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Santrumpos
CRISPR-Cas angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR associated

crRNR CRISPR RNR

E2C E2 Crimson

FISH Fluorescenciné in situ hibridizacija

FROS Fluorescenciné represoriaus — operatoriaus sistema
LAD Su lamina asocijuotas domenas

OD Optinis tankis

PAM Su protoskirtuku asocijuotas motyvas

PNA Peptidy nukleorugstys

RNP Ribonukleoproteinas

sgRNR viena gidiné RNR, angl. single guide RNA

TAD Topologiskai asocijuotas domenas

TALE I transkripcijos aktyvatoriy panasiis efektoriniai baltymai
TFO Tripleksa formuojantys oligonukleotidai

TIRF Visisko vidaus atspindzio fluorescenciné mikroskopija

ZF Cinko pirStas



Jvadas

Gyvybé yra nepaprastai kompleksiska, heterogeniska ir nuolat kintanti. Paprasciausias gyvybés
vienetas yra lastelé, biidinga visoms gyvosioms biologinéms sistemoms, kurios pasizymi funkcine ir
struktiirine jvairove. Visgi visas gyvasias sistemas sieja tos pacios savybés — gebéjimas vystytis, augti,
daugintis, prisitaikyti prie aplinkos ir vykdyti medziagy apykaita. Lastelés gali egzistuoti tiek kaip
vienalgsc€iai autonominiai organizmai, tiek daugialgs¢iuose organizmuose vystymosi metu specializuotis
ir prisitaikyti atlikti specifing funkcijg. Nors ir lgsteliy jvairové didelé, uz visy lgsteliniy procesy slypi
biologinés makromolekulés — baltymai, angliavandeniai, nukleortigitys ir lipidai. Sios molekulés
sgveikaudamos viena su kita sudaro lgstelés struktiirinj ir funkcinj pagrinda. Baltymai yra svarbi Iastelés
funkcinio pagrindo dalis — jie veikia kaip fermentai, katalizuojantys chemines reakcijas, ir atlicka svarby
vaidmen;j reguliuojant geny raiska. Siy lastelei svarbiy biomolekuliy sintezei yra reikalinga DNR seka.
Prokariotiniy organizmy genetiné medziaga dazniausiai yra vienoje Zziedin¢je DNR molekuléje,
nukleoide, kuris néra atskirtas nuo lastelés citoplazmos. Eukariotiniuose organizmuose geneting
medziaga randama linijinése DNR molekulése, kuriy skaifius priklauso nuo organizmo risies.
Eukariotinés chromosomos yra is$sidésCiusios branduolyje. Chromosomoms yra biidingas didelis
strukturinis kompleksiSkumas. Chromosomy struktiira ir dinamika yra susij¢ procesai. Nors
chromosomy dinamika gyvose lastelése jau buvo tyrinéta, tyrimai apsiriboja vienu arba, daugiausiai,
dviem lokusais. Kaip viena i§ daugelio tokiy tyrimy trikumo pasekmiy yra tai, kad vis dar nesuprantame,
kaip chromosomy dinamika reguliuoja geny raiskg ir kaip ji kinta priklausomai nuo skirtingy aplinkos
salygu, lasteliy diferenciacijos stadijos ir kt. Taigi, chromatino dinamikos tyrimai i§lieka aktuali tyrimy
Kryptis.

Darbo tikslas: Pritaikyti CRISPR-Casl2a sistemg gyvy Schizosaccharomyces pombe lasteliy

chromatino fluorescenciniam zyméjimui ir pradéti CRISPR-Cas sistemos pritaikomumo super

rezoliucijos PAINT vaizdinimui tyrimus.

Darbo uZdaviniai:

1. [vertinti dFnCasl2a-GFP11x7 baltymo-RNR komplekso pritaikomumg S. pombe pavieniy genomo
lokusy Zyméjimui.

2. Nukreipti dFnCas12a-GFP11x7 baltymo-RNR kompleksa j S. pombe fluorescencinés represoriaus-
operatoriaus sistemos pasikartojancias sekas.

3. Pritaikyti CRISPR-Cas sistemg E. coli plazmidinés DNR Zyméjimui ir paruosti sistema tolimesnei
PAINT mikroskopijai.



1. Literaturos apzvalga

1.1. Chromatinas, jo struktura ir funkcija

Eukariotiniy organizmy chromosomas sudaro chromatinas — nukleortgsciy ir baltymy
kompleksas. Pagrindinés chromatino funkcijos yra sukompaktizuoti geneting informacija, palaikyti
genomo stabiluma ir reguliuoti DNR seky prieinamuma.

Chromatino struktiira, pagal kompaktizacijos lygj yra skirstoma } tris lygmenis. Pirming
chromatino struktiirg sudaro DNR, apsivijusi aplink histoninius baltymus. Histonai H2A, H2B, H3 ir H4
sudaro oktamerinj Serdies kompleksa, aplink kurj apsivynioja 146 bp ilgio DNR seka — chromatino
struktiirinis vienetas vadinamas nukleosoma (Luger et al., 1997; Leuba et al., 1994). Pirminé
chromatino struktiira suformuoja ~10 nm diametro fibriles, kurios toliau gali susikompaktizuoti pagal
zigzago arba selenoido modelius ir sudaryti antring chromatino struktirg — ~30 nm diametro fibriles
(Thoma et al., 1979; Robinson et al., 2006). Tolimesné chromatino kompaktizacija, tretiné struktiira ir
chromatino dinamika priklauso nuo lgstelés dalijimosi fazes.

Lastelés dalijimosi ciklo mitozés metafazés stadijoje chromatino kompaktizacijos lygis yra
didziausias, o tam reikalingi papildomi nehistoniniai baltymai kaip kondensinas, topoizomeraze Il ir
KIF4 (Earnshaw et al., 1985; Mazumdar et al., 2004; Samejima et al., 2012; Poonperm et al., 2015). Tuo
tarpu interfazés stadijoje chromatinas yra maziau kompaktizuotas ir pasiskirstes viso branduolio tiryje.
Nepaisant to, chromatinui taip pat yra biidinga kompaktizacija, kurios metu ~10 nm diametro fibrilés
formuoja DNR Kkilpas (Rao et al., 2014) (1.1 pav.). DNR kilpy susiformavimui yra reikalingas ziedo
formos baltymy kompleksas — kohezinas. Sis kompleksas dinamiskai jungiasi prie DNR ir tuomet DNR
juda pro kohezino kompleksa sudarydama kilpos formos treting struktiira, iki kol yra pasiekiami CTCF
baltymai. Sie baltymai atpaZjsta ir specifidkai jungiasi prie 5’-CCCTC-3 DNR seky (Fudenberg et al.,
2016). Tokia 3D chromatino organizacija suartina toli vienas nuo kito iSsidés¢iusius DNR lokusus. Tai
pasitarnauja jvairiems procesams, kurie kitu atveju vykty léciau arba iSvis nevykty. Pavyzdziui, geny
raiSkos reguliacija yra pasiekiama, kai toli esantys reguliatoriniai DNR elementai, tokie kaip enhanseriai
ar represoriai, suartéja su geny promotoriy sritimis. Tokios lokaliai i§sidés¢iusios kilpos erdviskai sudaro
strukturas, vadinamas topologiskai asocijuotais domenais (TAD), kuriy ribose yra gausu koheziny ir
CTCF baltymy. Branduolyje TAD vienetai sudaro branduolio kompartmentus. O kompartmentai
18sidésto Salia vienas kito ir sudaro chromosomy teritorijas (Meaburn et al., 2007). Visgi kiekvienos
chromosomos organizacija branduolyje yra ne atsitiktina. Buvo pastebéta, kad Salia branduolio laminos,
periferijoje, lokalizuotas chromatinas yra labiau kondensuotas ir transkripciSkai neaktyvus. Toki
chromating sudaro su lamina asocijuoti domenai (LAD) — B kompartmentas. Atitinkamai, ar¢iau
branduolio vidurio iSsidéstes chromatinas yra sudarytas 1§ TAD vienety, o transkripcija nuo jo vyksta

aktyviau — A kompartmentas (Luperchio et al., 2017).



A kompartmentas [} Chromatinas
o~ interfazés
\ stadijoje

B kompartmenta_s_,_ _

. Chromatinas %
Topologiskai asocijuotas ) metafazes
domenas P O stadijoje
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1.1 pav. Aukstesniyjy eukariotiniy organizmy genomo chromatino organizacija. Modifikuota pagal
Hansen et al., 2021.

Chromatino struktiira yra susijusi su esminiais procesais lgstelése, tokiais kaip geny raiska
(Boettiger et al., 2016), DNR replikacija (Aze et al., 2016), DNR pazaidy taisymas (Seeber et al., 2013).
Siy procesy reguliacijai yra svarbiis chromatino dinaminiai ir struktiriniai pokygiai, kuriy atsiradimui
yra reikalingi chromatino remodeliavimo veiksniai. Sie veiksniai, priklausantys tokioms §eimoms kaip
SWI/SNF, INOS8O gali keisti nukleosomy pozicijas, paSalinti jas ir padidinti DNR sekos judrumg ir
prieinamumg transkripcijos faktoriams. Kiti veiksniai gali modifikuoti histonus, prie jy prijungiant
metilo, acetilo, fosfato ar kitas grupes. Visa tai yra glaudziai susij¢ ne tik su chromatino funkcijy
reguliacija, bet ir su chromatino dinamika. Buvo parodyta, kad chromatino struktiriniai poky¢iai keicia
chromosomy dinamikg. Pavyzdziui, susidarius keliems DNR grandinés dvigrandininiams triikiams,
histony kiekis Iastelése gali sumazéti net 20-40%, dél ko padidéja globali chromosomy dinamika (Hauer
etal., 2017). Chromating supanti aplinka taip pat daro jtaka nukleosomy dinamikai. Buvo pastebéta, kad
DNR gali spontaniskai iSsivynioti i§ nukleosomos komplekso (Li et al., 2005), o Siam procesui didele

reik§mg turi tirpalo joniné jéga (Davey et al., 2002).

1.2. Klasikiniai chromatino tyrimy metodai
Chromatino dinamikos poky¢iai gali biiti stebimi tokiy procesy metu, kaip DNR transkripcija,
replikacija, reparacija. Vykstant Siems procesams, dinamiska chromatino strukttira yra modifikuojama

chromatino remodeliavimo faktoriy. Keiciasi ne tik chromatino struktiira, bet ir DNR-baltymy ir
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baltymy-baltymy saveikos. Chromatino strukttiros ir dinamikos tyrimai gali padéti geriau suprasti
fundamentinius procesus ir chromatino organizacija branduolyje priklausomai nuo lagstelés tipo,
diferenciacijos ar sen¢jimo, ligos vystymosi stadijos. Chromatino dinamikos tyrimai taip pat gali leisti
tyrinéti dvigrandininiy trukiy jvedima ir atsistatymg realiu laiku. Pavyzdziui, genome dvigrandininiai
trukiai gali atsirasti dél fiziniy veiksniy, tokiy kaip jonizuojancioji spinduliuoté (Vignard et al., 2013) ar
cheminiy veiksniy, tokiy kaip zeocinas, bleomicinas. Be to, genomo redagavimo jrankiai, tokie kaip
CRISPR-Cas sistema, taip pat gali jvesti dvigrandininj triikji DNR taikiningje sekoje. Visgi Sie geny
inzinerijos jrankiai néra tikslis (Zhang et al., 2015), todél gali biiti atpazjstamos netaikininés sekos.
Netaikininiy dvigrandininiy triikiy jvedimas sutrikdo genomo integraluma, todé¢l padidéja chromosomy
aberacijy, kaip inversija, translokacija, delecija, tikimybé. Buvo pastebéta, kad net ir tokie triikiai, kurie
yra jvedami taikininéje DNR, gali sukelti chromosomy aberacijas (Turchiano et al., 2021). Vis dar
neaiSku, kaip tai paveikia tolimesniy lgsteliy karty chromatino organizacija ir dinaminius procesus.
Norint sekti tokius pokycius realiu laiku gyvose lastelése, biitina pritaikyti vaizdinimo metodus, kurie
leisty stebéti chromatino organizacija gyvose sistemose.

Didzioji dalis klasikiniy chromatino organizacijos ir dinamikos tyrimy remiasi fluorescenciniais
dazikliais ar baltymais, kurie tolimesniuose etapuose yra vaizdinami, pasitelkiant fluorescencing
mikroskopija. Su DNR struktiira sgveikaujanc¢iy fluorescenciniy dazikliy pritaikymas yra vienas
paprasciausiy budy vizualizuoti visg nukleortigsti. Be to, yra tokiy dazikliy, kurie gali difunduoti pro
lastelés membrang, todél jy pristatymas j lasteles yra nesudétingas. Pavyzdziui, Hoechst grupés dazikliai,
kaip Hoechst 33258 ir Hoechst 33342 sgveikauja su adeninu ir timinu turtingu DNR regionu, esanciu
mazajame DNR griovyje (Pjura et al., 1987). Taciau Siy dazZikliy suZadinimui yra reikalinga UV
spinduliuoté (~360 nm), todeél pasireiskia fototoksiSkumas Igsteléms (Durand & Olive, 1982). Tuo tarpu,
SiR-Hoechst, modifikuotas Hoechst 33342 daziklio variantas, pasiZymi Zymiai maZesniu
fototoksiSkumu dél savo geb¢jimo biti suzadinamam ilgesnio bangos ilgio raudonojo spektro Sviesa
(~640 nm) (Lukinavicius et al., 2015). Sis daziklis buvo pritaikytas tiriant chromatino tankj ir dinamika
skirtinguose branduolio srityse (Shaban et al., 2020).

Alternatyviis metodai remiasi geny inzinerija ir histoniniy baltymy suliejimu su fluorescenciniais
baltymais (Kanda et al., 1998). Taciau tiek fluorescenciniy dazikliy, tiek histony zyméjimo metodai
neleidzia aptikti ir tirti pavieniy tiksliniy DNR lokusy dinamikos. Todél yra reikalingi kitokie universaliis

metodai, kurie leisty tyrinéti specifines DNR sritis.

1.2.1. FISH paremti metodai
Prie ankscCiausiai pradéty taikyti klasikiniy metody yra priskiriama chromosomy konformacijos
fiksavimas (angl. chromosome conformation capture, 3C) ir fluorescencing in situ hibridizacija (angl.

fluorescence in situ hybridization, FISH). Klasikinio FISH metodo metu yra naudojamos fiksuotos



lastelés (Bauman et al., 1980). DNR molekuliy Zyméjimas ir detekcija remiasi fluorescenciskai
zymétais DNR oligonukleotidais (1.2A pav.). Sie zondai yra komplementariis taikininei sekai ir po
DNR denatiiracijos etapo fiksuotoje lgsteléje, Sie zondai hibridizuojasi prie jiems komplementariy
genomo lokusy (Pardue et al., 1969). Alternatyviame imuno-FISH metode (Im et al., 2019)
fluorescentiskai zyméti antikiinai yra naudojami pazyméti DNR sekg (1.2C pav.) arba su DNR seka
sgveikaujancius baltymus, daznai histonus (1.2B pav.). Imuno-FISH metodas yra naudingas siekiant
amplifikuoti fluorescencinj signalg ir leidzia nustatyti geny lokalizacijg branduolyje, jvertinti jy kopijy

skaiciy bei aptikti tam tikras chromosomy aberacijas.

FISH paremti metodai
A)Fluorescenciskai Zymétas W
DNR oligonukleotidas

/BjFIuorescenci.%kai Zymeti

antikGinai + modifikuoti histonai
, :
Denaturacija

C) Fluorescenciskai Zyméti
antiktnai + modifikuotas zondas

I I
%ﬁr mr«(”"\’/‘ii\\ ’/EE '\ .

Imuno-FISH

1.2 pav. FISH metodo scheminé reprezentacija. Modifikuota pagal Lacen et al., 2024.

Vienas i§ klasikiniam FISH metodui budingy trikumy yra DNR cheminis arba terminis
denatiiracijos etapas. Tokiu biidu yra suardoma antriné DNR struktiira, o tai gali lemti rezultaty
iskraipymus. Siai problemai i$spresti yra pasitelkiamos peptidy nukleorigitys (angl. peptide nucleic
acids, PNA) arba DNR tripleksa formuojantys viengrandininiai DNR oligonukleotidai. Sie
fluorescenciskai zyméti zondai sgveikauja su didziuoju DNR grioviu, sudarydami Hugstino baziy poras
(angl. Hoogsteen base pairs) su DNR molekulés polipurinine-polipirimidinine sritimi (Hoogsteen et al.,
1959). Atitinkamai, PNA jungiasi prie taikininés DNR, sudarydamos vandenilinius rySius su Sios
grandinés bazémis ir taip iSstumdamos taikininei DNR komplementarig granding. PNA zondai turi
didesnj giminingumg DNR molekulei, nei kita, jai komplementari, DNR molekulé (Ratilainen et al.,
2000). Be to, PNA, skirtingai nei DNR, yra biidingas pseudopeptido polimero karkasas, kuris prisideda
prie $iy zondy didesnio stabilumo lastelin¢je aplinkoje. Tripleksa formuojanciy oligonukleotidy (TFO)
ar PNA taikymas FISH metodo metu leidzia iSvengti DNR grandinés denatiiracijos. DNR struktiira yra
1§laikoma natyvi, taciau net ir Sie metodai turi truikumy, kaip dél Iasteliniy endo/egzonukleaziy veiklos,
nedidelis TFO zondy stabilumas in vivo sistemose, PNA sudétingas pristatymas ] Iasteles ar $iy zondy

apribotas nutaikymo j tam tikras genomo sekas pasirinkimas.
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1.3. Siuolaikiniai chromatino tyrimy metodai

Aptarti klasikiniai metodai leidzia tyrinéti chromatino organizacija post factum, todél yra
apribotas nepertraukiamas dinamikos vaizdinimas realiu laiku. Tam gali buti pritaikomi Siuolaikiniai
fluorescencinés mikroskopijos vaizdinimo metodai, kaip STORM, PAINT, PALM ar kiti auksStos
skiriamosios rezoliucijos fluorescenciné mikroskopijos metodai kartu su pazangiais molekuliniais
jrankiais, pritaikytais tiksliniams chromatino lokusams zyméti ir detektuoti, tokiais kaip CRISPR-Cas
(angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR-associated protein)
sistema. Didelis privalumas yra, jog $i sistema bei kitos panaSios sistemos gali biiti pritaikomos

nefiksuoty (gyvy) lasteliy chromatino fluorescenciniam zymeéjimui.

