGUACGAGUACUUA GUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3'

DGCC7710 5’ ~-CGCUAAAGAGGAAGAGGACA GUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3’
kkkkkkhkdkkkk kk kkkkk X

Skirtukas Kartotinis

7 paveikslas. 11-A potipio CRISPR/Cas sistemy i§ S. thermophilus DGCC7710, LMD9 bei
S. pyogenes SF370 kamieny palyginimas. (A) CRISPR/Cas sistemy architektiiros palyginimas.
Nukleotidy sekos koduojancios tracrRNR, reikalingos crRNR brendimui S. pyogenes bakterijose
(Deltcheva ir kiti, 2011) atitikmenys randami ir S. thermophilus kamienuose. Homologiski
baltymai sujungti punktyrinémis linijomis, bei pateiktas identiSky (panaSiy) aminoragsciy
procentas. (B) Kartotinius ir tracrRNR molekules koduojan¢iy seky palyginimas. Sekos is
DGCC7710 ir LMD-9 kamieny yra vienodos. Nukleotidy sekos kurios, yra vienodos visuose
kamienuose, pazymétos zvaigzdute. (C) crRNR seky palyginimas. S. pyogenes crRNR seka
nustatyta RNR sekoskaitos metodu (angl. “deep sequencing”). LMD-9 (Deltcheva ir kiti, 2011)
ir DGCC7710 kamieny crRNR ilgis nustatytas “Nothern blot” metodo pagalba.

Norédami patikrinti ar iSgrynintas Cas9 baltymas yra suriSgs crRNR, kaip zondg
naudojome 42 nt ilgio anti-crRNR viengrandininj DNR oligonukleotidg sudarytg i§ 22 nt
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komplemetariy kartotinio 3’ galui bei 20 nt komplementariy skirtuko-1 5’ galui.
Nukleortigstys, kurios buvo isgrynintos kartu su Cas9 baltymu, hibridizavosi su anti-
crRNR oligonukleotidu, be to buvo karpomos RNazés, bet ne DNazés (6C paveikslas).
ISskirtos RNR dydis buvo identiSkas 42 nt ilgio sintetiniam oligoribonukleotidui,
atitinkanc¢iam spéjama crRNR 1ilgj (6C ir 7C paveikslas). Taigi, Sie duomenys patvirtina,
jog Cas9 baltymas sudaro kompleksg su 42 nt crRNR molekule, kilusia i§ CRISPR3
regiono.

3.2. Cas9-crRNR kompleksas kerpa dvigrandining DNR pro-skirtuko sekoje

Pradzioje norédami patikrinti, ar iSgrynintas Cas9-crRNR kompleksas yra veiklus,
panaudojome SP1 oligodupleksg (1 lentelé), sudaryta iS pro-skirtuko sekos (pro-
skirtukas-1) identiskos skirtukui-1 i§ CRISPR3 regiono ir PAM sekos. (8A paveikslas).
Oligoduplekso granding, komplementarig CrRNR, pavadinome (+)grandine, o priesinga -
(-)grandine. Kad galétume stebéti karpymo reakcijg arba (+)grandiné, arba (-)grandiné
buvo pazyméta 5 gale su radioaktyviu *P izotopu. Reakcijos produkty analizé parodé,
kad abi oligoduplekso grandinés yra perkirptos vieng kartg fiksuotoje pozicijoje (8B
paveikslas). Panaudodami sintetinius oligonukleotidus kaip dydzio Zymeklius,
nustatéme, jog abi grandinés perkerpamos pro-skirtuke, 3 nt pries PAM sekg (8C
paveikslas). Kontroliniai eksperimentai patvirtino, jog crRNR yra bitina oligoduplekso
Kirpimui.