1.3.1. Fluorescenciné represoriaus-operatoriaus sistema
Fluorescenciné represoriaus-operatoriaus sistema (angl. Fluorescent Repressor-Operator
System, FROS) remiasi daugelio operatoriaus seky integracija j genoma. Sias sekas atpaZjsta ir su jomis
sgveikauja fluorescenciSkai Zymétas represoriaus baltymas (1.3 pav.).

FROS sistema

s Lac »

¥
Fstg ?‘gFB
¥ ¥

LacO seky motyvas TetO seky motyvas
(115-256 kopijos) (48-336 kopijos)

1.3 pav. FROS sistemos scheminé¢ reprezentacija. Modifikuota pagal Viushkov et al., 2022.

Pirma kartg §i sistema, paremta LacO ir GFP-Lacl saveika, buvo pritaikyta gyvose S. cerevisiae
mieliy ir zinduoliy CHO lastelése (Robinett et al., 1996). Siy tyrimy metu buvo bandyta j mieliy Iasteliy
genomo vieng lokusg integruoti 256 x LacO pasikartojimus. Tokiame kamiene, vykdant GFP-Lacl
raiSka, buvo stebimas ryskus, auksto kontrasto difrakcija apribotas fluorescencinis taSkelis branduolio
plote, kurio bendra fluorescencija yra padidéjusi dél laisvai difuduojanéiy GFP-Lacl baltymy. Siai
Zymgjimo strategijai yra svarbus zZemas branduolio fluorescencinis fonas (Zema GFP-Lacl raiska), kad
1Sgauti auksta taSkelio kontrastg (Du et al., 2019). Fluorescenciniam genominés DNR Zymeéjimui taip
pat buvo pritaikyta 336 x TetO pasikartojimy ir TetR-GFP sgveika (Michaelis et al., 1997). Kity
organizmy, kaip Pseudomonas putida, cuO operatoriaus seka ir fluorescenciskai zZymétas CymR
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represorius (Alexander et al., 2019) bei lambda bakteriofago koduojami AO ir Acl (Lassadi et al., 2015)
taip pat gali buti pritaikomi FROS sistemai. Daugiaspalvis Zyméjimas gali biti pasiekiamas tuo paciu

metu pritaikant kelias skirtingas represoriaus-operatoriaus sistemas.

1.3.2. ANCHOR sistema

Bakterijy chromosomy ir plazmidziy segregacija remiasi ParABS sistema. Jg sudaro ParS DNR
seka, kuri funkciniu pozitriu primena centromerg. ParS sekg atpazjsta ParB baltymai. ParB sgveikauja
ne tik su DNR seka, bet ir su kitais ParB baltymais, oligomerizuojasi ir sudaro multimerinius kompleksus
(Graham et al., 2014; Sanchez et al., 2015).

Si sistema gali bati pritaikyta pavieniy chromatino lokusy fluorescenciniam Zyméjimui. Jos
veikimo principas yra panasus | FROS sistemg. Abiem atvejais | genomg reikia integruoti DNR seka,
taciau Siuo atveju fluorescencinio signalo aukstas kontrastas yra ne dél ilgo pasikartojanciy seky regiono,
bet dél fluorescenciniais baltymais pazyméty ParB baltymy oligomerizacijos (1.4 pav.).

ANCHOR sistema

SEPars1 Fo

\ 4 \ 4
FB 9 FB
\ 4

ParBl [

¥
s i

Pars1\— —/ Pars2
INT1 (~1kb) INT2 (~1kb)

1.4 pav. ANCHOR sistemos scheminé reprezentacija. INT1/INT2 vaizduoja i genomg integruota
ParS1/ParS2 seky lokusa. Modifikuota pagal Viushkov et al., 2022.
ANCHOR sistema buvo pritaikyta specifiniy DNR lokusy vaizdinimui gyvose Iastelése:
dvigrandininiy triikiy jvedimui ir atsistatymui (Saad et al., 2014), CCND1 geno lokalizacijai Zmogaus
lasteliy branduolyje (Germier et al., 2017), enhanserio ir promotoriaus sgveiky tyrimams Drosophila

melanogaster embriono lgstelése (Chen et al., 2018) ir kt.

1.3.3. ZF motyvai ir TALE baltymai
Pazangesni metodai, nereikalaujantys DNR seky integracijos ] genoma, pagristi specifiniy DNR
seky atpazinimu. Tam gali biiti tatkomi molekuliniai jrankiai, tokie kaip cinko pirSto (angl. Zinc Finger,

ZF) domenai ar j transkripcijos aktyvatoriy panasis efektoriniai (TALE) baltymai.

12



Vienas Cys;His> ZF domenas sudarytas i§ 30 aminortigsciy ir atpazjsta trijy baziy pory ilgio seka,
esancig didziajame DNR griovyje (Fairall ir kt., 1993). Siekiant atpazinti ilgesne¢ DNR seka, keli ZF
domenai, su jiems buidingu specifiSkumu, gali buti suliejami lanksc¢ia jungtimi. Buvo parodyta, kad ZF
domeny suliejimas su fluorescenciniu baltymu leidzia Zyméti ir vizualizuoti pasikartojancias DNR sekas
genome, pavyzdziui, iSsidésciusias centromeriniuose regionuose (Lindhout et al., 2007).

TALE baltymai taip pat gali buti pritaikomi specifiniy DNR seky atpazinimui ir jy
fluorescenciniam zyméjimui. Skirtingai nuo ZF motyvy, 33-35 aminoriigi¢iy ilgio TALE motyvai
specifiskai atpazjsta tik vieng o ne tris nukleotidus (Boch et al., 2009; Moscou & Bogdanove, 2009). Dél
Sios priezasties Sie baltymai gali buti pritaikyti specifiSkai atpazinti bet kokig sekg genome. TALE
jrankiai yra tinkami pasikartojanciy seky, esanciy telomerinése ar centromerinése srityse, vaizdinimui
bei jy dinamikos tyrimams (Ma et al., 2013; Miyanari et al., 2013).

Nors §Sie metodai tinkami pasikartojanciy seky fluorescenciniam Zymeéjimui, jy pritaikyma riboja
sudétingas dizainas ir konstravimas. Be to, dél silpno fluorescencinio signalo, jie yra sunkiau pritaikomi

pavieniy lokusy zymejimui genome.

1.3.4. CRISPR-Cas sistema

CRISPR-Cas yra bakterijoms ir arché¢joms biidinga adaptyvaus imuniteto antivirusiné sistema.
Pagal efektoriniy baltymy skaiciy, $i sistema yra skirstoma i dvi klases (Koonin et al., 2017). Skirtingai
nuo l-os klasés, 2-ai klasei yra biuidingas tik vienas efektorinis baltymas (Makarova et al., 2015).
Efektoriniai baltymai sgveikauja su nukreipianc¢igja CRISPR RNR (crRNR) molekule. Susidargs Cas
baltymo-ribonukleortigsties kompleksas yra nukreipiamas link DNR sekos, kur pagal komplementarumo
principg sgveikauja su taikinine DNR seka, esancia Salia su protoskirtuku asocijuoto motyvo (angl.
protospacer adjacent motif, PAM).

Keiciant crRNR seka, Cas baltymai gali biiti nesudétingai perprogramuojami atpaZinti bet kuria
taikininés DNR seka. I ir V tipo efektorinio baltymo-nukleoriigSties kompleksas atpazings PAM seka,
su taikiniu sgveikauja susidarant R kilpai ir RNR-DNR heterodupleksui. Tai lemia efektorinio baltymo
konformacijos pokytj, dél ko, tikslingje srityje yra jvedamas DNR dvigrandininis triikis.

Cas12 Seimos ir Cas9 baltymy katalitinio centro taskiniai mutantai yra prarade¢ endonukleazinj
aktyvumga, bet neprarade gebéjimo sgveikauti su taikinine DNR seka (Qi et al., 2013; Yamano et al.,
2016). Tolimesnis katalitiSkai neaktyviy Cas baltymy suliejimas fluorescenciniais baltymais, ankstyvyjy
tyrimy metu, leido juos pritaikyti telomery vaizdinimui bei pavieniy genomo lokusy zyméjimui Zzmogaus
lastelése (Chen et al., 2013). Buvo parodyta, kad pavieniy lokusy efektyviam Zyméjimui yra reikalingas
dCas9-eGFP nutaikymas j bent 26-36 skirtingas taikinines DNR zmogaus Igstelése.
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1.4. Schizosaccharomyces pombe, kaip modeliné sistema chromatino tyrimams

Mielés yra vienalasCiai organizmai, priklausantys gryby karalystés Ascomycota tipui. Pagal
dalijimosi buida jos skirstomos j besipumpuruojanéias (pavyzdziui, Saccharomyces cerevisiae) ir
skylancias (pavyzdziui, Schizosaccharomyces pombe) mieles. Abi raSys yra placiai taikomos kaip
modelinés sistemos tiriant evoliuciskai konservatyvius Iastelinius procesus, biidingus aukstesniesiems
eukariotiniams organizmams. Taip pat, mieliy Igstelés yra lengvai kultivuojamos, o jy genomu galima
nesudétingai manipuliuoti pasitelkiant jvairius molekulinius jrankius.

Nors S. pombe ir S. cerevisiae genomo dydis panasus (~12—14 Mb), jy genomo struktiira gerokai
skiriasi. S. pombe genomui budingas didelis kiekis introny (~4730), ilgi centromeriniai regionai ir
iSreikStas heterochromatinas, o S. cerevisiae genome randamos tik ~272 introninés sekos, centromeros
yra trumpos (Wood et al., 2002). Be to, nors S. cerevisiae turi 16 chromosomy, o S. pombe tik 3, taciau
pastarosios yra ilgesnés ir strukturiS$kai sudétingesnés (Pidoux & Allshire, 2004). D¢l kompleksiskumo,

S. pombe yra tinkamas modelinis organizmas tirti chromosomy organizacija ir struktiir.

1.4.1. S. pombe chromatino ir chromosomy sruktura

Kadangi S. pombe haploidiniam organizmui yra buidingos tik 3 chromosomos, chromatino
organizacijos ir dinamikos tyrimy analiz¢ yra daug paprastesné, 0 haploidiniy lasteliy interfazés stadijoje
yra stebimas labai struktiirizuotas chromosomy i$sidéstymas branduolyje.

S. pombe chromosomoms yra budinga Rabl konfigiracija. (Funabiki et al., 1993). Visy trijy
chromosomy centromeros yra susitelkusios Salia branduolio periferijos, kur yra iSsidéstes verpstés
poliaus kuinelis (angl. spindle pole body), mielése atliekantis centrosomos funkcija. Tuo tarpu telomeros
yra susitelkusios prieSingame branduolio puséje, netoli branduolélio. Branduolélis iSsidésto viename i$
branduolio poliy, o jame lokalizuojasi III chromosomoje esancios pasikartojancios ribosominés DNR

sekos (Uzawa & Yanagida, 1992) (1.5 pav.).
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1.5 pav. S. pombe mieliy branduolio organizacija. Modifikuota pagal Gallardo et al., 2019.

Tyrimai rodo, kad S. pombe, kaip ir aukstesniesiems eukariotiniams organizmams, yra budingos

chromosomy teritorijos (Mizuguchi et al., 2014).

1.4.2. S. pombe Siuolaikiniai chromatino tyrimy metodai

Gyvy S. pombe lgsteliy genominés DNR vaizdinimui dazniausiai yra pritaikoma vienspalvé
FROS sistema, kuri remiasi Lacl-LacO sgveika.

Ankstyvyjy tyrimy metu, integravus LacO pasikartojancias DNR sekas Salia centromerinés
srities, mitozés metu buvo tirta centromeros dinamika (Tatebe et al., 2001). Kito tyrimo metu buvo
sukurta S. pombe biblioteka, apimanti LacO seky integracija j vieng i§ 143 galimy genomo lokusy, kurie
bibliotekoje yra is$sidéste mazdaug kas 90 kbp (Ding et al., 2019). Toks kamienas buvo naudojamas
identifikuoti chromosomy sritis, su kuriomis saveikauja Sebl-mCherry baltymas. Siame tyrime genomo
lokusai buvo identifikuoti kolokalizuojant Lacl-GFP ir Sebl-mCherry fluorescencinius taskelius.

Pirminiy tyrimy metu buvo sekamas tik vienas genomo lokusas, taciau siekiant fluorescenciskai
tirti du skirtingus genomo lokusus, Lacl-LacO ir TetR-TetO sistemos gali biti pritaikomos kartu.
Dvispalvé FROS sistema S. pombe mieliy lgstelése buvo naudojama didelio masto chromosomy
kondensacijos tyrimams. Buvo parodyta, kad atstumas tarp dviejy fluorescenciniy signaly koreliuoja su
chromatino kondensacijos lygiu: interfazés ar G2 dalijimosi stadijoje atstumas tarp dviejy FROS
sistemos fluorescenciniy taskeliy yra apie 2 kartus didesnis uz atstumg mitozés profazés ar metafazés
stadijose. Taikant genomo inZinerij3, Sis metodas yra tinkamas baltymy, dalyvaujanciy chromatino
kondensacijos procese, nustatymui ir jy svarbos jvertinimui (Petrova et al., 2013). FROS metodas buvo
pritaikytas ir kito tyrimo metu, pirmg kartg parodamt, kad transkripcijos faktorius Zasl yra svarbus

mitotiniy chromosomy kondensacijos reguliatorius (Schiklenk et al., 2018).
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Nors FROS sistema yra tinkama keliy genomo lokusy fluorescenciniam Zymeéjimui, Siam
metodui yra reikalinga ilgy pasikartojan¢iy seky integracija i genoma, dél ko gali buti sutrikdytas
genomo integralumas ir stabilumas. CRISPR-Cas sistema iki $iol buvo pritaikyta tik S. pombe genomo
redagavimui (Torres-Garcia et al., 2020), geny interferencijai (Ishikawa et al., 2021; Ishikawa et al.,

2023), bet ne chromatino vaizdinimui.

1.5. Fluorescenciné mikroskopija

Fluorescencija yra molekuliy savybé, leidzianti sugerti auksStesnés energijos elektromagneting
spinduliuot¢ (trumpesnio bangos ilgio) ir iSspinduliuoti mazesnés energijos (ilgesnio bangos ilgio)
spinduliuotg.

Fluorescencinés mikroskopijos metodai klasifikuojami pagal bandinio Zadinimo biidg ir optinés
sistemos skiriamaja geba. Plataus lauko epifluorescenciné mikroskopija pasizymi viso bandinio tolygiu
Z asies zadinimu. Tac¢iau dél viso bandinio tiirio Zadinimo gali buiti suzadinamos pasalinés molekulés,
deél ko suprastéja tiksliniy fluorofory surenkamo signalo ir foninio triuk§Smo santykis.

Vienas 1§ metody, leidzian¢iy padidinti kontrasta, yra visiSko vidaus atspindzio fluorescenciné
mikroskopija (angl. Total Internal Reflection Fluorescence, TIRF) (Axelrod et al., 2001). Kai |
stikliuko pavirS$iy (ant kurio yra Zemesnio aplinkos liizio rodiklio terpé) krentancios spinduliuotés
kampas yra didesnis uz kritinj kampa, susidaro evanescenciné banga, kuri suzadina tik labai nedidelj
pavirsiaus sluoksnj (~100 nm) arti stikliuko pavirsiaus. Tai reiskia, kad Zadinantis laukas prasiskverbia
1 bandinj labai negiliai. TIRF metodas ypac tinkamas pavieniy molekuliy stebéjimui dél didelio kontrasto
ir mazo foninio triuk§mo. Taciau gyvy biologiniy sistemy vaizdinimui Sis metodas néra tinkamas dél ne
viso lgstelés tiirio suzadinimo (zadinama tik apatiné membrana).

Dar vienas metodas — konfokaliné mikroskopija, pasizymi tuo, kad zadinimo spindulys
fokusuojamas viename taske, o detektorius surenka fluorescencijg tik i§ sufokusuoto tiirio (Nwaneshiudu
et al., 2012). Papildomai pasitelkiami bandinio arba lazerio spindulio skeneriai leidzia i§gauti aukStos
raiSkos trimatj vaizda. Taciau dél taSkinio Zadinimo ir skenavimo $is metodas néra optimalus greitiems

dinaminiams procesams vaizdinti, ypa¢ gyvose sistemose.

1.5.1. Fluorescenciniai zondai

Molekuliy detekcijai taikant fluorescencing mikroskopija yra reikalingi fluorescuojantys zondai.
Be absorbcijos ir emisijos spektry, jie taip pat yra charakterizuojami ekstincijos koeficientu,
apibiidinanciu, kokig elektromagnetinés spinduliuotés dalj fluorescuojanti molekulé gali sugerti.
Fotostabilumas yra kita fluorescuojan¢iy molekuliy savybé, nusakanti, kaip greitai fluoroforas
negriztamai iSbluks. Fluoroforai taip pat turi savitas kvantines iSeigas, apibiidinancias fluorescencijos
efektyvuma. Kitos savybés, pagal kurias fluoroforai gali biti charakterizuojami, yra jautrumas aplinkos
pH, fluorescencijos gyvavimo trukme ar kt. (Schirripa Spagnolo & Luin, 2022).

16



Yra trys fluorescuojanc¢iy molekuliy tipai: fluorescenciniai baltymai, fluorescenciniai dazikliai,
nanodalelés (kvantiniai taskai, nanodeimantai). Kiekvienas tipas turi trakumy ir privalumy, todél zondo
tipas yra pasirenkamas pagal eksperimento dizaing.

Fluorescenciniai dazikliai yra nedidelio dydzio (< 1 nm), pasizymi didele kvantine iSeiga, auksStu
fotostabilumu ir dideliu ekstincijos koeficientu, todél jy pritaikymas yra ypac tinkamas in vitro tyrimams.
Tokie dazikliai dazniausiai kovalentiskai prijungiami prie tiksliniy molekuliy per specifines chemines
grupes. Vis délto, jy taikymas in vivo tyrimuose yra sudétingesnis dél nespecifinés saveikos su kitomis
molekulémis ir galimo toksiSkumo.

Fluorescenciniai baltymai yra koduojami DNR sekoje. Geny inzinerija leidzia nesudétingai
sulieti tikslinj baltyma su fluorescuojan¢iu zondu. Toks zyméjimas yra specifinis ir nereikalauja
papildomy cheminiy modifikacijy. Fluorescenciniai baltymai suderinami su biologinémis sistemomis ir
pasizymi mazu fototoksiSkumu. Tac¢iau fluorescenciniai baltymai daZniausiai turi mazesnj ekstincijos
koeficienta, yra maziau fotostabilis ir dél to grei¢iau iSblunka nei cheminiai dazikliai.

Nanodalelés yra treciasis fluorescuojanciy zondy tipas. Kvantiniai taskai ir nanodeimantai yra
itin fotostabilus ir gali fluorescuoti ilgg laika, tod¢l jie idealiai tinka ilgo laiko vaizdinio eksperimentams.
Taciau tiek kvantiniai taSkai, tiek nanodeimantai yra palyginti dideli (daznai > 10 nm), o tai gali paveikti

ju difuzijg ir sgveika su biologinémis struktiiromis (Medintz et al., 2005; Mochalin et al., 2012).

1.5.2. IsSukiai fluorescencinés mikroskopijos tyrimuose gyvose biologinése sistemose

In vivo fluorescencinés mikroskopijos tyrimuose daZniausiai naudojami zondai —
fluorescenciniai baltymai. Nors jie pasizymi geru suderinamumu su biologinémis sistemomis ir uztikrina
specifinj tiksliniy molekuliy Zyméjima, jy fluorescencing iSeiga yra nedidelé. Fluorescenciniy baltymy
signalo kontrasta dar labiau susilpnina lgsteliy autofluorescencija. Tyrimy metu buvo pastebéta, kad
lasteliy autofluorescencija sukelia redukuota nikotinamido adenino dinukleotido forma (NADH)
(Chance & Thorell, 1959), redukuota flavino adenino dinukleotido forma (FADH/FADH>), riboflavinai
(Aubin, 1979), vitaminas A (Exan & Hardy, 1979), PPIX (Bissonnette et al., 1998), arachidono rugstis
(Croce et al., 2004). Didelé dalis $iy molekuliy yra randama mitochondrijose ir liposomose. Sios
molekulés pasizymi skirtingais sugerties (1.6A pav.) ir emisijos spektrais (1.6B pav.) ir prisideda prie

lasteliy autofluorescencijos, biologinj bandinj Zadinant skirtingo ilgio aukstos energijos spinduliuote.
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1.6 pav. Lasteliy autofluorescencija sukelianciy molekuliy sugerties ir emisijos spektrai.
(A) Sugerties spektras. (B) Emisijos spektras. PPIX - Protoporfirinas IX. Modifikuota, pagal Croce

& Bottiroli, 2017.

Fluorescenciniams baltymams taip pat yra biidingas bliks¢jimas (angl. blinking) — atsitiktinis
signalo nutruikimas ir greitas fotoblyskimas (angl. photobleaching), kai fluoroforas negriztamai praranda
gebéjimg fluorescuoti.

Viena i§ galimy strategijy, naudojamy fluorescencinio signalo sustiprinimui, yra dviejy
komponenty fluorescenciniy baltymy sistemos. Taikant Sias sistemas, rekombinantiniai baltymai gali
biti suliejami su trumpesniais fluorescenciniy baltymy fragmentais, o tai padidina baltymo tirpumg ir
teisingg susilankstyma, palengvina klonavima. Be to, priliejant kelias GFP11 B klostes, $i sistema leidzia
iSgauti geresnj fluorescencinio signalo kontrasta, nes viena molekulé yra pazymima keliais
fluorescenciniais baltymais.

Pirma kartg tokia sistema buvo sukonstruota GFP baltymo pagrindu, atskiriant 1-10 B klostes
nuo 11-osios B klostés (Cabantous et al., 2005). Esant abiems GFP komponentams yra galima negrjztama
spontaniné komplementacija. Atskiri sistemos komponentai nepasiZymi fluorescencija ir tik po
komplementacijos GFP baltymas vel gali fluorescuoti. Lyginant su pilno ilgio GFP baltymu, dviejy
komponenty GFP sistemai yra budingos tos pacios spektrinés savybés, mazdaug apie 200 ps trumpesné
fluorescencijos gyvavimo trukme, ~10 % maZesné kvantiné iSeiga (Koker et al., 2018).

Pasitelkus baltymy inzinerijg, buvo sukurti ir kity fluorescenciniy baltymy, tokiy kaip sfCherry,
mRuby4, mNeonGreen2, EGFP2, Capri, Cerulean ir CFP, dviejy komponenty sistemos (Feng et al.,
2017; Tamura et al., 2021).

Fluorescenciniy baltymy fotoblyskimas, kita vertus, galéty biiti prailginamas naudojant PAINT
(angl. point accumulation in nanoscale topography) mikroskopija, pagrista dviejy komponenty silpna
tarpusavio sgveika (Sharonov & Hochstrasser, 2006). Norint Zyméti tikslinius genetinius lokusus
gyvose lastelese PAINT mikroskopija galéty biiti derinama kartu su Siuolaikiniais chromatino Zyméjimo
metodais, kaip CRISPR-Cas sistema. Siuo atveju, fluorofory blyskimo trukmé galéty biti prailginta

skatinant su DNR sgveikaujanc¢iy baltymy disociacijg nuo DNR molekulés. Dél greitesnés disociacijos
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vienas iSblySkes fluorescencinis baltymas greitai gali buti pakeistas kitu, dar neiSblySkusiu
fluorescenciniu baltymu. Iki $iol $i strategija nebuvo pritaikyta S. pombe lastelése.

Visgi yra zinoma, kad SpCas9-sgRNR komplekso ir DNR taikinio sgveika yra labai stabili.
Escherichia coli 1astelése, katalitiSkai neaktyvaus SpCas9 mutanto ir sgRNR komplekso asociacija su
pilnai komplementariu taikiniu yra stabili iki kol prasideda DNR molekulés replikacija (Jones et al.,
2017).

V tipo Casl2a Seimos baltymams taip pat yra budinga stabili sgveika su taikinine DNR.
Pavyzdziui, katalitiSkai neaktyvaus AsCasl2a baltymo ir crRNR komplekso kofr verté yra 2.3 (+ 0,3)x
10~*s7!, tai rodo, kad d4sCas12a-crRNR kompleksas, atpazines taikinine seka, disocijuoja mazdaug po
72 min (Strohkendl et al., 2018). Tadiau buvo parodyta, kad jvedant 1 nukleotido nesutapimus
skirtingose vietose tarp crRNR ir jai komplementarios DNR sekos, pasikeic¢ia d4sCasl2a-crRNR
komplekso disociacija. Pavyzdziui, nesutapimo jvedimas 4-oje pozicijoje (nuo PAM sekos) lemia
baltymo-ribonukleortigs§ties komplekso disociacija po ~7,1 sek., tuo tarpu nesutapimas 10-oje pozicijoje
—vos ~0,2 sek. trunkancia saveika iki pilnos disociacijos (Strohkendl et al., 2018).

Taigi Cas baltymy-nukleortigsties kompleksy disociacija nuo substratinés DNR galéty buti
pagreitinama jvedant vieno nukleotido nesutapimus tarp crRNR/sgRNR ir jai komplementarios
taikininés DNR. Tokia sistema galéty biiti pritaikoma PAINT mikroskopijos metodui, siekiant

netiesiogiai prailginti fluorescencinio signalo trukme.
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2. Medziagos ir metodai
2.1. Medziagos

2.1 lentelé. Darbo metu naudoti S. pombe Igsteliy kamienai.

Kamienas | Genotipas

C2566 h-, LacO::lysl+ , Lacl-GFP::his7+ , Chrl 1.5Mb::TetO-hphMX, Z locus::TetR-

tdTomato-natMX, leul-32, ura4-D18, ade6-M210

TA369 h- ura4-D18

2.2 lentelé. Darbo metu naudoti E. coli lgsteliy kamienai.

Kamienas | Genotipas

DH5a F— 080lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rK—, mK+) phoA

supE44 }—thi-1 gyrA96 relAl

DH10B F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) p80lacZAM1S5 AlacX74 recAl endAl araD139

A(ara-leu)7697 galU galK A—rpsL(StrR) nupG

2.3 lentelé. Darbo metu naudoti cheminiai reagentai

Reagentas Gamintojas
Adeninas SERVA Electrophoresis GmbH
Agaras FORMEDIUM
Amonio chloridas Carl Roth
Biotinas Thermo Scientific
Boro rugstis Carl Roth
CaCl2-2H20 Carl Roth

Cinko sulfatas heptahidratas | Carl Roth

Citriny rugstis Carl Roth

CuSO0Oq -5H20 Carl Roth

DTT Thermo Scientific
FeCl,-6H20 Carl Roth
Gliukozé Carl Roth

HEPES Sigma Aldrich
Histidinas Sigma Aldrich
Inozitolis Thermo Scientific
IPTG Sigma Aldrich
Kalio vandenilio ftalatas Thermo Scientific
KCI Carl Roth
KH2PO4 Sigma Aldrich

Kl Carl Roth
L-leucinas Sigma Aldrich
L-lizinas Sigma Aldrich
MgCl2-6H.0 Carl Roth

Mieliy ekstraktas FORMEDIUM
MnSO4 Carl Roth
Molibdeno riigstis Sigma Aldrich
NazHPO4 Carl Roth
Na2SO4 Carl Roth

NaCl Sigma Aldrich
NH4CI Sigma Aldrich
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2.3 lentelé. Darbo metu naudoti cheminiai reagentai. Lentelés te¢sinys.

Reagentas Gamintojas
Nikotino riigstis Carl Roth
Pantoneno riigstis Sigma Aldrich
Peptonas FORMEDIUM
Sorbitolis Carl Roth
Uracilas Sigma Aldrich
ZnS04-TH>O Sigma Aldrich
Rinkiniai

,GeneJET PCR Purification Kit* (Thermo Scientific)
,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*“ (Thermo Scientific)
,GeneJET Gel Extraction Kit*“ (Thermo Scientific)

Schizosaccharomyces pombe mitybinés terpés

YE skysta terpé: mieliy ekstraktas (5 g/L), D-gliukozé (30 g/L), adeninas (225 mg/mL), uracilas
(225 mg/mL), L-leucinas (225 mg/mL), histidinas (225 mg/mL), lizinas (225 mg/mL).
Sterilizuojama be L-gliukozés, autoklavuojant 20 min. 121 °C temperatiroje esant 1 atm. slégiui.
EMM skysta terpé: kalio vandenilio ftalatas (3 g/L), Na2HPO4 (2.2 g/L), NH4CI (5 g/L), L-
gliukozé (20 g/L), 50x drusky tirpalas (20 mL/L), 1000x vitaminy tirpalas (1 mL/L), 10000x
mineraly tirpalas (0,1 mL/L). Terpé sterilizuojama filtruojant pro 0,22 pum filtrus.

Escherichia coli mitybinés terpés

LB skysta terpé: mieliy ekstraktas (5 g/L), peptonas (10 g/L), NaCl (10 g/L).

MO skysta terpé: 5x drusky tirpalas (1x), MgSO4 (2 mM), CaClz (0.1 mM), 50x MEM EAA (1x),
100x MEM NEAA (1x), L-gliukozé (4 g/L) arba glicerolis (4 g/L). M9 kieta terpé buvo ruosiama
vandenyje autoklavuotg agarg (3 g/L) papildant aprasytais komponentais.

Tirpalai ir buferiai

50x drusky tirpalas: CaCl2-2H20 (4,99 mM), KCI (0,67 M), NaSO4 (14,1 mM), MgCl»-6H.0
(0,26 M). Darbo metu naudotas ruosiant EMM mitybing terpe.

1000x vitaminy tirpalas: biotinas (40,8 uM), inozitolis (55,5 mM), nikotino ragstis (81,2 mM),
pantoteno riigstis (4,2 mM). Darbo metu naudotas ruosiant EMM mitybing terpe.

10000% mineraly tirpalas: KI (6,02 mM), MnSQO4 (23,7 mM), ZnSO4-7H20 (13,9 mM),
FeCl2-6H20 (7,4 mM), CuSQO4-5H,0 (1,6 mM), boro ragstis (80,9 mM), citrinos ragstis (47,6
mM), molibdeno ragstis (2,47 mM). Darbo metu naudotas ruoSiant EMM mitybing terpe.

5% drusky tirpalas: NaHPO4 (238,7 mM), KH2PO4 (110,2 mM), NaCl (42,77 mM), NH4Cl (93,47
mM). Darbo metu naudotas ruoSiant M9 mitybine terpg.
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e DTT elektroporacijos buferis: DTT (25 mM), sorbitolis (0,6 M), HEPES (20 mM, pH 7,5). Darbo

metu naudotas ruoSiant elektrokompetentines Schizosaccharomyces pombe Igsteles.

2.4. lentelé. Darbo metu naudoti fermentai.

Tipas

Pavadinimas

Gamintojas

Polimerazés

Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase

Thermo Scientific

Restrikcijos endonukleazés FastDigest Dpnl Thermo Scientific
FastDigest Mssl Thermo Scientific
FastDigest BstXI Thermo Scientific
FastDigest Xhol Thermo Scientific
FastDigest BamHI Thermo Scientific
FastDigest Eco311 Thermo Scientific
Fosfataz¢ T4 PNK (10 U/uL) Thermo Scientific

Ligavimo rinkiniai

NEBuilder HiFi DNA Assembly
Master Mix

New England Biolabs (NEB)

T4 DNA ligazé

Thermo Scientific

2.5. lentelé. Darbo metu naudotos S. pombe plazmidés.

Pavadinimas | Svarbiausi elementai Saltinis

pAV0612 pAde6(Pmel)-p(tdh1)-3mTagBFP2-RitC- Dovana i§ Sophie Martin
terminator(SCADH1)-bsdMX (Addgene plazmidé: #133505)

pMR4 pAde6(Pmel)-p(tdh1)-GFP1-10-RitC- Sukonstruota Sio darbo metu
terminator(SCADH1)-bsdMX

pYZ714 ADH1-dFnCas12a-Clr4-pfbal-Bsal pad Addgene plazmidé: #132955

pMR6 ADHB81-dFnCasl2a-Clr4-pfbal-Bsal pad Sukonstruota §io darbo metu

pMR7 ADH1-dFnCasl12a-GFP11x7-pfbal-Bsal pad Sukonstruota Sio darbo metu

pMR8 ADHB81-dFnCasl2a-GFP11x7-pfbal-Bsal pad Sukonstruota §io darbo metu

pFAGa- pFA6a-kanMX6-P81nmtl Addgene plazmide: #39282

kanMX6-

P81nmtl

pPMR11 ADH1-dFnCasl12a-GFP11x7-pfbal-3xcrRNA- Sukonstruota Sio darbo metu
SPAC7DA4.12c

pMR12 ADHB81-dFnCasl12a-GFP11x7-pfbal-3xcrRNA- | Sukonstruota §io darbo metu
SPAC7DA4.12c

pMR13 Nmt81-dFnCasl2a-GFP11x7-pfbal-Bsal pad Sukonstruota Sio darbo metu

pMR14 Nmt81-dFnCasl2a-GFP11x7-pfbal-3xcrRNA- Sukonstruota Sio darbo metu
SPAC7DA4.12c

pMR17 Nmt81-dFnCasl2a-GFP11x7-pfbal-9xcrRNA- Sukonstruota Sio darbo metu
SPAC7DA4.12¢

pPMR20 Nmt81-dFnCasl2a-GFP11x7-pfbal-3xcrRNA- Sukonstruota Sio darbo metu
ade6

pPMR26 Nmt81-dFnCasl2a-GFP11x7-pfbal-1xcrRNA- Sukonstruota Sio darbo metu
LacO

pMR27 Nmt81-dFnCasl2a-GFP11x7-pfbal-1xcrRNA- Sukonstruota Sio darbo metu
TetO

pMR30 Nmt81-dFnCasl2a-E2C-pfbal-1xcrRNA-LacO Sukonstruota Sio darbo metu

pMR31 Nmt81-dFnCasl2a-E2Cx7-pfbal-1xcrRNA-TetO | Sukonstruota Sio darbo metu
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2.6. lentelé. Darbo metu naudotos E. coli plazmidés.