Norédami patikrinti, ar Cas9-crRNR kompleksas in vitro salygose gali atpazinti pro-
skirtuka ir perkirpti DNR ilguose DNR substratuose, atitinkanciuose in vivo patenkancia
svetimg DNR, mes tyréme pSP1 plazmidés karpyma (8D paveikslas). Inkubuojant Cas9-
crRNR kompleksa su susperspiralizuota plazmide, pSP1 buvo paver¢iama j linijing
formg (8E paveikslas). Tuo tarpu pUCI8 plazmidé, neturinti skirtukui-1
komplementarios sekos, liko sveika. Tai reiSkia, kad abi pSP1 grandinés buvo perkirptos
pro-skirtuko srityje. Tikslios kirpimo vietos nustatymui panaudojome DNR sekoskaita.
Buvo nustatyta, jog pSP1 plazmidé buvo kerpama pro-skirtuko sekoje, 3 nt nuo PAM
sekos, t.y., toje pat pozicijoje kaip ir SP1 oligoduplekso atveju (8F paveikslas). In vitro
nustatytos kirpimo vietos sutapo su anksciau S. thermophilus CRISPR1/Cas sistemoje in
vivo nustatytomis kirpimo vietomis (Garneau ir kiti, 2010).
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8 paveikslas. Cas9-crRNR kompleksas kerpa dvigrandining DNR pro-skirtuko sekoje. (A)
Oligodupleksas naudotas karpymo eksperimentuose. 55 nt ilgio oligodupleksas SP1 sudarytas i$
pro-skirtuko-1 (raudonos raidés) ir PAM (mélynos raidés) sekos. (B) SP1 oligoduplekso
karpymas. 2,5 nM Cas9-crRNR komplekso buvo inkubuota su 1 nM SP1 oligoduplekso,
radioaktyviai paZzymeéto vienos i§ grandiniy 5’ gale. Takeliai M1 ir M2 atitinka chemiskai
susintetintus 37 nt ir 18 nt ilgio dydZio Zymeklius, atitinkancius (-) ir (+)grandiniy karpymo
produktus. (C) SP1 oligoduplekso kirpimo vietos pazymétos rodyklémis. (D) Plazmidés
naudotos karpymo eksperimentams sandara. (E) pSP1 plazmidés karpymo produkty agarozinis
gelis. Plazmidés formos: SS — superspiralizuota; VT-viengrandininj triky turinti; L — linijiné.
Galutiniai reakcijos miSiniai turéjo 2,5 nM pSP1 plazmidés ir 2 nM Cas9-crRNR komplekso.
(F) Plazmidinio substrato kirpimo produkty sekoskaitos rezultatai.

3.3. Cas9-crRNR komplekso taikinio pasirinkimg nulemia crRNR

Kad jrodytume, jog komplekso specifiSkuma nulemia crRNR, mes j CRISPR regiong
vietoj skirtuko-1 sekos jstatéme kitg skirtuko seka (skirtukas-SN), iSgryninome Cas9-
crRNR-SN kompleksa bei tyréme jo savybes. Sis kompleksas karpé pSPI1+SPN
plazmide, turinCig tiek pro-skirtukg-1, tiek pro-skirtukg-SN, taciau nekarpé pSP1
plazmidés, turincios tik pro-skirtuka-1 (9B paveikslas). Panasts rezultatai gauti ir tiriant
oligoduplekso karpyma (9D paveikslas). Be to, nustatéme, kad kirpimas vyksta 3 nt pries
PAM seka, toje pat pozicijoje kaip ir kituose Cas9-crRNR kompleksuose (9C ir D
paveikslas).
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9 paveikslas. Cas9-crRNR komplekso perprogramavimas. (A) Cas9-crRNR komplekso
raiskos schema. (B) Plazmidiniy substraty karpymo eksperimentai. pSP1+SPN plazmidé turéjo
ir pro-skirtukal ir pro-skirtukag-SN. Plazmidés formos: SS — superspiralizuota; VT-
viengrandininj triky turinti; L — linijiné. (C) SPN oligoduplekso karpymas. Takeliai M1 ir M2
atitinka chemiSkai susintetintus 18 nt ir 37 nt ilgio dydzio zymeklius, atitinkancius (-) ir
(+)grandiniy karpymo produktus. (D) SPN oligoduplekso kirpimo vietos pazymétos rodyklémis.

Naudodamiesi tuo paciu principu, kaip aprasyta auksciau, iSgryninome 2 kompleksus,
turincius crRNR komplementarig taikiniams, esantiems pUCI8 plazmidéje (10A
paveikslas). Abu kompleksai, turintys crRNR molekules, nukreiptas prie$ skirtingus
taikinius pUC18, kirpo plazmide reikiamose pozicijose (10B ir C paveikslas).
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10 paveikslas. pUC18 plazmidés karpymas panaudojant perprogramuota Cas9-crRNR
kompleksa. (A) Kirpimo viety ir susidaranciy fragmenty schema. Sp-A taikinio vieta sutampa
su restrikcijos endonukleazés Aatll taikiniu, o Sp-B taikinys yra Salia Sapl taikinio. (B) pUC18
karpymo reakcijy produkty agarozinis gelis. 2,5 nM pUC18 buvo inkubuota su 2 nM
komplekso, sudétyje turinéio Sp-A arba Sp-B crRNR. Plazmidés formos: SS -
superspiralizuota; VT-viengrandininj truky turinti; L — linijiné. (C) pUC18 kirpimas su Cas9-
crRNR ir restrikcijos endonukleazémis. 2,5 nM pUCI18 buvo inkubuota su 5 nM Cas9-crRNR
komplekso 15 min 37°C temperatiiroje (Sp-A ir Sp-B takeliai). Reakcijos stabdytos pakaitinant
5 min 65°C ir j reakcijos mi$inj pridéta Eco311 restrikcijos endonukleazés. Gauti fragmentai Fr-
1 (Sp-A + Eco3ll) ir Fr-2 (Sp-B + Eco311). DNR fragmentai gauti pUC18 plazmidg veikiant su
Aatll + Eco31l (Fr-1) ir Aatll + Eco31I (Fr-3) buvo naudojami kaip dydzio zymekliai.