Pavadinimas | Svarbiausi elementai Saltinis

pTK145 pBAD-FnCasl12a Skyriaus kolekcija

pMJ26 pBAD-dFnCasl2a-GFP-HaloTag Skyriaus kolekcija

pRZ170 pACYC-Spel-crRNA-T2-HDV-Cm Skyriaus kolekcija

pMR29 pACYC-Spel-crRNA-T1(LacO)-HDV-Kn Sukonstruota $io darbo metu
pMR28 pBAD-FnCasl2a-eGFP-HaloTag Sukonstruota Sio darbo metu
pSMART1 | 14xLacO Skyriaus kolekcija
pSMART2 | 0xLacO Skyriaus kolekcija

pJP9 pBAD-SpCas9-eGFP-HaloTag Skyriaus kolekcija

pJP10 pBAD-dSpCas9-eGFP-HaloTag Skyriaus kolekcija

pUB2 Spel-T1(LacO)-gRNA Skyriaus kolekcija

2.7 lentelé. Darbo metu naudoti susintetinti DNR fragmentai.

Pavadinimas | Paskirtis Saltinis
GFP1-10 Fragmento jklonavimas j pAV0612 vektoriaus karkasg Twist Bioscience
GFP11x7 Fragmento jklonavimas j pYZ714 ir pMR6 vektoriaus karkasg Twist Bioscience

2.8 lentelé. Darbo metu naudoti pradmenys.

Pavadinimas | Seka (5'—3') PaskKirtis
MT-334 TGATTTACACTTGATTCAAAATGTC | GFP1.10fragmento PGR
MT-335 ATTCGCTTATTTAGAAGTGGTTAC GFP1-10 fragmento PGR
MT-326 CCATGGGAGGCGTCAAACCGA pAV0612 karkaso PGR
MT-327 ATGTGGGTGGTGGACAGGTGCC pAV0612 karkaso PGR
MT-331 CGGTCCGGTACTTCTTCCTG pMR4 kolonijy PGR
MT-317 GCTGCGCACGTCAAGACTG pMR4 kolonijy PGR
MT-332 CTCTGACACATGCAGCTC 3¢ pusés genotipavimui, po integracijos
MT-333 GCAGCTCTCAACAGCAG 3¢ pusés genotipavimui, po integracijos
MT-343 TCTTCGATAATGTCGAGTTCC 5° pusés genotipavimui, po integracijos
MT-344 GTATATACCTTGGCAGCTCAG 5¢ pusés genotipavimui, po integracijos
MT-345 GGTATAAATAGAGGCAGGCG Integruoto GFP1-10 PGR
MT-230 CAGTATAGCGACCAGCATTC Integruoto GFP1-10 PGR
MT-326 CCATGGGAGGCGTCAAACCGA ADHI1 promotoriaus keitimui j ADH81
MT-327 ATGTGGGTGGTGGACAGGTGCC ADHI1 promotoriaus keitimui ] ADH81
MT-340 CCATAAGGTGATCCATGCTTCC pMR6 kolonijy PGR
MT-341 CGCTAATCTGTTTCTTGATGGTG PMR6 kolonijy PGR
BD-1 CAATCCGCCCTCACTACAACCG GFP11x7 fragmento PGR
BD-2 CTACTCTGGCGTCGATGAGGGA GFP11x7 fragmento PGR
MT-17 AAATAAACAAATAGGGGTTCCG PMRY7 ir pMR8 kolonijy PGR
MT-328 GAACAATCAGGAGGGGAAG PMRY7 ir pMR8 kolonijy PGR
MT-347 GGTCTCGAGATAACCATAACCAAAC | pMR7 PGR
CGAATTTTAAATTTCTACTGTTGGG
AGACC
MT-348 GGTCTCGGTTGTAGATCACGAACAA | pMR7 PGR
TGTGCATATCAGAAAATTTCTACTG
GAGACC
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2.8. lentelé. Darbo metu naudoti pradmenys. Lentelés tesinys.

MT-349 GGTCTCGGTTGTAGATCACGAACAA | Nmt81 promotoriaus PGR
TGTGCATATCAGAAAATTTCTACTG
GAGACC

MT-350 GGTCTCCAGTAGAAATTTTCTGATA | Nmt81 promotoriaus PGR
TGCACATTGTTCGTGATCTACAACC

GAGACC
MT-320 CAGGAAAAACGTAACTCTCG pMR13 kolonijy PGR
MT-357 GCTTCTCATCGTCCAGAATC pMR13 kolonijy PGR
MT-230 CAGTATAGCGACCAGCATTC Plazmidés, su jklonuota crRNR kasete,
kolonijy PGR
MT-342 GCGCTACTGTTGCAGTATC Plazmidés, su jklonuota crRNR kasete,
kolonijy PGR

2.9. lentelé. DNR taikiniai j kuriuos darbo metu buvo nutaikytas dFnCas12a-GFP11x7 baltymas.

Pavadinimas PAM Taikininés DNR Seka (5'—3")
T1(SPAC7D4.12c) | TTTG AACCATAACCAAACCGAATTTTA
T2 (SPAC7D4.12c) | TTTA CACGAACAATGTGCATATCAGAA
T3 (SPAC7D4.12c) | TTTG TAGCTCCAGCGAACCACAAAGTA
T4 (SPAC7D4.12c) | TTTG AAGTTGGTCCATGACATATATAA
T5 (SPAC7D4.12c) | TTTG AGTAGATACCGGACATGAAGTTG
T6 (SPAC7D4.12c) | TTTG AAGCACACTGATCCTACAAAATG
T7 (SPAC7D4.12c) | TTTA GAAGAACATATGGCTTCTGCAGC
T8 (SPAC7D4.12c) | TTTG AACGAAGAATATAAAATCACTAT
T9 (SPAC7D4.12c) | TTTC TACCACGAGAATGACCTGTTTTA
T1 (adeb) TTTA AGCGATGGGCTGCCTCTACCATC
T2 (adeb) TTTA CCATAAAGATGCAAAGTTGCACC
T3 (adeb) TTTA AGCAAGATGAAAGATGCTGCCGT
T1 (LacO) TTTG TGGCCACATGTGGAATTGTGAGC
T1 (TetO) TTTA CCACTCCCTATCAGTGATAGAGA
2.2. Metodai

2.2.1. S. pombe integratyvinio vektoriaus konstravimas

pAV0612 vektoriaus amplifikacijai PGR metodu buvo naudojami MT-326 ir MT-327
pradmenys, 0 GFP1.10 amplifikacijai — MT-334 ir MT-335 pradmenys. PGR reakcijai buvo naudota
Phusion polimeraze, reakcija vykdyta pagal gamintojo rekomendacijas. PGR produkty ilgis jvertintas
vykdant 1 % agarozés gelio elektroforeze. Amplifikuota pAV0612 vektoriaus DNR seka papildomai, 30
min., 37 °C temperatiiroje, buvo inkubuota su Dpnl restrikcijos endonukleaze. Abiejy reakcijy produktai
tuomet iSgryninti naudojant ,,GeneJET PCR Purification Kit* rinkinj. GFP1.10 jklonuotas j pAV0612
vektoriaus karkasa Gibson klonavimo metodu, naudojant ,,NEBuilder HiFi DNA Assembly Master
Mix”. Tuomet 5 pL reakcijos miSinio transformuoti j E. coli DH5a kamieng. Sukonstruota pMR4

plazmidé buvo tikrinama vykdant kolonijy PGR su Phusion polimeraze ir MT-331 bei MT-317
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pradmenimis. Plazmidiné DNR buvo i$gryninta naudojant ,,GeneJET Plasmid Purification Kit* rinkinj.

Visos pMR4 plazmidés DNR seka nustatyta Nanopore sekoskaitos metodu (SeqVision).

2.2.2. Mieliy vektoriaus integracija j genomg

Sukonstruotas pMR4 vektorius, pagal gamintojo rekomendacijas, inkubuotas FastDigest
buferyje su Mssl restrikcijos endonukleaze. Vektoriaus linearizacijos efektyvunas patikrintas 1 %
agarozes gelio elektroforezés metodu. Vektorius isgrynintas ,,GeneJET PCR Purification Kit* rinkinio
pagalba. Linearizuotas vektorius elektroporuotas j S. pombe C2566 ir TA369 kamienus. Po
elektroporacijos mieliy lgstelés 1S karto uzsétos ant EMM terpés be adenino. Mieliy kolonijos
atbraukytos ant EMM terpés be adenino, su blasticidinu. IS teigiamy transformanty buvo iSgryninta
genominé DNR ir genotipuojama vykdant PGR su Phusion polimeraze. Galiausiai, integruotas GFP1.10
fragmentas buvo amplifikuotas PGR metu, naudojant MT-345 ir MT-320 pradmenis. Gautas PGR
produktas isgrynintas su ,,GeneJET PCR Purification Kit* rinkiniu ir nusekvenuotas Sanger sekoskaitos

budu (Azenta).

2.2.3. Mieliy genominés DNR skyrimas

10 mL S. pombe Igsteliy, esanciy stacionarioje augimo fazéje, buvo centrifuguotos 2500 x g, 10
min. Lasteliy nuosédos buvo resuspenduotos 1 mL CSE buferyje, papildytos 2 mg/mL mieliy lizés
fermentu, ir inkubuotos 37 °C temperatiiroje 1 val. Sulizuotos lgstelés centrifuguotos 14000 % g, 1 min,
4 °C temperatiiroje. Supernatantas paSalintas, o nuosédos toliau buvo resuspenduotos 450 pL 5x TE
buferio. | mégintuvélj buvo jpilta 50 uL 10 % SDS tirpalo ir inkubuota 65 °C temperatiiroje 1 val. Po
inkubacijos pridéta 150 uL 5 M KAc tirpalo ir inkubuota ant ledo 10 min. Tada méginiai centrifuguoti
14 000xg, 15 min, 4 °C temperatiiroje. Supernatantas pasalintas, o DNR nuosédos praplautos 70 % EtOH
ir i8dziovintos kambario temperatiiroje.

ISdziuvusiose nuosédose suspenduota 350 uLL 5% TE buferio, papildyto 50 pg/mL RNazés A, ir
inkubuota 60 °C, 10 min. Po to pridéta 300 pL fenolio:chloroformo:izoamilalkoholio (25:24:1) miSinio,
méginiai buvo intensyviai vorteksuoti 20 sek. ir centrifuguoti 20 min, 4 °C. Vandeniné fazé perkelta j
naujg mégintuvelj ir ekstrakcija buvo pakartota su fenolio:chloroformo:izoamilalkoholio miSiniu. |
galutinj vandeninés fazés turj pridéta 30 pL 3 M NaAc ir 750 pL absoliutaus EtOH, méginiai inkubuoti
ant ledo 10 min, po to centrifuguoti 10 min. Nuosédos plautos 70 % EtOH ir i§dZiovintos kambario
temperatiroje. Genominé DNR iStirpinta MiliQ vandenyje, o jos koncentracija jvertinta

spektrofotometriskai, naudojant NanoDrop.

2.2.4. ADH1 promotoriaus keitimas j ADH81 (pMR6 plazmidés konstravimas)
pYZ714 vektoriuje esanc¢io dFnCasl2a-Clr4 baltymo geno ADH1 promotorius buvo pakeistas ]
silpnesnj promotoriaus varianta — ADH81. pYZ714 vektorius buvo amplifikuotas PGR metodu,

naudojant MT-326 ir MT-327 pradmenis ir Phusion polimeraz¢. PGR metu promotoriuje esanti TATA
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deézuté nebuvo amplifikuota. PGR produkto ilgis jvertintas vykdant 1 % agarozés gelio elektroforeze.
Tikslinio ilgio produktas buvo iSgrynintas i§ gelio, naudojant ,,GeneJET Gel Extraction Kit* rinkinj.
PGR produkto 5° galai buvo fosforilinti su T4 PNK kinaze (pagal gamintojo reikalavimus). Po
fosforilinimo reakcijos, T4 PNK kinazé inaktyvuota 75 °C, 10 min. Fosforilintas DNR produktas buvo
liguojamas, naudojant T4 ligaze (pagal gamintojo reikalavimus), 4 °C, 16 val. Tuomet 5 pL ligavimo
misinio transformuoti j E. coli DH5a kamieng. Teigiamy E. coli transformanty plazmidés tikrintos
kolonijy PGR produkts, gauta naudojant MT-340 ir MT-341 pradmenis, inkubuojant su BstXI
restrikcijos endonukleaze. Produkto hidrolizé buvo stebima reakcijos miSinj elektroforezés metu
i§frakcionuojant 2 % agarozes gelyje. Plazmidés, kuriy PGR produktas buvo hidrolizuotas, iSgrynintos
,»GeneJET Plasmid Purification Kit*“ rinkiniu. Visos plazmidés DNR seka nustatyta Nanopore

sekoskaitos metodu (SeqVision).

2.2.5. GFP;11x7 suliejimas su dFnCas12a (pMR7 ir pMR8 plazmidziy konstravimas)

GFP11x7 fragmentas amplifikuotas PGR metodu, naudojant Phusion polimeraze, BD-1 ir BD-
2 pradmenis. pYZ714 ir pMR6 plazmidés ir GFP11x7 fragmentas karpyti su Xhol ir BamHI restrikcijos
endonukleazémis (pagal gamintojo rekomendacijas). Reakcijos misiniai i§gryninti naudojant ,,GeneJET
PCR Purification Kit“ rinkinj. Naudojant T4 ligaz¢, GFP11%7 fragmentas jliguotas j pMR6 ir pYZ714
vektoriy karkasus. Ligavimas vykdomas kambario temperatiiroje, 1 val. Tuomet 5 uL ligavimo mi$inio
transformuoti j E. coli DH5a kamieng. Teigiamy E. coli transformanty plazmidés tikrintos kolonijy PGR
produkta, gauta naudojant MT-17 ir MT-328 pradmenis, isfrakcionuojant 1,5 % agarozés gelyje po
elektroforezés. IS atrinkty transformanty plazmideés iSgrynintos ,,GeneJET Plasmid Purification Kit*
rinkiniu. pMR7 plazmidés, su ADH1 promotoriumi, ir pMR8 plazmidés, su ADH81 promotoriumi, DNR

seka nustatyta Nanopore sekoskaitos metodu (SeqVision).

2.2.6. crRNR koduojancios kasetés jklonavimas j pMR7, pMR8 ir pMR13 plazmides

Kiekviena crRNR koduojanti seka uzsakyta i§ IDT, kaip atvirkstinis ir tiesioginis pradmuo. Sie
pradmenys tarpusavyje sulydyti 1,5 mM NaCl buferyje, nuo 95 °C kas 3 sek. temperatiirg sumazinant
po 0,1 °C. Sulydyti pradmenys j vektoriaus karkasg (pMR7, pMRS8 ar pMR13) jklonuoti Golden Gate
metodu, naudojant Bsal restrikcijos endonukleaze ir T4 DNR ligaze, termocikleryje 30 cikly inkubuojant
reakcijos miSinj 1-ajame etape 37 °C, 2 min ir 2-ajame etape 16 °C, 2 min. Tuomet 5 pL reakcijos
misSinio transformuoti j E. coli DH5a kamieng. Sukonstruota plazmidé buvo tikrinama vykdant kolonijy
PGR, naudojant Phusion polimeraze ir MT-230 bei MT-342 pradmenis. Plazmidiné DNR buvo
iSgryninta naudojant ,,GeneJET Plasmid Purification Kit“ rinkinj. Visos plazmidés DNR seka nustatyta

Nanopore sekoskaitos metodu (SeqVision).
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2.2.7. ADH1 promotoriaus keitimas j nmt81

PMR7 plazmidé padauginta PGR metodu, naudojant Phusion polimeraze, MT-347 ir MT-348
pradmenis. Nmt81 promotorius, esantis pFA6a-kanMX6-P81nmtl plazmidéje, amplifikuotas PGR
metodu, naudojant MT-349 ir MT-350 pradmenis. Po DNR seky amplifikacijos, produkty ilgis jvertintas
1 % agarozés gelyje po elektroforezeés. Gauti produktai iSgryninti ,,GeneJET PCR Purification Kit*
rinkiniu. PGR produktai liguoti Gibson klonavimo metodu, naudojant ,,NEBuilder HiFi DNA Assembly
Master Mix”. Tuomet 5 pL reakcijos miSinio transformuoti j E. coli DH5a kamieng. Sukonstruota
plazmidé buvo tikrinama vykdant kolonijy PGR, naudojant Phusion polimerazg¢ ir MT-320 bei MT-357
pradmenis. Plazmidiné DNR buvo i$gryninta naudojant ,,GeneJET Plasmid Purification Kit* rinkinj.

Visos plazmidés DNR seka nustatyta Nanopore sekoskaitos metodu (SeqVision).

2.2.8. Vektoriy elektroporacija j S. pombe lgsteles

Mieliy lastelés auginamos 10 mL EMM terpéje iki kol mieliy kultiros optinis tankis (OD)
pasiekia 0,5-0,8. Lastelés centrifuguojamos 5 min., 3000 aps./min. grei¢iu. Mieliy Igsteliy nuosédos yra
resuspenduojamos 1 mL atvésintu steriliu H20 ir perkeliamus j sterilius 1,5 mL mégintuvélius. Tuomet
lastelés vél yra nusodinamos 4 °C, 2 min., 3000 aps./min. greiciu ir praplaunamos 1 mL 1 M sorbitolio
tirpalu. Lastelés vél nusodinamos ir resuspenduojamos 1 mL DTT tirpalu bei inkubuojamos 15 min., 30
°C. Po inkubacijos, lastelés resuspenduojamos lede atvésintu 160 pL 1 M sorbitolio tirpalu. 40 pL
lasteliy tris yra perkeliamas j atvésintg 1,5 mL mégintuvélj su 10 ng DNR, papipetuojamas ir
perkeliamas | elektroporacijos kiuvete. Elektroporacija vykdoma 1 M sorbitolio tirpale pagal Siuos
parametrus: 2,0 kV, 1 impulsas. Po elektroporacijos mieliy lastelés greitai surenkamos ir greitai
uzséjamos ant selektyvios EMM terpés. Lékstelés apvyniojamos parafilmu ir inkubuojamos 30 °C

termostate 4-6 dienas.

2.2.9. S. pombe l3steliy paruosSimas mikroskopijai

S. pombe kolonija nuo 1ékstelés uzséjama j kolbute su 10 mL EMM terpe ir auginama 16-20 val.
purtykléje, 30 °C, 200 aps./min. Po 16-20 val. inokuliuojamas nedidelis mieliy suspensijos taris j kolbute
su §viezig 10 mL EMM terpe. Persé¢jamas tiiris priklauso nuo lasteliy suspensijos OD. SvieZiai persétoje
terpéje lasteliy koncentracija yra lygi 0,01-0,04 OD/mL, priklausomai nuo auginamo kamieno. Toliau
mielés yra auginamos ~13-16 val. purtykléje, 30 °C, 200 aps./min. iki kol lastelés pasiekia viduting
esponenting fazg. 1 mL mieliy suspensijos yra perkeliamas j 1,5 mL mégintuvélj.

Surenkama tékmés celé su su oro plazma paveiktu, Svariu dengiamuoju stikliuku. | tékmés celés
kanalg suleidziamas sojy pupeliy lektino tirpalas, praskiestas PBS tirpale ir toliau inkubuojamas 7-10
min. Po inkubacijos periodo, tékmés celés kanalas yra praplaunamas ~2 mL EMM terpés. Mieliy

suspensija 10 karty praskiedziama EMM terpéje ir 2 min. pavartant vorteksuojama. 200 pL praskiestos
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S. pombe suspensijos yra suleidziama j tékmés kanalg ir ~10-15 min. inkubuojama iki kol Igstelés nuséda

ir jmobilizuojasi ant sojy pupeliy lektinu padengto dengiamojo stikliuko pavirsiaus.

2.2.10. C2566 kamieno vaizdinimas

Darbe aptariami mikroskopijos eksperimentai buvo atlikti naudojantis misy tyrimy grupés
sukonstruota ir i§vystyta mikroskopijos sistema — miEye (Alsamsam et al., 2022).

C2566 kamienas pries vaizdy registravimg augintas EMM terpéje 1 val. su IPTG (1 mM) arba
16 val. su tetraciklinu (1 pg/mL). Kamienas su dFnCasl2a-GFP11x7 koduojancia plazmide augintas
selektyvioje EMM terpéje be uracilo 1 val. su IPTG (1 mM). Mieliy lastelés buvo paruostos vaizdinimui
pagal anks¢iau aprasytas procediras. Vaizdinimo metu buvo pritaikytas epifluorescencinis viso bandinio
Z asies tolygus Zadinimas. GFP Zadinimui naudotas 488 nm lazerio bangos ilgis, surenkant 65 % GFP
emisijos spektro dalj. Tuo tarpu, tdTomato Zadinimui naudotas 561 nm lazerio bangos ilgis, surenkant
46 % tdTomato emisijos spektro dalj. Vaizdai registruojami naudojant 100 ms ekspozicijos trukme.
Analizé atlikta naudojant Fiji programa. Analizés metu 10, vienoje pavirsiaus pozicijoje, uzregistruoty

kadry buvo suvidurkinti, naudojant vidutinio intensyvumo projekcija.

2.2.11. S. pombe lasteliy branduoliy, su biadingu vizualiu fluorescenciniu taskeliu, analizé
Lastelées mikroskopijai buvo paruostos pagal 2.2.9. apraSytas procediiras. GFP ir tdTomato
vaizdinimas aprasytas 2.2.10. Kiekvienoje grupéje buvo tiriamos ~8-10 skirtingy pavirSiaus pozicijy.
Kiekvienoje pozicijoje vizualiai buvo suskaiciuotas bendras branduoliy skai€ius ir branduoliy skai¢ius
su vizualiai nesunkiai aptinkamu fluorescenciniu tdTomato ar GFP taskeliu. Kiekvienoje grupéje buvo
tiriama 152-165 branduoliy imtis. Procentiné, branduoliy su aptinkamu GFP ar tdTomato taskeliu, dalis

atidéta sudarytos histogramos Y asyje.

2.2.12. S. pombe l3steliy fluorescencinio taskelio signalo-fono santykio analizé

Lastelés mikroskopijai buvo paruostos pagal 2.2.9. aprasytas procediras. GFP ir tdTomato
vaizdinimas aprasytas 2.2.10. Kiekvieng grupe sudaré 21-30 branduoliy, su vizualiai aptinkamu
taSkeliu, imtis. Analizés metu buvo iSmatuotas viso branduolio ir taskelio neapdorotas integruotas
intensyvumas (angl. raw integrated density) bei pikseliy, sudaran¢iy branduolj ar taskelj, skaiius.
Neapdorotas integruotas intensyvumas apibiidina pasirinktame regione esanciy visy pikseliy
intensyvumo sumg. Branduolio fono vieno pikselio vidutinis intensyvumas buvo apskaiciuotas pagal i§
branduolio integruoto intensyvumo atémus taskelio integruotg intensyvumg ir padalijus i§ branduolio
fong (be taskelio) sudaranciy pikseliy skaciaus. Taskelio signalo-fono santykis buvo apskaiciuotas
signalo integruota intensyvumg padalijus 1§ branduolio fono vieno pikselio vidutinio intensyvumo.

Kiekvienos Igstelés branduolio taskelio signalo-fono santykis atidétas sta¢iakampéje diagramoje.
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2.2.13. E. coli augimo ribojimo eksperimentai

SpCas9-eGFP-HaloTag ir FnCasl2a-eGFP-HaloTag sulictiniy baltymy pSMART Ziedinio
substrato kirpimo jvertinimui ir skirtingy sgRNR jtakos SpCas9 baltymo kirpimo jvertinimui buvo atlikti
in vivo augimo ribojimo eksperimentai. E. coli DH10B kamieno, transformuoto su pSMART ir pBAD-
SpCas9-eGFP-HaloTag arba pBAD-FnCasl2a-eGFP-HaloTag plazmidémis arba, atitinkamai,
transformuoto su pSMART ir skirtingas sgRNR koduojanc¢iomis plazmidémis, kolonijos uzsétos j 4 mL
LB skysta terpe su karbenicilinu (50 pg/mL) ir chloramfenikoliu (25 pg/mL) ir augintos 16-18 val.
purtykléje, 37 °C, 200 aps./min. Po 16-18 val., 100 pL E. coli suspensijos perséta i 4 mL Sviezig LB
terpe su atitinkamais antibiotikais ir inkubuojama 2-4 val., 37 °C purtykléje, 200 aps./min., iki kol
kultaros optinis tankis (angl. optical density, OD) pasiekia 0,5-0,6. Tuomet ~1 mL lasteliy suspensijos
staigiai perkeltos j ledo vonele ir 3 kartus praplautos su atvésintu steriliu H20, centrifuguojant 4 °C, 2
min., 6000 aps./min. grei¢iu. Galiausiai, 1astelés resuspenduojamos 100 pL steriliame H20 su 2 pL, 10
ng/uL koncentracijos plazmidiniu vektoriumi, koduojanéiu sgRNR arba crRNR, o0 tarp taikininés DNR
ir sgRNR baziy neatitikimo jtakos substrato kirpimo jvertinimo atveju — elektroporuojamas plazmidinis
vektorius, koduojantis pBAD-FnCasl2a-eGFP-HaloTag. Lastelés surenkamos ir perkeliamos j
atvésintas elektroporacijos kiuvetes. Elektroporacija vykdoma BIO-RAD elektroporatoriuje pagal $iuos
parametrus: 1,8 kV, 1 impulsas. Po elektroporacijos lastelés greitai perkeliamos j LB terpg ir 1 val.
inkubuojamos purtykléje, 37 °C, 200 aps./min. Po inkubacijos, lastelés 1x praplaunamos steriliame H20
ir resuspenduojamos 100 L M9 terpéje. Tuomet M9 terpéje atlickami serijiniai 10 skiedimai ir 5 pL
kiekvieno skiedimo taSkuojami ant augimg neribojancios ir augimg ribojancios (su 0,2% L-arabinoze)

agarizuotos M9 terpés 1éksteliy. Lékstelés inkubuojamos 20 val. 37 °C oriniame termostate.

2.2.14 .E. coli plazmidiniy vektoriy konstravimas

crRNR koduojantis vektorius buvo sukonstruotas pRZ170 plazmidéje pakeitus atsparumo
antibiotikui geng ir crRNR kasete. Gibson klonavimo metodu chloramfenikoliui atsparumo genas buvo
pakeistas j kanR. Tuo tarpu, crRNR kaseté jklonuota pRZ170 vektoriy amplifikuojant PGR metodu ir
naudojant pradmenis su iskySomis. PGR produkto ilgis jvertintas elektroforezés metodu. Galai
fosforilinti su T4 PNK kinaze (pagal gamintojo rekomendacijas). Vektorius recirkuliarizuotas ligavimo
metodu, naudojant T4 DNR ligaze (pagal gamintojo rekomendacijas). Ligavimo miSinys cheminés
transformacijos biidu transformuotas j kompetentines DH5a kamieno lgsteles. Sékmingas ligavimas
patikrintas kolonijy PGR produkta karpant su Eco52l restrikcijos endonukleaze ir visos plazmidés
sekoskaita (SeqVision).

Laukinio tipo FnCasl2a-eGFP-HaloTag baltyma koduojantis plazmidinis vektorius

sukonstruotas Gibsono klonavimo biidu prie pTK145 esancio FnCasl2a geno priliejant eGFP-HaloTag
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koduojancig seka. Sékmingai sukonstruotas vektorius patikrintas kolonijy PGR ir visos plazmidés
sekoskaita (SeqVision).

CRISPR-Cas9 sistemos sgRNR koduojan¢io vektoriaus sgRNR pakeista vykdant visos
plazmidés PGR su i8kySas turinc¢iais pradmenimis. PGR produkto ilgis jvertintas elektroforezés metodu.
Galai fosforilinti su T4 PNK kinaze (pagal gamintojo rekomendacijas). Vektorius recirkuliarizuotas
ligavimo metodu, naudojant T4 DNR ligaze¢ (pagal gamintojo rekomendacijas). Ligavimo miSinys
cheminés transformacijos budu transformuotas j kompetentines DH5a kamieno Igsteles. Sékmingas

ligavimas patikrintas vykdant visos plazmidés sekoskaita (SeqVision).

2.2.15. E. coli cheminé transformacija

E. coli DH5a arba DH10B kamienas nuo agarizuotos LB terpés uzsé¢jamas j 4 mL skystg LB
terpe¢ ir inkubuojamas 16-18 val. purtykléje, 37 °C, 200 aps./min. 100 pL E. coli suspensijos persé¢jama
14 mL Sviezig LB terpe ir inkubuojama 2-4 val., 37 °C purtykléje, 200 aps./min., iki kol kulttiros OD
pasiekia 0,5-0,6. 1 mL E. coli suspensijos perkeliama j atvésintg 1.5 mL mégintuvélj ir centrifuguojama
4 °C, 2 min., 6000 aps./min. grei¢iu. Lasteliy nuosédos resuspenduojamos 1 mL Na® tirpale ir
centrifuguojamos 2 min., 6000 aps./min. grei¢iu. Susidariusios Igsteliy nuosédos resuspenduojamos 1
mL Ca?" tirpale ir 30 min. inkubuojamos lede. Paruostos kompetentinés lastelés centrifuguojamos 2
min., 6000 aps./min. grei¢iu ir resuspenduojamos 70 pL Ca?* tirpale su 1-5 ng plazmidiniu DNR
vektoriumi. Lastelés su DNR papildomai 30 min. inkubuojamos lede. Po 30 min. mégintuvéliai
perkeliami j 42 °C vandens vonelg ir inkubuojami 45 sek., tuomet greitai perkeliami j leda ir inkubuojami
2 min. | 1,5 mL mégintuvélius jpilama 900 pL LB terpés. Tuomet transformuotos E. coli lastelés 1 val.
inkubuojamos 37 °C purtykléje, 200 aps./min. Po inkubacijos lastelés centrifuguojamos o susidariusios
lasteliy nuosédos yra uzs€¢jamos ant agarizuotos mitybinés LB terpés su atitinkamais antibiotikais.

Lékstelés inkubuojamos oriniame 37 °C termostate, 16-18 val.

2.2.16. E. coli mikroskopija

E. coli DH10B kamieno, transformuoto su pBAD-SpCas9-eGFP-HaloTag arba pBAD-
FnCasl2a-eGFP-HaloTag, substratiniu DNR vektoriumi — pSMART ir sgRNR arba, atitinkamai,
crRNR koduojanciu vektoriumi, ~5-10 kolonijos uzsétos j 4 mL M9 terpés su chloramfenikoliu (25
pg/mL), kanamicinu (50 pg/mL) ir karbenicilinu (50 pg/mL). E. coli auginta 16-18 val. purtykléje, 37
arba 30 °C, 200 aps./min. Po 16-18 val. 150 pL E. coli kultiiros suspensijos perséta j §viezig M9 terpe
su atitinkamais antibiotikais ir 3-5 val. auginta purtykléje, 37 arba 30 °C, 200 aps./min. Lasteliy OD
pasiekus 0,5-0,6, lastelés greitai perkeliamos j ledo vonelg.

Tékmeés celé surenkama su oro plazma paveiktu, svariu dengiamuoju stikliuku. | tékmés cele
suleidziamas 0,015% chitozano tirpalas, praskiestas steriliame H2O ir inkubuojamas 7-10 min. Tuomet

téekmés celé yra praplaunama 1 mL M9 terpés. 3 kartus M9 terpéje praskiedziama lgsteliy suspensija ir
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suleidziama ] t€ékmés cele. Tékmes celé centrifuguojama 1000%g, 5 min. Ant stiklo pavirSiaus
nejmobilizuotos lgstelés yra nuplaunamos 2-3 mL M9 terpés, 2,6 mL/min tékmés greic¢iu. Vaizdai yra
registruojami naudojant 1,49 skaitmeninés apertiros 60% didinimo objektyva, bandinj apSvieciant
daugiamode skaidula paremtu Zadinimu. Emisijos kelyje naudotas filtras, praleidziantis bangos ilgj,
esant] 502,5-547,5 nm intervale. Vaizdy registravimo metu mikroskopo kamera yra papildomai
vésinama iki 16 °C. Vaizdai buvo registruojami naudojant skirtingos 488 nm bangos ilgio lazerio galias,

50 ms trukmés ekspozicija. Uzregistruoti vaizdai papildomai apdoroti Fiji programa.
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3. Rezultatai

3.1. S. pombe genominés DNR fluorescencinio Zyméjimo optimizacija

Skirtingy genomo DNR lokusy vaizdinimas yra svarbi chromatino organizacijos ir chromosomy
dinamikos tyrimy dalis. Siuo metu egzistuojantys Zyméjimo metodai turi trikumy. Misy ankséiau
sugalvota strategija teoriSkai galéty leisti juos iSspresti. Taigi, Sio darbo metu buvo pradéta vystyti
CRISPR-Cas sistema paremta genominés DNR lokusy Zyméjimo strategija in vivo. Kaip tyrimy objekta
buvo nusprgsta naudoti Schizosaccharomyces pombe modelinj organizma, o fluorescenciniam genetiniy
lokusy zyméjimui buvo pasirinktas CRISPR-Cas sistemos V tipo Francisella novicida dCasl2a
baltymas, sulietas su fluorescenciniu baltymu. Sio darbo metu buvo konstruojama S. pombe chromatino
lokusy vaizdinimui reikalinga sistema.

Fluorescenciniam vaizdinimui buvo pritaikyta dviejy zaliai fluorescuojancio baltymo (GFP)
fragmenty (GFP 1-10 ir 11-oji B klostés) sistema, kuriy raiska yra vykdoma nuo atskiry promotoriy. Tik
po Siy fragmenty spontaninés komplementacijos, kuriai yra biidingas didelis afiniSkumas ir itin stabili
sgveika (disociacija beveik nestebima), yra atstatoma pilna GFP tretiné struktiira, reikalinga chromoforo
brendimui ir fluorescencijai.

Visy pirma, genetiSkai buvo modifikuojamas $ios strategijos jgyvendinimui pasirinktas ir
turimas C2566 S. pombe kamienas (Petrova et al., 2013), kuris koduoja FROS sistemg. Tolimesniy darby
metu buvo modifikuotas ir naujai gautas TA369 kamienas (Weisman et al., 2005), kuris primena laukinio
tipo kamieng. Linearizuota plazmidé, koduojanti GFP1.10 geng, homologinés rekombinacijos budu, buvo
integruota j ade6 lokusg, taip atstatant C2566 kamieno auksotrofiskumag ade6 atzvilgiu (3.1A pav.).
Sékminga DNR vektoriaus integracija buvo jvertinta agarozés gelio elektroforezés metodu, nustatant

amplifikuoto PGR produkto ilgj (3.1B pav.) ir Sanger sekoskaita.

eraisaiAsieniet
A omologine rekombinacija B GFPHO::ade6 ade6
M  C2566 TA369 C2566 TA369
LSS
lggggg:— — —= 892 bp
800 bpm=—
-

adeé6 lokusas po integracijos

ADH1 892 b
tdh1 ,_L
Il chr. term P
? (CGFPLyo bsdMX AmpR_HIBEK vetd
<

3.1 pav. GFPi-10 integracija j S. pombe genoma. (A) Integracijos strategija ir integruojamos linijinés
DNR sekos elementai. (B) PGR produktai agaroziniame gelyje, gauti PGR metodu amplifikuojant
integruoto fragmento ir genomo sandiira.
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GFP1.10 fragmento raiSka yra vykdoma nuo stipraus konstutyvaus tdhl promotoriaus, taip
siekiant palaikyti didesn¢ Sio fragmento koncentracijg lastel¢je, lyginant su dFnCasl2a-GFPiix7
konstruktu. Tokiu biidu — tikslingai padidinti GFP atskiry fragmenty komplementacijos tikimybeg ir, tuo
paciu, iSlaikyti nedidel; dFnCasl2a-GFP11x7 molekuliy skai¢iy branduolyje.