S. thermophilus CRISPR3/Cas sistemos visi skirtukai yra 30 nt ilgio (Horvath ir Kiti,
2008). Cas9 baltymas surisa 42 nt ilgio crRNR, kurioje 22 nt yra kile i§ DNR kartotinio
sekos. Tokiu atveju, tik 20 nt i§ crRNR yra komplementari dvigrandininés DNR pro-
skirtuko (+)grandinei. Taigi, norédami iSsiaiskinti ar 5° pro-skirtuko galas yra svarbus,
mes sukonstravome plazmides pSP1-27, pSP1-23, pSP1-19, pSP1-15 ir pSP1-11 (11A
paveikslas), turin¢ias nuo 5° galo sutrumpintg pro-skirtuka ir analizavome E. coli
kamieno, turincio pilno ilgio CRISPR3/Cas sistema, transformacijos efektyvuma (11B
paveikslas). Plazmidés, turinCios 4 arba 7 nt trumpesnj pro-skirtuka, netransformavo
E. coli bakterijy, kaip ir pilno ilgio pro-skirtukg turinti pSP1 plazmidé. Tuo tarpu
trumpesnés pro-skirtuko versijos (11, 15 ar 19 bp) padéjo plazmidei iSvengti CRISPR
salygojamo atsparumo. Taigi, Sie duomenys rodo, jog 5° pro-skirtuko gale esantys 10 nt,
kurie néra komplementartis crRNR, néra reikalingi CRISPR3 saglygotam atsparumui. Be
to, in vitro eksperimentai parodé, jog 20 nt ilgio pro-skirtukg turintis oligodupleksas
(11C paveikslas) yra efektyviai karpomas bei suriS$amas Cas9-crRNR komplekso (11D ir
E paveikslas).
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11 paveikslas. Pro-skirtuko ilgio jtaka CRISPR koduojamam atsparumui. (A) Plazmidés
naudotos transformacijos ribojimo eksperimentuose. (B) Pro-skirtuko ilgio jtaka plazmidés
transformacijos efektyvumui. Transformacijos efektyvumas isreiks$tas kfv/1 ng plazmidés
(vidurkis * standartinis nuokrypis). (C) Oligodupleksai naudoti karpymo ir suri§imo tyrimo
eksperimentuose. (D) Oligodupleksy, turin¢iy 30 bp (SP1, juodi apskritimai) ir 20 bp (SP1-20,
kvadratai) ilgio pro-skirtukus, karpymo su Cas9-crRNR kompleksu greicio palyginimas. (E)
SP1 ir SP1-20 oligodupleksy suri§imo tyrimai.

3.4. PAM seka yra biitina DNR taikiniy suriSimui ir perkirpimui

Plazmidés, kurios savo sudétyje neturi reikiamos PAM sekos (pSP1-pA) arba pro-
skirtuko (pUC18), islicka nepakitusios, kai yra inkubuojamos su Cas9-crRNR
kompleksu (12A paveikslas). Sie rezultatai patvirtina in vivo eksperimentus, kad PAM
seka yra biuitina CRISPR3/Cas sistemos saglygojamam atsparumo uZztikrinimui. Taciau
neaiSku, ar PAM yra atpazjstama dvigrandininéje ar viengrandininégje DNR formoje.
Norédami tai issiaiskinti, tyréme Cas9-crRNR komplekso gebéjima suristi ir perkirpti
jvairius oligonukleotidinius substratus: a). SP1 (turi ir pro-skirtuka, ir PAM); b). SP1-Ap
(neturi PAM); c). SP2 (turi tik PAM). Siy oligonukleotidy (+)grandinés buvo
naudojamos kaip viengrandininiai DNR substratai (s(+)SP1, s(+)SP1-Ap, s(+)SP2) (1
lentelé).

Kaip ir plazmidiniy substraty atveju, oligoduplekso, kuris savo sudétyje turéjo tik
pro-skirtuka, bet ne PAM, Cas9-crRNR kompleksas nekarpé. Kita vertus viengrandininis
oligonukleotidas ((+) grandin¢) yra karpomas tokiu pat grei¢iu nepriklausomai nuo to, ar
jis turi PAM (12B paveikslas). Sie duomenys rodo, jog PAM seka yra reikalinga
dvigrandininés DNR karpymui.