Fluorescenciskai Zymétas dCasl2a baltymas, prisijunggs prie genetinio lokuso, lokalizuojasi
branduolio plote ir atrodo kaip difrakcijos apribotas (< 300 nm dydzio) individualus fluorescuojantis
taskelis, kuris juda tokiu pat grei¢iu kaip chromosoma. Kadangi uzregistruoto kadro ekspozicijos trukme
yra sglyginai trumpa (100 ms), specifiSkai prisijunges fluorescuojantis taskelis atrodo nejudantis. Tuo
tarpu neprisijungg fluorescencisSkai zyméti dCas12a baltymai greitai difunduoja branduolyje ir sukelia
susiliejusi fona. Jei lokuse yra bent keli DNR taikiniai ir prie jy sékmingai prisijungia fluorescenciskai
zyméti dCas12a, tada minéto tasSkelio kontrastas padidéja. Taigi genetinj lokusa atspindincio taskelio
kontrastas yra atvirk§¢iai proporcingas nuo raiskos ir tiesiogiai proporcingas nuo prisijungusio baltymo
kiekio.

dFnCas12a-GFP11x7 nukreipimas j FROS sistema turin¢ia S pombe chromosoma gali papildomai
pasitarnauti minéto taskelio aptikimui ir erdvinei lokalizacijai branduolyje. Vienas i$ tokiy varianty, yra
fluorescenciskai zyméto dFnCasl2a baltymo nutaikymas j taikining seka, esanéig tarp LacO ir TetO
seky pasikartojimy I chromosomoje. Taigi, s¢kmingo dFnCas12a-GFP11x7 prisijungimo prie Sio taikinio
atveju, turétume matyti du zaliai fluorescuojancius taskus (1-as — GFP-Lacl, 2-as — dFnCas12a-GFP11x7)
ir vieng geltonai fluorescuojantj taskelj (TetR-tdTomato). Siy tasky kontrastas vaizduose priklauso nuo
fono lygio, esant Zemam fonui, kontrastas turéty biti didesnis.

Turédami tai mintyje, genominés DNR Zyméjimo darbus pradéjome C2566 kamiene, su genome
integruotu GFP1.10 fragmenta koduojanc¢iu genu bei FROS sistema. Pirminiy eksperimenty metu buvo
pasirinktos trys DNR taikininés sekos, SPAC7D4.12c lokuse. SPAC7D.12c lokusas yra issidéstes ~1,1
Mb atstumu nuo LacO ir ~1,1 Mb atstumu nuo TetO pasikartojanéiy seky (3.2A pav.). Siekiant jvertinti
ir palyginti fluorescenciskai Zyméto dFnCasl12a raiSkg ir jos jtaka signalo aptikimui, buvo sukonstruoti
du plazmidZziy variantai, kuriuose dFnCasl2a raiSka vyksta nuo konstutyvaus stipraus ADH1 arba
silpnesnio — ADH81 promotoriaus (3.2B pav.). Replikatyviniai mieliy vektoriai buvo elektroporuoti j

C2566 kamieng. Tolimesniy teigiamy C2566 transformanty epifluorescenciniy vaizdinimy metu buvo
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perdengti zalio ir raudono kanaly vaizdai, vizualiai palyginta skirtingy promotoriy raisSka (3.2C pav.).

A T P IRRE! B ADH81

C2566 kamienas n - 1

| _ISRA€?D412C | ADH1 s
I chr. —— —=0 ]

TetR-tdTomato GFP-Lacl crRNR dFnCas12a
116xTetO::sec73 128xLac0::lys1 urad  >—— ars
Il chr. ¢ ) .
adetr dFnCas12a-GFP,,,; raiska

ADH81 ADH1

Il chr. o :
(K G |

3.2 pav. dFnCasl2a fluorescencinio DNR zyméjimo strategijos pritaikymas FROS sistemg
koduojanc¢iame C2566 kamiene. (A) C2566 kamieno FROS sistemos ir dFnCasl2a baltymo
taikiniy i$sidéstymas genome, vienas kito atzvilgiu. (B) Mieliy replikatyviniai vektoriai,
koduojantys dFnCas12a-GFP11x7 ir crRNR kasete. (C) Vizualus DNR Zzyméjimo strategijos
vizualizavimas gyvose S. pombe lastelése. Vaizdy rySkumo skalés suvienodintos. Skalé 2 um.

Remiantis $iais rezultatais, buvo gauti keli pastebéjimai. Pirma, S. pombe kamieno, su pilna
DNR zyméjimo sistema, branduolio fluorescencija yra didesné uz kontroling grupe, kurioje buvo
vaizdintas S. pombe kamienas, netransformuotas su dFnCas12a koduojanciu vektoriumi. Antra, vyksta
dFnCasl2a-GFP1i1x7 ir GFP1.10 nepriklausoma raiska ir abu komponentai yra transportuojami j
branduolj. Trecia, dFnCasl2a baltymo raiSkos lygio padidéjimas tiesiogiai koreliuoja su didesne
branduolio fluorescencija, kurig uztikrina misy pasirinktoje biologingje sistemoje teisingai vykstanti
spontaniné GFP11x7 ir GFP1.10 fragmenty komplementacija. Ketvirta, net ir su mazesniu branduolio fonu,
dFnCasl2a-GFP1ix7 prisijungimo ta$ky nepasteb&jome, todél yra reikalinga tolimesné sistemos
optimizacija.

FROS sistemos integracija ] C2566 S. pombe genomg ir, to pasekoje, vykstanti GFP-Lacl
baltymo raiska (ne visas GFP-Lacl yra prisijunggs prie LacO seky masyvo) lemia branduolio
fluorescencinj fong, kuris stebimas Zaliame spektriniame kanale, bandinj zadinant su 488 nm bangos
ilgiu. Su $io ilgio bangos spinduliuote yra zadinamas ir dFnCas12a-GFP11x7 baltymas.

FROS sistemos pasitelkimas fluorescenciskai zyméto dFnCasl2a-GFP1ix7 prisijungimo viety
paprastesniam iSsiaiSkinimui turi potencialo, nes Siame kamiene jau yra koduojami du fluorescuojantys
atskaitos taskai: su LacO sekomis sgveikaujantis GFP-Lacl ir su TetO sekomis sgveikaujantis TetR-
tdTomato. Taciau aukStas branduolio fonas sumazina taskeliy kontrasta ir apsunkina dFnCasl2a-
GFP11x7 vaizdinimg. Taigi, zyméjimo strategijos optimizacijos etapuose nusprendéme pritaikyti naujai
gauta, fluorescenciniy baltymy nekoduojantj, uracilui auksotrofinj kamieng — TA369, | kurio genomg
jterpéme GFP1.10 fragmenta.
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Siekdami jvertinti koreliacijg tarp fluorescenciskai zyméto dCasl2a ekspresijos lygio ir
branduolio fono, sukonstravome DNR vektorius, turin¢ius dFnCasl2a-GFP11x7 koduojancio geno 3
promotoriy variantus: ADH1, ADHS81 ir nmt81 (3.3A pav.). Nmt81 promotorius papildomai gali biiti
slopinamas mieliy augimo terpe¢ praturtinant tiaminu, todél i§ viso galéjome patikrinti keturis
dFnCas12a-GFP11x7 baltymo rai$kos intensyvumus. Siekdami stebéti rySky taskelj, kuris atsiranda dél
prie chromosomos prisijungusio dFnCasl12a, fluorescencisSkai zymétg dFnCasl2a-GFP11x7 baltyma,
nutaikéme ] 3 skirtingas sritis SPAC7D4.12¢ lokuse (3.3B pav.). Raiska nuo skirtingy promotoriy
galé¢jome jvertinti matuodami lgstelés branduolio fluorescencijg (3.3C pav.).

Stebéjimai patvirtino, kad ADH1 promotorius yra netinkamas, nes sukelia didelj fluorescencinj
fong. Raiska nuo ADH81 promotoriaus lémé vidutinj branduolio fluorescencinj fong. Sickdami lgstelés
branduolyje palaikyti nedidelj fluorescencinj fong, tolimesniems darbams pasirinkome silpniausig
nmt81 promotoriy.

Nutaikius dFnCasl2a-GFP11x7 baltymo-nukleoriigsties kompleksa j 3 skirtingus taikinius
SPAC7D4.12c lokuse, uz branduolio fong rySkesnis fluorescencinis taskelis branduolio plote nebuvo
stebimas. Tai nebitinai reiskia, kad dFnCasl2a-GFP11x7 nesijungia prie chromosomos lokuso. Vienas i§
paaiskinimy yra, kad ant lokuso prisijungusiy baltymy kiekis yra nepakankamas, kad jy suminis signalo
lygis perkopty fono lygj. Todél, toliau tgsdami darbus, pasirinkome jvertinti dFnCasl2a-GFP1ix7
taSkelio aptikimg, papildomai, baltymag nutaikius j 3 sritis ade6 gene arba j 9 skirtingas sritis
SPAC7DA4.12c lokuse (3.3B pav.). Didesnis taikininiy DNR seky kiekis lemia didesnj dFnCasl2a-
GFP11x7 RNP kompleksy skai¢iaus iSsidéstyma greta, o tai gali padéti iSgauti stipresnj fluorescuojantj
taskelj. Vaizdai buvo registruojami skenuojant bandinj pagal Z asj, atliekant 400 nm zingsnj (3.3D pav.).
Visgi vieno uztektinai rySkaus GFP fluorescencinio taSkelio branduolio plote pastebéti nepavyko, vietoje
to buvo stebimi keli intensyvesni taskeliai, kurie galéjo atsirasti dél jvairiy su dFnCasl2a-GFP11x7
baltymo-nukleortigsties kompleksu susijusiy priezaséiy: nespecifinés komplekso saveikos su DNR,

létesnio komplekso difuzijos greicio tam tikrose branduolio dalyse, komplekso agregacijos ar kt.
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3.3 pav. Chromosomos lokuso fluorescencinio Zyméjimo schema gyvose S. pombe mieliy 1astelése.
(A) Plazmidé koduojanti dFnCasl2a. (B) dFnCasl2a-crRNR taikiniai genome. (C) Skirtingy
promotoriy palyginimas pagal viduting branduolio fluorescencija. Grupés: 1 — laukinio tipo; 2 —
laukinio tipo, transformuota ADHI1-dCasl2a-GFPii1x; plazmide; 3 —ade6::GFPj.j0; 4 —
ade6::GFPj.j9, transformuota ADHI1-dCasl2a-GFPi1x7 plazmide; 5 — ade6::GFPj-o,
transformuota ADH81-dCas12a-GFP11x7 plazmide; 6 — ade6.:GFPj.jo, transformuota nmt81-
dCas12a-GFPyix7 plazmide; 7 — ade6::GFPj.j9, transformuota ADHI1-dCas12a-GFPix7

Branduolio fluorescencija

——
3

9 skirtukai

10°

3 skirtukai

102 |

SPAC7D4.12c SPAC7D4.12c¢ O

Vidut. branduolio fluorescencija (a.u.)

ade6b
3 skirtukai

1 2 3 4 5 6 7
Grupe

plazmide. Fluorescenciniy vaizdy rySkumo skalé suvienodinta. Skale — 2 pum. (D)
Fluorescencinio DNR Zyméjimo efektyvumas, priklausomai nuo DNR lokuso ir taikiniy
skaiCiaus.

Taigi, Siame skyriuje apraSyty darby metu buvo sukonstruota S. pombe fluorescenciné DNR
Zyméjimo sistema, sudaryta i§ GFP1.10 ir dFnCas12a-GFP11x7, buvo pritaikyta keliuose kamienuose (su
FROS sistema ir be jos). Su Siais kamienais atlikty tyrimy metu buvo nustatyta, kad sukonstruota dviejy
komponenty GFP sistema yra funkcionali — komponentai asocijuojasi ir kompleksas yra pernesamas j

branduolj. Taip pat pavyko palyginti skirtingus dFnCasl2a-GFP1ix7 promotorius. Tolimesniems
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darbams pasirinkome nmt81 promotoriy. Taip pat buvo iSbandyta keletas tikslinio lokuso zyméjimo

varianty, taciau nei viename i$ jy tikslino lokuso fluorescencinio taskelio pastebéti nepavyko.

3.2. dFnCas12a-GFPi1x7 nutaikymas j FROS sistemos pasikartojancias sekas

Ankstyvyjy tyrimy metu nepavyko pastebéti tikslinio dFnCas12a-GFP11x7 prisijungimo jvykio,
kuris gali bati identifikuojamas kaip, S. pombe branduolio plote esantis, fluorescencinis taskelis. Taip
galéjo atsitikti dél keleto priezas¢iy: per mazo taikininiy seky skaiciaus, taikiniy neprieinamumo ir t.t.
Todél, tolimesniy darby metu buvo siekiama dFnCasl12a-GFP11x7 RNP kompleksa nutaikyti j C2566
kamieno pasikartojancias 128xLacO ir 116xTetO sekas (Schiklenk et al., 2018; Petrova et al., 2013).
Toks nutaikymas j pasikartojan¢ias sekas turéty sukelti didesn] taskelio (esan¢io branduolio fone)
kontrastg. Taskelio aptikimo atveju biity galima daryti iSvadg, kad Sis baltymas gali prisijungti prie
taikinio lokuso. Taciau, kad galétume nutaikyti j sekas, mums pirma reikéjo iSsiaiskinti kokia yra j §j
kaming jterpto LacO/TetO masyvo seka. Si infomacija nebuvo publikuota. Todél nutaréme nusekvenuoti
turimg C2566 kamieno, koduojancio GFP1.10 fragmenta, genoma. Kiek mums zZinoma, mes esame pirmi,
kurie Siame darbe nusekvenavome C2566 kamieno, koduojanc¢io GFPi10 fragmenta, genomag,
pritaikydami NanoPore sekoskaitos metodu. Iki $iol nebuvo zinoma j S. pombe genomg integruoty LacO
ir TetO DNR motyvy seka. Sekoskaitos rezultatai ir tolimesné pasikartojan¢iy seky paieska atskleidé
TetO ir LacO elementy skaiciy, DNR sekas bei i$sidéstyma genome. Skirtingai nei pateikta literatiiroje
(Schiklenk et al., 2018; Petrova et al., 2013), C2566 kamiene iS viso buvo aptiktos 62xLacO ir 73xTetO
sekos. Zinodami sekas, galéjome parinkti tinkamus taikinius, $alia kuriy yra i§sidés¢iusi PAM seka ir i

Siuos pasikartojancius elementus nukreipti dFnCas12a-GFP11x7 RNP kompleksa (3.4 pav.).

LacO Taikininé seka LacO
5 -AAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACATGTGGCCACAAATTGTTATCCGCTCACAATTC -3'
3'-TTTAACAATAGGCGAGTGTTAAGGTGTACACCGGTGTTTAACAATAGGCGAGTGTTAAG-5'
PAM
Taikininé seka TetO

5:-TTCTCTATCACTGATAGGGAGTGG AAACTCGACTTTCACTTTITCTCTATCACTGATAGGGAG-3'
3 -‘AAGAGATAGTGACTATCCCTCACCATTTGAGCTGAAAGTGAAAAGAGATAGTGACTATCCCTC-5'

TetO PAM

3.4 pav. FROS operatoriy DNR sekos, nustatytos nanoporos sekoskaitos metodu ir pasirinktos
FnCas12a taikininés DNR sekos.
dFnCasl2a-nukleortgsties komplekso saveikai su taikinine DNR yra reikalingas §iy LacO ir
TetO seky atlaisvinimas. C2566 kamiene su jomis saveikauja, atitinkamai Lacl ir TetR baltymai. GFP-
Lacl ir TetR-tdTomato baltymy disociacija nuo jiems giminingy operatoriaus seky buvo skatinama S.
pombe mieliy kulttrg kultivuojant minimalioje terpéje, praturtintoje IPTG arba tetraciklinu (3.5A pav.).

Tiesa, nors auginant S. pombe terpéje su tetraciklinu pavyko pasiekti 100 % TetO seky atlaisvinima
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(3.6A pav.), tokiy paciy rezultaty nepavyko pasiekti LacO operatoriaus atzvilgiu. Silpnas Lacl signalas
buvo stebimas ~29 % tirty branduoliy (3.5B pav. ir 3.6A pav.).

A ( FROS (GFP;. 10"ade6+) ) B

| = J[ + Tetraciklinas +IPTG ! !
C

+ Taikinys TetO E [ + Taikinys LacO ]
+ Tetraciklinas + IPTG

3.5 pav. dFnCas12a RNP komplekso nukreipimo j FROS pasikartojancius elementus strategija. (A)
Tetraciklino ir IPTG poveikis TetR-tdTomato ir GFP-Lacl disociacijiai nuo TetO ir LacO seky.
Skalé 5 um. (B) Nevisiska GFP-Lacl disociacija nuo LacO seky terpéje esant IPTG. Skalé 2 pm.
(C) 2 GFP-Lacl signalai. Skalé 2 um. (D) dFnCasl2a-GFP11x7 nutaikymas j FROS LacO sekas.
Skalé 5 um. (E) dFnCas12a-GFP11x7 nutaikymas j FROS TetO sekas. Skalé 5 um. Visy lyginamy
vaizdy skalés suvienodintos.

Pirmiausia nutaikéme dFnCas12a-GFP11x7 | FROS sistemos TetO (3.5D pav.) arba LacO (3.5E
pav.) sekas. Jeigu dFnCas12a-GFP11x7 sgveikauja su taikinine DNR seka, persidengiancia su TetO, tai
lgsteliy branduoliuose turétume stebéti > 2 fluorescencinius taskelius. GFP kanale, 1 arba, kai kuriose
Iastelése, 2 taSkeliai (3.5C pav.) yra aptinkami dél FROS sistemos GFP-Lacl saveikos su LacO. 2
fluorescuojantys taskeliai gali baiti aptinkami po DNR replikacijos. Todél dFnCas12a-GFP11x7
sgveikos su TetO seka atveju, turétume aptikti papildomus 1 arba 2 GFP taskelius. Didziojoje dalyje
lasteliy buvo stebimi < 2 fluorescenciniai signalai. Tac¢iau avyko aptikti pavienes lgsteles su 3
fluorescenciniais signalais (3.5D pav.), kas neatmeta hipotezés, kad dFnCas12a-GFP11x7 Sgveikauja su
taikinine seka.

dFnCasl2a-GFP11x7 sékmingo nutaikymo j taikining seka, persidengiancig su LacO, atveju
tikétumémés stebéti GFP taSkelio atsiradima branduolio plote arba Sio taSkelio kontrasto padidéjima.

Svarbu paminéti, kad tik apie 18 % visy Igsteliy branduoliy buvo stebimas GFP taskelis (3.5E pav. ir
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3.6A pav.). Tolimesnés analizés metu buvo palyginti tdTomato kanale ir GFP kanale, branduolio plote
esanciy, taskeliy-fony santykiai (3.6B pav.). Buvo nustatyta, kad GFP kanale, esant dFnCas12a-GFP11x7
baltymo ekspresijai, bet nesant Tc ar IPTG, GFP-Lacl taskelis buvo aptiktas 59 % lasteliy branduoliy ir
pasizyméjo aukstu signalo-fono santykiu (vidurkis — 36,9 sutart. vnt.), tuo tarpu tdTomato kanale,
kuriame buvo stebima TetR-tdTomato taskeliai, $is santykis sieké tik 14,0 sutart. vnt., ir buvo stebimas
tik 41 % tirtuose branduoliuose. IPTG pridéjimas skatino GFP-Lacl disociacijag nuo LacO seky, o tai
lémé 29% lasteliy branduoliuose vis dar aptinkama, tac¢iau zemo signalo-fono santykio GFP taskelj
(vidurkis — 9,2 sutart. vnt.). Galiausiai, sglygomis, kai buvo pridétas IPTG ir kartu ekspresuojamas

dFnCasl12a-GFP11x7, taskelio signalas GFP kanale i$liko nedidelis. Vidutinis signalo-fono santykis sieké
tik 12,0 sutart. vnt. (3.6B pav.).

Vizualus FB signalo aptikimas . . ..
A e P B FB signalo-fono santykiy palyginimas
GFP kanalas tdTomato kanalas T .
601 I | — omato

= + kanalas GFP kanalas

S S |

= 50 .

S E 60

oo >

7] 40 » 50

& 2

2 30 Z 40

S 3

g 20 41% e 30
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b o 20

o 10 ©
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PTG | — + | — | — 0
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dCas12a| — — =+ J— —_ dCas12a — — — +

3.6 pav. Zyméjimo efektyvumo ir fluorescencinio signalo-fono santykio analizé GFP ir tdTomato
kanaluose. (A) Branduoliy, su vizualiai aptinkamu FB signalu, procentinis pasiskirstymas
skirtingomis sglygomis GFP ir tdTomato kanaluose. (B) FB signalo-fono santykiy palyginimas
tarp skirtingy grupiy. dCas12a nurodo su GFP11x7 sulieta dFnCas12a varianta.

Kitas aspektas, kod¢l galéjo nesimatyti rySkaus taskelio branduolio fone, galéty bti tai, kad GFP
tag’as neleido baltymui jungtis prie taikiniy seky. Be to, dFnCas12a-GFP11x7 sulietinio baltymo emisijos
spektras yra toks pat kaip GFP-Lacl todé¢l fonas sumuojasi. Todél tolimesniy darby metu buvo
sukonstruotas dar vienas mieliy vektoriaus variantas, koduojantis dFnCasl2a-E2 Crimson (E2C)
sulietinj baltyma (3.7A pav.). Skirtingai nuo dFrnCasl2a-GFPiix7, kurio fluorescencinis signalas
persidengia su GFP-Lacl signalu, E2C fluorescencinis baltymas turi su FROS sistemos reporteriais
nepersidengiant] emisijos maksimuma (3.7B pav.).

Siy tyrimy metu j LacO ir TetO sekas buvo nutaikytas su E2C sulietas dFnCasl2a RNP
kompleksas. Darbo metu naudotas 638 nm lazerio bangos ilgis buvo tinkamas tik E2C, bet ne kity

fluorescenciniy baltymy, suzadinimui.
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3.7 pav. dFnCas12a-E2C sulietinio baltymo nutaikymas j pasikartojancias FROS sistemos sekas. (A)
Darbe pritaikyty mieliy DNR vektoriy variantai. (B) E2C ir FROS koduojamy fluorescenciniy
baltymy emisijos spektrai. Darbe naudoty fluorescenciniy baltymy emisijos filtry sugertis (%)
pavaizduota skaidriais stac¢iakampiais. (C) dFnCasl12a-E2C arba dFnCas12a-GFP11x7 sulietiniy
baltymy eskpresijos jtaka fluorescencijos procentiniam padidéjimui branduolio ar citoplazmose
srityese. (D) Fluorescencinés mikroskopijos vaizdai, vaizduojantys kontrolinio C2566 kamieno
autofluorescencija (virSutinis vaizdas), zadinant su 638 nm bangos ilgiu ir dFnCasl12a-E2C
ekspresuojanciy lasteliy fluorescencijg (apatinis vaizdas). Juoda spalva apibrauktos lastelés ir
branduolys atitinka tirty im¢iy branduolio ir citoplazmos vidurkius, +/- 1 sutart. vnt. Skalé 5
um. (E) dFnCas12a-E2C ir dFnCas12a-GFP11x7 sulietiniy baltymy perdengti struktiiry
modeliai. Strukttros padarytos naudojantis AlphaFold 3 versija. Struktiiros perdengtos
naudojantis PyMOL programa.

Sulietinio dFnCas12a-E2C baltymo ekspresija lémé fluorescencijos padidéjimag 27-iais %
citoplazmoje ir branduolyje, lyginant su C2566 kamienu, kuriame dFnCas12a-E2C baltymo ekspresija
nevyko (3.7C pav.). Ta atspindi ir fluorescencinés mikroskopijos vaizdai (3.7D pav.). Tuo tarpu
dFnCas12a-GFP11x7 sulietinio baltymo raiska lemé 106 % fluorescencijos padidéjima branduolyje ir tik
54 % citoplazmoje. Su E2C ar GFP11x7 suliety dFnCas12a baltymy struktiiry modeliavimas atskleidé
fluorescenciniy baltymy ar jy fragmenty i$sidéstyma erdvéje (3.7E pav.). Pagal struktiiry analiz¢ galima
manyti, kad abu sulietiniai dFnCasl2a baltymai susilanksto teisingai. dFnCasl12a N' gale bei tarp
dFnCasl2a C' galo ir fluorescenciniy baltymy iSsidéste | branduolj nukreipiantys signalai yra

eksponuojami baltymo i$oréje. Sie rezultatai rodo, kad baltymai turéty biiti eksportuojami j branduol;.
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3.3. CRISPR-Cas komplekso disociacijos moduliavimas E. coli Iastelése

Siame darbe lygiagre¢iai buvo dirbama su V tipo dFnCasl2a ir Il tipo dSpCas9 baltymy
pritaikymu taikininiy plazmidziy fluorescenciniam zyméjimui gyvose E. coli lastelése. Tai yra
paprastesné sistema, lyginant su S. pombe. E. coli lastelés neturi branduolio, bakterijos grei¢iau auga ir
yra daugiau publikuoty darby, naudojant CRISPR-Cas sistemas.

Ankstesniy darby metu, kitiems taikymams masy laboratorijoje, buvo sukonstruoti E. coli
plazmidiniai DNR vektoriai, kurie koduoja: 1) SpCas9-eGFP-HaloTag arba nukleaziniu aktyvumu
nepasizymintj — dSpCas9-eGFP-HaloTag, 2) giding RNR, ir 3) taikinines sekas — O arba 14 LacO
operatoriaus seky pasikartojimus (3.8A pav.). Plazmidé¢je koduojama sgRNR #1 seka yra suriSama
SpCas9 baltymo. Gidine RNR uzkrautas Cas9 baltymas yra nutaikytas j trecios plazmidés taikinines
sekas, persidengianéias su LacO seka (3.8B pav.). Sio darbo metu buvo siekiama padidinti Cas-
nukleortigsties komplekso disociacijg nuo taikinio (jvedant nukleotido nesutapimus tarp sg/crRNR ir
DNR taikinio) ir taip tokj jrankj pritaikyti kuriant CRISPR-Cas sistema paremtg DNR seky PAINT
mikroskopija. Toks zyméjimo biidas turéty biti maziau invazinis lastelei, nes Cas RNP kompleksai yra
silpniau ir trumpiau sgveikauja su DNR taikiniu. Si strategija taip pat geléty leisti ilgiau stebéti
fluorescencinj Cas sulietinio baltymo taskelj, nes iSblyskes fluorescencinis baltymas greitai bty
pakeistas dar neisblyskusiu fluorescenciniu baltymu.

Pirmiausia reikéjo charakterizuoti du dalykus: 1) ar prie SpCas9 C' galo prilietas eGFP-HaloTag
netrukdo baltymui sgveikauti su taikinine DNR seka ir 2) ar sgRNR#1 yra tinkama sgveikai su taikinio
sritimi. I8sikelti klausimai buvo atsakyti atlikus E. coli augimo ribojimo eksperimentus, kurie buvo
atlikti mikroskopijos eksperimentams tinkamomis salygomis (3.8C pav.). Siy eksperimenty rezultatai
parodé, kad, kaip ir tikétasi, minimalios E. coli terpés praturtinimas 0,2 % L-arabinoze 1émé SpCas9
baltymo raiSkos padidéjima. Esant taikininei DNR sekai ir aktyviai SpCas9 nukleazei, indukuojanciomis
saglygomis, buvo stebimas E. coli visiS8kas augimo ribojimas, siejamas su atsparumo chloramfenikoliui
praradimu dél taikinius koduojangios plazmidés perkirpimo (3.8C pav.). Sis eksperimentas patvirtino
isikeltg hipoteze, kad SpCas9-eGFP-HaloTag-sgRNR#1 kompleksas gali saveikauti su taikine DNR.

Isitikinus, kad WT Zymeétas baltymas yra funkcionalus ir reporteriné sistema veikia, peréjome
prie tolimesniy darby. Sio etapo metu E. coli lastelés, transformuotos trimis plazmidémis, kurios
koduoja: 1) katalitiSkai neaktyvy dSpCas9-eGFP-HaloTag, 2) sRNR#1 ir 3) taikinine plazmide, buvo
vaizdinamos fluorescencinés mikroskopijos metodu. Siy tyrimy metu buvo vizualizuojami dSpCas9-
eGFP-HaloTag prisijungimo jvykiai prie taikininés DNR, kurie turéty atrodyti kaip difrakcija apriboti
taskeliai esantys lIgstelés ploto apribotame fone. Fluorescencinis lgstelés fonas yra sukeliamas dél prie
DNR taikinio neprisijungusio dSpCas9-eGFP-HaloTag RNP komplekso, kuris citozolyje difunduoja
greiciau, nei su DNR taikiniu saveikaujantis RNP kompleksas. Laisvai difunduojantis dSpCas9-eGFP-

41



HaloTag RNP kompleksas, suvidurkinus su 50 ms ekspozicijos trukme uzregistruotus vaizdus, sukelia
iSblukusj fluorescencinj lgstelés fona.

Misy atlikty mikroskopijos eksperimenty rezultatai parodé, jog esant visoms trims minétoms
plazmidémis daugumoje stebéty lgsteliy matosi rySkus mazas fluorescencinis taskas (3.8D pav.). Kitais
dviem kontroliniais atvejais, kai triko arba SRNR#1 arba DNR substrato, fluorescenciniy taskeliy
neaptikome. Tai parodo, jog misy sistema veikia ir mikroskopijos biidy galime stebéti baltymo

prisijungimus.
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3.8 pav. CRISPR-Cas9 sistema ir jos veikimo tikrinimas in vivo. (A) Darbe naudoti plazmidiniai E.
coli vektoriai. (B) Taikininés sekos pasirinkimas ir persidengimas su LacO seka. (C) Augimo
ribojimo eksperimentas. T — taikinys. (D) dSpCas9-eGFP-HaloTag vaizdinimas gyvose E. coli
lastelése. Skalé 2 um.

Siy eksperimenty teigiami rezultatai leido pereiti prie tolimesniy darby , kurie reikalingi PAINT
tipo zyméjimui atlikti. Tam tikslui pasiekti mes nusprendéme jvesti nukleotidy nesutapimus tarp
taikininés DNR ir sgRNR, kurie turéty susilpninti sgveika. Todél prie taikinio prisijunges Cas9 RNP
kompleksas grei¢iau disocijuoty nuo DNR molekulés. Pirma, mums buvo svarbu jprastais biocheminiais
metodais iStirti minéty SgRNR-taikinio nesutapimy jtaka SpCas9-eGFP-HaloTag baltymo nukleaziniam
aktyvumui. I§ viso tarpusavyje buvo lyginamos 4 skirtingos sgRNR molekulés (3.9A pav.). Kai
nesutapimai buvo jvestj tarp 2-3 (SgRNR #3) ir 1-3 (SgRNR #4) pozicijy (skaiciuojant nuo PAM sekos),
dél taikininés plazmidés linearizacijos ir tolimesnés DNR degradacijos, nebuvo stebimas E. coli augimo
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ribojimas (3.9B pav.). Tuo tarpu, 3-ioje pozicijoje esant nesutapimui tarp sgRNR #2 ir taikinés DNR,
buvo stebimas visiskas E. coli augimo ribojimas. Sie rezultatai rodo, kad, esant 2 ar daugiau
nesutapimams arti PAM sekos, SpCas9-eGFP-HaloTag baltymo-nukleoriigsties kompleksas praranda
gebéjima kirpti taikining DNR molekulg.

Isitikinus, kad tokia sistema veikia, toliau teséme darbus su Sios sistemos fluorescencine
mikroskopija. Tiké¢jomeés, kad jvedus nesutapimus matysime arba maziau rysky taskelj Iastelése arba jo
visai nestebésime, jei RNP komplekso ir DNR sgveika yra per silpna. dSpCas9-eGFP-HaloTag RNP
komplekso sgveika su taikinine DNR molekule buvo vaizdinta fluorescencinés mikroksopijos metodu.
Siy eksperimenty rezultatai parodé, jog ryskis, sutelkti fluorescenciniai taskeliai buvo nesunkiai
aptinkami esant sgRNR #1 ir sgRNR #2 raiskai (3.9C pav.). Maziau ryskis fluorescenciniai taskeliai
buvo aptikti ekspresuojant sgRNR #3, 0 esant SgRNR #4 raiskai, fluorescenciniai taskeliai, Siomis

mikroskopavimo salygomis, buvo beveik neaptinkami.
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3.9 pav. Nesutapimy tarp gRNR ir taikininés DNR jtakos SpCas9 sgveikai ir kirpimui jvertinimas in
vivo. (A) Darbo metu tikrintos gidinés RNR. Raudona spalva zymi nesutapimus tarp gidinés

RNR ir jai komplementarios taikininés DNR sekos. (B) Augimo ribojimo eksperimentai. (C)

Su dSpCas9-eGFP-HaloTag vaizdinimas gyvose E. coli Igstelése. Skalé 2 um.

Palyginus skirtingy sgRNR jtaka eGFP blyskimo trukmei, pastebéjome kad 1 nukleotido
nesutapimas tarp sgRNR #2 ir taikininés DNR neturi dideles jtakos dSpCas9-eGFP-HaloTag RNP
komplekso disociacijai (3.10 pav.). Net ir po 15 sek., yra stebimas eGFP baltymo signalas. Tuo tarpu, 2
nukleotidy nesutapimo jvedimas lémé eGFP isblyskima jau po 7,5 sek. Tai rodo, kad 2 nukleotidy
nesutapimo jvedimas sgRNR #3 sekoje, pagreitina dSpCas9-eGFP-HaloTag RNP komplekso

disociacija.
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3.11 pav. dSpCas9-eGFP-HaloTag ir skirtingy sgRNR komplekso blyskimo trukmé. Kiekvienam
vaizdui parinkta optimaliausia intensyvumo skalé. Skalé — 0,5 pum.

15,0 sek.

sgRNR #1

sgRNR #2

sgRNR #3

sgRNR #4

Galiausiai nutaréme patikrinti FnCas12a baltymo, pries tai — taikyto S. pombe mieliy tiksliniy
lokusy Zyméjimui, disociacijos priklausomybe¢ nuo nesutapimy tarp crRNR ir taikininés sekos bei
pritaikyma PAINT mikroskopijai E. coli Iastelése. Chromatino zyméjimo strategijai, mums taip pat
svarbu turéti galimybe Zyméti lokusus dviem skirtingomis spalvomis ir tada pritaikyti bar-coding’a.
Tai galime atlikti turédami du skirtingus Cas baltymus, nes jy PAM skiriasi ir jie gali buti uzkrauti
skirtingais gidais.