Ar PAM seka yra svarbi DNR taikinio suriSimui, tikrinome panaudodami
elektroforetinio judrumo poslinkio poliakrilamidiniame gelyje metods. Siekiant iSvengti
DNR skaldymo, visi eksperimentai buvo atliekami be Mg®" jony, kurie reikalingi Cas9-
crRNR komplekso katalizuojamam Kkirpimui. Kaip matome i§ rezultaty (12C ir D
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paveikslas), Cas9-crRNR kompleksas dvigrandinines ir viengrandinines DNR molekules
riSo skirtingai. Tiriant SP1 oligodupleksa, mazo judrumo kompleksas stebimas esant 1
nM Cas9-crRNA koncentracijai (12C paveikslas). Tuo tarpu DNR suriSimas nestebimas,
kai naudojamas substratas be PAM arba pro-skirtuko. Be to, dvigrandininé DNR néra
riSama, kai naudojamas Cas9 baltymas be crRNR. Taigi, Sie eksperimentai rodo, kad
Cas9 sgveikai su dvigrandinine DNR yra reikalinga tiek DNR substrate esanti PAM, tiek
DNR taikiniui komplementari crRNR. Viengrandininés DNR oligonukleotidus
((+)grandin¢) Cas9-crRNR kompleksas riSa nepriklausomai ar jie turi, ar neturi PAM
seka (12C ir D paveikslas).

A B 100 [T fa 5
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{ ! * % O dgDNR (be PAM)

PAM + PAM + PAM -
Pro-skirtukas + Pro-skirtukas - Pro-skirtukas +
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(+) grandiné (-) grandiné
PAM + PAM - PAM + PAM + PAM - PAM + PAM +
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12 paveikslas. DNR suri$imui ir kirpimui su Cas9-crRNR kompleksu reikalinga PAM
seka. (A) Plazmidinio substrato karpymo tyrimai. Trys skirtingos plazmidés, PAM+Pro-
skirtukas+ (pSP1), PAM+Pro-skirtukas- (pUC18) ir PAM-Pro-skirtukas+ (pSP1-pA), buvo
inkubuojamos su Cas9-crRNR kompleksu. Plazmidés formos: SS — superspiralizuota; VT-
viengrandininj trokj turinti; L — linjjiné. (B) (+)grandinés karpymo dvigrandininiuose ir
viengrandininiuose DNR substratuose greicio palyginimas. 2 nM Cas9-crRNR komplekso
inkubuota su 1 nM oligodeoksinukleotido 37°C temperatiroje. SP1 (juodi apskritimai) ir SP1-
pA (balti kvadratai) oligodupleksai naudoti kaip dgDNR, o s(+)SP1 (balti trikampiai) ir s(+)SP1-
pA (juodi kvadratai) naudoti kaip vgDNR substratai. (C) ir (D) Cas9-crRNR komplekso dgDNR
ir VgDNR substraty suriSimo tyrimai. Naudota 0,5 nM radioaktyviai Zyméto vgDNR arba
dgDNR oligonukleotido, baltymo koncentracijos paraSytos virs§ kiekvieno takelio.

Kai kurios III Tipo CRISPR/Cas sistemos kerpa ne DNR, bet RNR, todél mes
tyrinéjome ar Cas9-CrRNR kompleksas gali atpazinti ir kirpti RNR molekules. Nei
vgRNR, nei dgRNR turinios reikiamg pro-skirtukg ir PAM nebuvo kerpamos
(duomenys nepateikti), taiau kompleksas galé¢jo suriSti viengrandinines RNR
molekules, jei jos buvo komplementarios crRNR ((+)grandin¢). Sie duomenis atitinka
teorija, jog pirminis II Tipo CRISPR/Cas sistemy taikinys yra DNR.
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3.5. Cas9 baltymo RuvC ir HNH motyvy mutagenezé

Anks¢iau aprasyti plazmidziy transformacijos ribojimo eksperimentai patvirtino, jog
RuvC ir HNH motyvai yra reikalingi Cas9 baltymo funkcijos atlikimui (zitréti 2.7
skyriy). Norédami patikrinti, ar Sie motyvai tiesiogiai dalyvauja DNR taikinio kirpime,
sukonstravome ir iSgryninome Cas9 baltymo D31A ir N891A mutantus. Abu mutantiniai
baltymai sudaré kompleksa su tokio pat ilgio crRNR, kaip ir laukinio tipo baltymas (6
paveikslas). Pirmiausia, atlikome pSP1 plazmidés karpymo su mutantiniais Cas9-CrRNR
kompleksais eksperimentus. Jdomu tai, jog abiejy mutanty atveju gauti viengrandininj
DNR trokj turintys produktai (13B paveikslas), kas rodyty, jog kerpama tik viena is
taikinio esancio plazmidinéje DNR grandiniy.

A B WT baltymas D31A mutantas N891A mutantas
RuvC HNH t,s 0 30 60 120 0 30 60 120 O 30 60 120
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., . 7T
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37nt. ¥ g .
' rARE,

e, 4 %% 18nt §
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5’ -AAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGG ACA tGGtG AATTCGTAAT-3' 5’ -GCTCGAATTG AAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGAGG ACA tGGtG-3’
3/ ~TTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCC, TGT tCCtC TTAAGCATTA-5' 3’ -CGAGCTTAAC TTTAAGATTTGCGATTTCTCCTTCTCC TGT tGGtG-5’
(+)grandiné WE (+)grandiné

18 nt

13 paveikslas. RuvC ir HNH aktyvils centrai dalyvauja prieSingy DNR grandiniy Kirpime.
(A) RuvC ir HNH motyvy i$sidéstymo Cas9 baltyme schema. (B) pSP1 karpymo mutantiniais
Cas9-crRNR kompleksais tyrimas. (C) ir (D) D31A ir H891A mutanty giminingumas DNR
taikinio grandinéms. D3 1A mutantas karpo tik (+)granding, o N891A mutantas - tik (-)granding.

Siekdami issiaiskinti, ar Cas9-crRNR komplekso D31A ir N891A mutantai
specifiSkai kerpa kurig nors vieng DNR granding, tyréme SP1 oligoduplekso karpyma.
Nustatéme, jog RuvC motyvo mutantas (D31A) kirpo tik (+)granding, tuo tarpu HNH
motyvo mutantas (N891A) kirpo tik (-)granding. Abiem atvejais buvo kerpama toje pat
vietoje, kaip ir WT komplekso atveju (13 C ir D paveikslas), o0 komplementari grandiné
nebuvo kerpama. Sie duomenis biity galima paaiskinti, jei RuvC ir HNH aktyviis centrai
kirpty prieSingas DNR taikinio grandines.
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14 paveikslas. Cas9-crRNR mutantiniy kompleksy savybés. (A) ir (B) Reakcijos produkty

gauty kerpant pSP1 plazmide su RuvC ir HNH aktyvaus centro mutantais sekoskaita. (C) Cas9-
crRNR komplekso ir jo mutanty susiri§$imo su SP1 oligodupleksu tyrimai. (D) Viengrandininio

(+)SP1 oligonukleotido karpymas mutantiniais Cas9-crRNR kompleksais.

Norédami iSsiaiskinti, ar ilgesni substratai (pvz., plazmidés) karpomi taip pat, kaip ir

oligudupleksai, nustatéme viengrandininj trokj turinéiy plazmidziy pro-skirtuky regiony
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sekas. Gauti duomenys patvirtino, jog RuvC aktyvaus centro mutantas kerpa tik taikinio
(+)grandine, o HNH aktyvaus centro mutantas tik (-)granding (14A ir 14B paveikslas).
Be to, kaip ir buvo galima tikétis, RuvC mutantas kirpo viengrandininj oligonukleotida
((+)grandiné), o HNH mutantas ne (14D paveikslas).

DNR susiriSimo tyrimai (14C paveikslas) parodé, jog abu mutantiniai kompleksai
dvigrandininj SP1 oligodupleksg riSa su panaSiu giminingumu, Kaip ir laukinio tipo
baltymas. Tai rodo, kad mutacijos aktyviame centre neturi jtakos komplekso gebéjimui
suri$ti substratg. Kadangi mutantiniuose kompleksuose randama 42 nt ilgio crRNR,
kompleksai prarado gebéjima perkirpti vieng i§ DNR taikinio grandiniy dél mutacijy
jtakos. Gelfiltracijos eksperimentai parodé, kad Cas9 baltymas turintis (His)s uodega
tirpale egzistuoja kaip monomeras (duomenys nepateikti), todél greiCiausiai Cas9
baltymas komplekse veikia monomerinéje formoje ir panaudoja 2 aktyvius centrus
perkirpti abiems DNR grandinéms. PanaSig strategija naudoja kai kurios restrikcijos
endonukleazés (Armalyte ir kiti, 2005).

3.6. Cas9-crRNR kompleksas kerpa taikinius dvigrandininéje DNR

Sio darbo rezultatai rodo, jog Cas9-crRNR kompleksas i§ I Tipo CRISPR/Cas
sistemy, veikia kaip endonukleazé, kerpanti abi DNR grandines pro-skirtuko viduje, 3 nt
pries PAM seka. Galutinis reakcijos produktas turi bukus DNR galus. Kompleksas
taikinj atpazjsta panaudodamas 42 nt ilgio crRNR molekule, kurios 20 nukleotidy yra
komplementariis taikinio pro-skirtuko sekai. Todél nenuostabu, kad 10 labiausiai nuo
PAM nutolusiy pro-skirtuko baziy pory pakeitimas nedaro jtakos DNR taikinio
karpymui (11 paveikslas).

Cas9 baltymas DNR taikinio perkirpimui panaudoja du aktyvius centrus. RuvC ir
HNH tipo aktyviis centrai yra randami skirtinguose domenuose ir nepriklausomai vienas
nuo kito perkerpa atskiras DNR grandines. Vieng i§ aktyviuose centruose esanciy
svarbiy aminoriigsciy pakeitus j alaning, Cas9-crRNR kompleksas jveda triikj tik j vieng
granding, ir $iuo atzvilgiu tampa panaSus | gamtoje randamus fermentus — nikazes (Chan
ir kiti, 2011). Kaip anksciau buvo pademonstruota in vivo sglygomis, Cas-CrRNR
komplekso katalizuojamam dgDNR kirpimui butina PAM seka. Dvigrandininés DNR
taikiniai yra suriSsami ir perkerpami tik tada, kai substratas turi tiek pro-skirtuka (seka
komplementarig crRNR), tick PAM. Viengrandininés DNR surisimui ir kirpimui PAM
seka néra butina, o kirpimg atlieka tik HNH aktyvus centras.

3.7. DNR sunaikinimo mechanizmas Il tipo CRISPR/Cas sistemose

Sio darbo rezultatai atskleidZia pirmasias modelinés II tipo CRISPR3/Cas sistemos
efektorinio komplekso veikimo detales (15 paveikslas). Pirmiausia, Cas9-crRNR
kompleksas, kol kas dar nezinomo mechanizmo déka, suranda taikinj ir prisijungia prie
pro-skirtuko sekos dvigrandininéje DNR molekuléje, jei salia yra PAM. PAM seka
greiCiausiai veikia arba kaip pirminé vieta DNR grandiniy atskyrimui, arba padeda
stabilizuoti susidariusig R-kilpa, nes dvigrandininés DNR taikiniai neturintys PAM néra
suriSami.
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RuvC domenas  HNH domenas C-term domenas
L M — v

RuvC aktyvus
Pro-skirtukas centras

AAATTCTAAACGCTAAAGAGGAAGA CA
/ \ PAM

tGGtG AATTCGTAAT-3’
aCCaC TTAAGCATTA-5'

5’ -GCTCGAATTG
3’ -CGAGCTTAAC

57

TTTAAGATTT
UUUAGAGCUGUGUUGUUUCGA-3"
crRNR

15 paveikslas. Cas9-crRNR komplekso sandaros schema ir dgDNR kirpimo mechanizmas.
Spéjama Cas9 baltymo domeniné organizacija pavaizduota paveikslo virSuje. Cas9-crRNR
kompleksas surisa dgDNR, turin¢ia PAM seka. crRNR atpazjsta komplementariag (+) granding,
todél DNR grandinés yra i$skiriamos ir susidaro R-Kilpa. Tretiniame komplekse RuvC aktyvus
centras atsiduria Salia laisvos (-) DNR grandinés, o HNH Salia su crRNR susiporavusios
(+)grandines skeliamy fosfaty. Abu aktyviis centrai kerpa DNR grandines toje pat vietoje, 3 nt
nutolusioje nuo PAM sekos.

Nors dar tritkksta detaliy, miisy duomenys rodo, kad PAM seka atpazjstama dgDNR
formoje. Cas9-crRNR prisijungimas prie taikinio lemia R-kilpos struktiiros susidaryma,
kur DNR (-)grandiné lieka laisva, tuo tarpu (+)grandiné susiporuoja su komplementaria
crRNR. Esant Mg?* jony abi grandinés kerpamos toje pat pozicijoje, nutolusioje per 3
nukleotidus nuo PAM sekos, todél susidares produktas turi bukus galus. Tolimesnj
svetimos DNR sunaikinimg greiciausiai atlieka lgstelés DNR nukleazés. Cas9 baltymo
mutagenezé parodé, jog RuvC ir HNH aktyviis centrai perkerpa atitinkamai (-) ir
(+)grandines. Todél manome, jog baltymo N-gale esantis RuvC aktyvaus centro motyvas
ir D31 amino rigstis yra i$sidést¢ Salia nesuporuotos (-) grandinés, tuo tarpu centriné
baltymo dalis koduojanti HNH motyva yra Salia (+)grandinés. Po Kirpimo reakcijos
Cas9-crRNR kompleksas lieka prisijunges prie reakcijos produkty.

Kadangi cas9 genas yra aptinkamas tiek 11-A, tiek I1-B tipo sistemose, kad pasitilytas
mechanizmas turéty buti konservatyvus visose 1l tipo CRISPR/Cas sistemose.

3.8. CRISPR/Cas sistemuy efektoriniu kompleksy palyginimas

Siame darbe pasitilytas Cas9-crRNR komplekso DNR kirpimo mechanizmas
smarkiai skiriasi nuo kity tipy CRISPR/Cas sistemy DNR interferencijos mechanizmy.
I-E potipio CRISPR/Cas sistemose crRNR ir Cas baltymai formuoja didelj
ribonukleoproteininj kompleksg (Cascade), kuris padeda susidaryti crRNR ir
komplementarios DNR grandinés dupleksui. Taikinio atpazinimui biitina PAM seka,
esanti pro-skirtuko 5’ gale. Hibridizacija prasideda nuo trumpos pirminés (angl. “seed”)
sekos, kuri yra 5’ skirtuko dalyje (Semenova ir kiti, 2011). Nors Cascade-crRNR
kompleksas sugeba suristi dvigrandining DNR, kirpimui reikalingas papildomas Cas3
baltymas (viengrandininés DNR nukleazé ir helikaz¢) (Sinkunas ir kiti, 2011).

I11-B potipio sistemose, kurios randamos daugelyje archéjy ir kai kuriose bakterijose,
Cas baltymai (Cmr) ir crRNR sudaro prie§ RNR nukreipta efektorinj kompleksg (Hale ir
kiti, 2009, 2012). P. furiosus RNR interferencijos kompleksas, kurj sudaro 6 baltymai
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(Cmrl, Casl0 ir Cmr3-6) bei crRNR, suriSa RNR taikinj ir perkerpa jj fiksuotoje
pozicijoje per 14 nt nutolusioje nuo crRNR molekulés 3‘galo. Nors reakcijai reikalingi
Mg2+ jonai, kol kas neZinoma, kuris i§ baltymy katalizuoja RNR taikinio perkirpima.
Tuo tarpu S. solfataricus bakterijy I11-B potipio CRISPR/Cas sistemos efektoriniam
kompleksui, sudarytam i§ 7 skirtingy Cmr baltymy ir crRNR, biidingas kitoks RNR
taikinio perkirpimo mechanizmas. RNR yra skeliama ne fiksuotoje pozicijoje, o ties UA
dinukleotidais (Zhang ir kiti, 2012). Abi Sios sistemos yra nepriklausomos nuo PAM
sekos.

Nors II tipo CRISPR/Cas sistemy Cas9-crRNR kompleksas i§ esmés atlieka tokig pat
funkcija, kaip Cascade ir Cas3 I-E potipio sistemose, jis yra Zymiai paprastesnis.
Paprasta komplekso sudétis, kur crRNR atpazjsta DNR taikinj, o abi DNR grandines
perkerpa vienintelis baltyminis komplekso komponentas, atveria galimybes universalios
RNR-nukreipiancios endonukleazés konstravimui. Pakeic¢iant CrRNR seka Cas9-crRNR
komplekso viduje, gali biiti kuriamos programuojamos endonukleazés kryptingam DNR
karpymui in vitro ir in vivo. Siekdami parodyti principing tokio pritaikymo galimybg,
mes ] CRISPR regiong jstatétme naujus skirtukus, nutaikytus ] konkrecig vieta
plazmidéje. Naujai iSgryninti kompleksai kirpo plazmides tik tose vietose j kurias buvo
nutaikyti. Tal, jog Cas9 baltymo RuvC ir HNH aktyviy centry mutantai veikia, kaip
sekal giminingi vieng grandine Kerpantys fermentai, atveria galimybes kryptingai jvesti
viengrandininius DNR triukius norimoje vietoje. Taigi, Sis misy atradimas atveria kelius
nauju molekuliniu jrankiu kirimui.
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ISVADOS

1. CRISPR3/Cas sistema i§ Gram-teigiamy S. thermophilus bakterijy suteikia Gram-
neigiamam E. coli Seimininkui apsaugg pries bakteriofagus ir plazmides.

2. Cas9 yra vienintelis Cas baltymas batinas atsparumo prie§ svetimg DNR
uztikrinimui Il tipo CRISPR/Cas sistemose.

3. Cas9 baltymas sudaro ribonukleoproteininj kompleksg su 42 nt ilgio crRNR.

4. crRNR nukreipia Cas9 baltyma prie DNR taikinio, o Kirpimui yra biitinas trumpas
konservatyvus DNR sekos motyvas esantis salia DNR taikinio.

5. Cas9 panaudoja du atskirus aktyvius centrus, RuvC ir HNH, prieSingy DNR
grandiniy kirpimui.
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SUMMARY

Recently, an adaptive prokaryotic immune system based on Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) was identified that provides acquired
immunity against viruses and plasmids (Barrangou ir kiti, 2007). CRISPR consists of
arrays of short conserved repeat sequences interspaced by uniqgue DNA sequences of
similar size called spacers, which often originate from phage or plasmid DNA
(Barrangou ir kiti, 2007; Bolotin ir kiti, 2005; Mojica ir kiti, 2005). CRISPR arrays,
together with cas (CRISPR-associated) genes form the CRISPR/Cas adaptive immune
system.

The CRISPR/Cas system functions by acquiring short pieces of foreign DNA
(spacers) which are inserted into CRISPR region and provide immunity against
subsequent exposures to phages and plasmids that carry matching sequences (Barrangou
ir kiti, 2007; Brouns ir kiti, 2008). CRISPR repeat-spacer arrays are transcribed into long
primary transcripts that are further processed into a set of short CRISPR RNAs
(crRNAs), containing a conserved repeat fragment and a variable spacer sequence (a
guide) complementary to the invading nucleic acid (Carte ir kiti, 2008; Brouns ir Kiti,
2008; Hale ir kiti, 2009). crRNAs combine with Cas proteins to form an effector
complex which recognizes the target sequence in the invasive nucleic acid by base
pairing to the complementary strand (Jore ir kiti, 2011) and induces sequence-specific
cleavage, thereby preventing proliferation and propagation of foreign genetic elements.

CRISPR/Cas systems have been categorized into three main Types, based on core
elements content and sequences (Makarova ir kiti, 2011). The structural organization and
function of effector ribonucleoprotein (RNP) complexes involved in crRNA-mediated
silencing of foreign nucleic acids differ between distinct CRISPR/Cas Types
(Wiedenheft ir kiti, 2012). In the Type I-E system, as exemplified by Escherichia coli,
crRNAs are incorporated into a multisubunit effector complex called Cascade (CRISPR-
associated complex for antiviral defence) (Brouns ir kiti, 2008), which binds to the target
DNA and triggers degradation by the signature Cas3 protein (Sinkunas ir kiti, 2011;
Beloglazova ir kiti, 2011). In Type Il CRISPR/Cas systems of Sulfolobus solfataricus
and Pyrococcus furiosus, Cas RAMP module (Cmr) and crRNA complex recognize and
cleave synthetic RNA in vitro (Hale ir kiti, 2012; Zhang ir kiti, 2012) while the
CRISPR/Cas system of Staphylococcus epidermidis targets DNA in vivo (Marraffini ir
Sontheimer, 2008). The structure and composition of ribonucleoprotein complexes
involved in DNA silencing by Type Il CRISPR/Cas systems remain to be established.

Here we report the first cloning and heterologous expression of a functional
CRISPR/Cas system into a different bacterial genus. We demonstrate that the
S. thermophilus CRISPR3/Cas system prevents plasmid transformation and lambda
phage infection in E. coli. We show that both the proto-spacer and PAM sequences are
necessary for immunity, although mutations distant from the PAM are tolerated. We also
establish that cas9 is the sole cas gene necessary for CRISPR-encoded interference.
Furthermore, mutation analysis revealed that interference relies on the Cas9 HNH- and
RuvC-motifs. Altogether, in vivo results show that active CRISPR/Cas systems can be
transferred across distant genera and provide heterologous interference against invasive
nucleic acids. This can be leveraged to develop strains more robust against phage attack,
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and safer organisms less likely to uptake and disseminate plasmid-encoded undesirable
genetic elements.

In this work the Cas9—crRNA complex of the S. thermophilus CRISPR3/Cas system
has been isolated and demonstrated that it cleaves both synthetic oligodeoxynucleotide
and plasmid DNA bearing a nucleotide sequence complementary to the crRNA, in a
PAM-dependent manner. Furthermore, we provide experimental evidence that the PAM
is recognized in the context of dsSDNA and is critical for in vitro DNA binding and
cleavage. DNA cleavage is executed by two distinct active sites (RuvC and HNH) within
Cas9 to generate site-specific nicks on opposite DNA strands. Sequence specificity of
the Cas9-crRNA complex is dictated by the 42-nt crRNA, which includes a 20-nt
fragment complementary to the proto-spacer sequence in the target DNA. These data
demonstrate that the Cas9-crRNA complex functions as an RNA-guided endonuclease
with sequence-specific target site recognition and cleavage through two distinct strand
nicks. Present findings establish a molecular basis for CRISPR-mediated immunity in
bacteria, specifically for type 1l systems, which rely solely on the signature Cas9 protein.
Further, the simple modular organization of the Cas9-crRNA complex, in which
specificity for DNA targets is encoded by a small crRNA and the cleavage machinery
consists of a single, multidomain Cas protein, provides a versatile platform for the
engineering of universal RNA-guided DNA endonucleases.
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