Taigi, buvo sukonstruoti CRISPR-Cas9 sistemai naudoti ekvivalentis CRISPR-Cas12a
sistemos plazmidiniai vektoriai (3.11A pav.). dFnCasl12a-eGFP-HaloTag ir crRNR komplekso saveika
su taikinine DNR (3.11B pav.) ir tolimesnis taikininés DNR kirpimas buvo jvertintas pagal augimo
ribojimo eksperimenty rezultatus. Augimo ribojimo eksperimentui buvo naudojama minimali,
fluorescencinéje mirksokopijoje naudojama, terpé. Siy eksperimenty rezultatai parodé, kad,
indukuojanciose sglygose, FnCasl2a-eGFP-HaloTag sékmingai atliko taikinio vektoriaus kirpima, kuri
lémg atsparumo chloramfenikoliui praradimg (3.11C pav.).

Sékmingi sistemos tikrinimo rezultatai mums leido pereiti prie sukonstruotos sistemos
vaizdinimo. Siy fluorescencinés mikroskopijos eksperimenty rezultatai parodé, kad esant pilnai
sistemai su visomis trimis plazmidémis, daugumoje i$ stebéty lasteliy galime aptikti dFnCas12a-eGFP-
HaloTag prisijungimo prie taikininés plazmidés sukeltg rySky fluorescuojantj taskelj (3.11D pav.). Tuo

tarpu kontroliniuose eksperimentuose su dviem plazmidémis, tokiy taSkeliy iSvis nestebime.
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3.11 pav. CRISPR-Cas12a sistema ir jos veikimo tikrinimas in vivo. (A) Darbe naudoti plazmidiniai
E. coli vektoriai. (B) Taikininés sekos pasirinkimas ir persidengimas su LacO seka. (C)
Augimo ribojimo eksperimentas. T — taikinys. (D) dFnCasl12a-eGFP-HaloTag vaizdinimas
gyvose E. coli Igstelése. Skalé 2 um.

Tolimesniy darby metu bus siekiama jvesti neatitikimus tarp CrRNR sekos ir jai
komplementarios DNR taikininés sekos bei jvertinti dFnCas12a baltymo — nukleortagsties komplekso

greitesnés disociacijos jtaka eGFP blyskimo atstatymui.
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3.4. Rezultaty aptarimas

Siame darbe S. pombe genomo DNR lokusy fluorescenciniam zyméjimui buvo pritaikyta 2
klasés, V tipo CRISPR-Cas sistema. Casl2 Seimos atstovai, skirtingai nuo Cas9 baltymy, pasizymi
RNaziniu aktyvumu, todél gali savarankigkai apdoroti crRNR molekules (Zetsche et al., 2017). Si savybé
leidzia vykdyti keliy crRNR molekuliy raiska nuo vieno promotoriaus. Be to, Cas12 Seimos baltymai
yra kompaktiskesni nei Cas9 baltymai, o tai sumazina DNR vektoriy dydj bei palengvina jy konstravima.
Dé¢l siy privalumy, genomo DNR Zymeéjimo tyrimams buvo pasirinktas Francisella novicida organizmo
dCas12a baltymas. Siuo metu, tai yra vienintelis Cas12 baltymy $eimos atstovas sékmingai pritaikytas
S. pombe mieliy lasteliy genomo redagavimui ir interferencijos tyrimams (Zhao & Boeke, 2020).

Siame darbe j S. pombe TA369 ir C2566 kamienus homologinés rekombinacijos biidu buvo
integruotas linearizuotas mieliy integratyvinis vektorius, uztikrinantis ne daugiau, kaip vienos vektoriaus
kopijos integracija i tiksling genomo sritj — ade6 lokusa (Vjestica et al., 2020). Mieliy genomo sekoskaita
patvirtinto, kad i genomg integravosi tik viena DNR vektoriaus kopija. Stipri GFP1.19 fragmento raiSka
buvo vykdoma nuo genominés DNR, tuo tarpu dFrnCas12a-GFP11x7 ir crRNR seky raiska buvo vykdoma
nuo mieliy replikatyvinio vektoriaus.

Pirmiausia buvo siekiama jvertinti ar galime stebéti dFnCasl2a-GFP11x7 baltymo prisijungima
tarp LacO ir TetO regiony. D¢l Sio tikslo dCas12a-crRNR kompleksas buvo nutaikytas i tris taikinines
DNR sekas, SPAC7D.12c¢ gene. Jei dCasl12a-crRNR kompleksas biity atpazings taikining DNR seka,
tikétumeémes stebéti fluorescencinj taskel] S. pombe branduolio plote, prilygstant; 21 GFP baltymo
signalo intensyvumui. Taciau fluorescencinis signalas i§ viso nebuvo aptiktas. Tikétina, kad tai gal¢jo
nulemti nepakankamas taikiniy skaiCius, ribotas jy prieinamumas, crRNR dizainas. Silpni signalai taip
pat gal¢jo buti neaptikti dél didelés fono fluorescencijos, susijusios su auksta dFnCas12a-GFP1x7 raiSka.
Branduolyje laisvai difunduojantis dFnCas12a-GFP11x7 baltymas sukelia i8blyskus;j fluorescencin; fona,
o tai sumazina taskelio kontrasta. Be to, Siame kamiene taip pat yra ekspresuojamas GFP-Lacl baltymas,
del kurio raiSkos sukeliamas fluorescencinis branduolio fonas sumuojasi su dFnCasl2a-GFPi1x;
baltymo sukeliama fluorescencija.

Siekdami optimizuoti Zymejimo sistema, tolimesniuose eksperimentuose naudojome laukinj
fenotipg primenantj TA369 kamieng, kuris nekoduoja FROS sistemos. FROS sistema sukelia papildoma
fluorescencinj fong branduolyje, o tai trukdo sistemos optimizacijai. dFnCas12a-GFP1x; raiSka buvo
palyginta naudojant kelis promotorius, 1§ kuriy silpniausias buvo nmt81 promotorius (Basi et al., 1993).
Sio promotoriaus pilna indukcija yra pasiekiama terpéje be tiamino (Maundrell et al., 1990). Buvo
pastebéta, kad tirtose grupése dFnCasl2a-GFP11x7 raiSka (kuri buvo vertinama matuojant branduolio
ploto fluorescencija) nuo ADH81, nmt81 promotoriy yra heterogeniska tarp vienos grupés skirtingy

lasteliy. Si variacija gali bati susijusi su skirtingu plazmidziy kopiju skaiiumi mieliy lastelése.
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Plazmidése yra koduojama ars! (angl. autonomous replication sequence 1) seka, kuri padeda uztikrinti
nuo genominés DNR nepriklausoma plazmidziy replikacijg (Clyne & Kelly1995; Maundrell et al.,
1988). Literaturoje nurodoma, kad plazmidziy, su ars seka, kopijy skaicius Igstelése gali svyruoti nuo 5
iki 30 (Hayles & Nurse, 1992). Vis d¢l to, ars elementas neuZztikrina tolygaus vektoriy pasiskirstymo
mitozeés metu, tod¢l atsitiktiné plazmidziy segregacija dar labiau prisideda prie kintancio plazmidziy
skaiCiaus Igstelése.

Skirtingai nuo S. cerevisiae YCp (angl. Yeast Centromere plasmids) vektoriy pritaikymo, kurie
leidzia iSlaikyti pastovy vektoriy kopijy skaiciy ir uztikrinti tolygy jy pasiskirstymg mitozés metu, S.
pombe organizme, dél kompleksiSkos ir ilgos centromerinés srities, YCp vektoriai nebuvo sékmingai
pritaikyti. Tod¢l tolimesniuose tyrimuose, siekiant sumazinti dFnCasl2a-GFPiix7 raiSkos
heterogeniskumg vienos imties lygmenyje, buity tikslinga integruoti dFnCasl12a-GFP11x7 koduojancia
seka 1 mieliy genoma.

Siekdami palaikyti nedideli dFnCasl2a-GFP;1x7 molekuliy kiekj branduolyje ir taip sumazinti
fluorescencinj fona, tolimesniems eksperimentams pasirinkome silpniausia nmt81 promotoriy. Siomis
raiSkos salygomis, dFnCas12a-GFP11x7 ir crRNR kompleksas buvo nukreiptas j: 1) j tris DNR taikinius
SPAC7D4.12c lokuse, 2) devynis DNR taikinius SPAC7DA4.12c¢ lokuse, ir 3) tris taikinius ade6 lokuse.
Tokia strategija leido patikrinti dFnCas12a-GFP11x; RNP komplekso nutaikymg i du skirtingus lokusus
bei skirtingg DNR taikiniy skai¢iy, esanciy tame paciame lokuse. Tyrimams pasirinkome ade6 lokusa,
nes 1 § lokusg FnCasl2a baltymas, S. pombe lastelése, s€kmingai buvo nutaikytas kity tyrimy metu
(Zhao & Boeke, 2020).

Siy darby rezultatai parodé, jog dél silpnesnés raiskos branduolio fonas sumazéja. Tai turéty
palengvinti taSkelio aptikimg. Taciau Igsteliy vaizdinimas (net ir su Z aSies skenavimu, kuris leidzia
sufokusuoti vaizda skirtingame branduolio aukStyje), neleido aptikti aiSkaus, lokalizuoto GFP
fluorescencinio taskelio. Vis dél to, kai kuriose lastelése buvo pastebimi labai silpni, i$sklaidyti
fluorescenciniai taskeliai branduolio srityje, tafiau jie nebuvo pakankamai ryskis, kad biity galima
patikimai patvirtinti taikininés DNR tikslinj Zyméjimg. Idealiomis salygomis, naudojant devynias
taikinines sekas biity galima tikétis aptikti GFP taSkelj, kurio rySkumas prilygty 63-ijy GFP baltymy
fluorescencijos sumai. Ta¢iau net ir Siuo atveju aiSkaus zyméjimo nepavyko pasiekti. Gauti rezultatai
leidzia daryti prielaida, kad dFnCas12a-GFP11x7 sulietinis baltymas gali neefektyviai sgveikauti su DNR
substratu.

Kito, seniau publikuoto, tyrimo metu mokslininkai, MUC4 lokuso Zyméjimui Zmogaus lastelése
pritaiké dCas9-eGFP sulietinj baltyma. Palyging Zzyméjimo efektyvuma, kai buvo ekspresuojamos 16,
26, 36 ar 73 skirtingos sgRNR, autoriai nustaté, kad nepasikartojanciy lokusy Zymejimui, esant tam
tikram fono lygiui, pakanka naudoti 26-36 skirtingas sgRNR. Tuo tarpu 16-os sgRNR ekspresija nebuvo

pakankama vizualaus fluorescencinio signalo aptikimui (Chen et al., 2013). Sio darbo metu, net ir
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nutaikius dFnCasl12a-GFP11x; RNP kompleksa j 9-ias SPAC7D4.12¢ lokuso sritis (63 GFP signalai),
nepavyko aptikti fluorescencinio taskelio. Kadangi pirminis tyrimas buvo atliktas Zzmogaus lastelése
esant skirtingoms slygoms, miisy gauti rezultatai negali biiti tiesiogiai lyginami. Fluorescenciniy taskeliy
aptikimui branduolyje daro jtakg esama branduolio autofluorescencija, fluorescencinio baltymo raiSkos
lygis ir jo transportavimo j branduolj efektyvumas, taikininiy DNR pasirinkimas ir kt.

Kadangi fluorescencinio signalo sankaupa nebuvo stebima net ir dFnCas12a-GFP1x7 nutaikius
1 devynias taikinines sritis, tolimesniy darby metu nusprendéme dFnCasl2a-GFPiix7 nukreipti |
pasikartojan¢ius DNR elementus, kurie yra koduojami FROS sistemoje. Sie elementai viename genomo
lokuse yra iSsidéste Salia vienas kito. Tokia strategija, dFnCas12a-GFP11x; RNP komplekso sgveikos su
taikinine DNR atveju, leisty amplifikuoti GFP fluorescencinj signala. Siam tikslui pirmiausia reikéjo
nustatyti LacO ir TetO masyvy DNR sekas.

Sis darbas yra pirmas, kuriame buvo nusekvenuotas S. pombe C2566 mieliy kamieno genomas.
Remiantis kity tyrimy duomenimis, C2566 kamiene yra integruoti 128xLacO ir 116xTetO seky
pasikartojimai (Petrova et al., 2013). Taciau atlikta genomo sekoskaita atskleidé, kad j lysI™ ir sec73"
lokusus atitinkamai yra integruoti vos 62xLacO ir 73xTetO pasikartojimai. Nustatyta mazesnj
pasikartojanciy seky skaiciy galéjo lemti nestabilus LacO ar TetO elementy palaikymas E. coli lastelése,
mieliy integracinio vektoriaus konstravimo ar sukonstruotos plazmidés padauginimo metu (Azpiroz &
Lavifia, 2017).

LacO ir TetO pasikartojanCiy seky regiono sekoskaita leido identifikuoti PAM sekas ir
potencialius taikinius. Ta¢iau dFnCas12a-GFP11x7 ir crRNR komplekso nutaikymas j $ias sritis vis tiek
neleido aptikti aiSkaus fluorescencinio taSkelio branduolio plote. Neéra aisku ar GFP11x7 fragmenty
suliejimas su dFnCasl2a netrukdo jo sgveikai su taikinine DNR seka ir ar pasirinkti DNR taikiniai yra
tinkami.

Vis délto, nukreipus dFnCasl2a-GFP11x7 | LacO sekas, kai kuriose lgstelése buvo stebimas
padidejes GFP taSkelio kontrastas, lyginant su kontroline grupe. Rezultatai galéty indikuoti, jog
dFnCas12a-GFPi1x; RNP kompleksas gali atpazinti ir sgveikauti su taikinine DNR. Visgi Sio
eksperimento metu nebuvo jtraukta kontroliné grupé, kurioje dFnCasl2a-GFPi1x; RNP kompleksas
bty nukreiptas i su LacO ir TetO sekomis nesusijusi lokusg. Todél nebuvo jvertintas branduolio
fluorescencinio fono padidéjimas vykstant dFnCas12a-GFP11x7 raiskai. Lieka neaisku, koks GFP-Lacl
taskelio kontrastas biity terpéje su IPTG, kuris skatina GFP-Lacl disociacijg nuo LacO.

Analizuojant branduolius, kuriuose buvo vizualiai aptinkamas aiSkus GFP taskelis, buvo
nustatyta, kad tiriamojoje grupéje (kurioje vyko dFnCasl2a-GFPiix7 ekspresija ir lastelés buvo
auginamos terp¢je su IPTG) tik apie 18 % visy branduoliy pasizyméjo aiskiai aptinkamu fluorescenciniu
taskeliu. Tuo tarpu neigiamoje kontrolingje grupéje (lastelés buvo auginamos terpéje su IPTG, taciau

jose nevyko dFnCas12a-GFP11+7 ekspresija) — apie 29 % branduoliy buvo aptikti GFP taskeliai. Sie
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rezultatai gali buti paaiSkinami tuo, kad dél dFnCasl2a-GFPiix; raiskos padidéja branduolio
fluorescencinis fonas, todél sumazéja GFP-Lacl kontrastas. Tikétina, kad tai apsunkina GFP-Lacl
taskeliy aptikima tiriamojoje grup¢je. Papildomas tyrimas, jtraukiant pries tai aprasyta neigiama kontrole
(dFnCasl12a-GFP11x7 RNP kompleksas yra nukreipiamas j nesusjjusj lokusg), leisty patvirtinti gautus
rezultatus.

Nutaikius dFnCas12a-GFP11x; RNP kompleksg i pasikartojancias 7etO sekas, esancias S.
pombe I-oje chromosomoje, kai kuriose lgstelése, branduolio srityje, buvo stebimi trys aiskiis GFP
taskeliai. Papildomy taSkeliy aptikimas galéjo biiti nulemyas dFnCas12a-GFP11x; RNP komplekso
specifinés sgveikos su pasikartojanciomis 7etO sekomis. Tuo tarpu, 3 fluorescenciniai GFP taskeliai
branduolio plote nebuvo aptikti vaizdinant C2566 kamieng, kuriame dFnCas12a-GFP i« raiska
nevyko. Tiriamojoje grupéje, 3 taSkeliai buvo aptikti tik pavienése lastelése.

Gauti rezultatai leidzia manyti, kad DNR Zyméjimas, naudojant dFnCas12a-GFP;x7 RNP
kompleksa, yra ribotas arba neefektyvus. Kadangi FROS sistemos GFP-Lacl emisija persidengia su
dFnCas12a-GFP11x7 emisija, o IPTG pridéjimas nelemia visy GFP-Lacl baltymy disociacijos nuo
LacO seky (8iy seky atlaisvinimas yra svarbus dFnCas12a-GFP11x; RNP komplekso prisijungimui),
tolimesniy eksperimenty metu, yra reikalingas C2566 kamienas su inaktyvuotu GFP-Lacl baltyma
koduojanciu genu.

E2C fluorescencinio baltymo priliejimas prie terminalinio dFnCas12a C’ galo leido vaizdinti
fluorescencija treciame (E2C) emisijos spektro kanale, kuris nepersidengia su GFP ar tdTomato
fluorescencijos emisijos spektro kanalais. Tokia sistema leidZia aptikti ir stebéti kiekvieng
fluorescencinj baltyma atskirai, nepriklausomai nuo kity fluorescecniniy baltymy. Vaizdinant C2566
kamieng, E2C kanale buvo stebima autofluorescencija mieliy lgsteliy citoplazmoje. Tiriamojoje
grup¢je dFnCas12a-E2C baltymas buvo nukreiptas ] pasikartojancias LacO ar TetO sekas. Buvo
stebimas citoplazmos ir branduolio fluorescencijos fono padidéjimas, abejais atvejais — 27-iais %. Tuo
tarpu, dFnCas12a-GFPy;x7 raiSka 1émé beveik 2 kartus fluorescencijos padidé¢jima branduolio srityje,
lyginant su fluorescencijos padidéjimu citoplazmoje. Kadangi dFnCas12a-GFP11x7 fluorescencijai yra
bitinas kitas komponentas — GFP1.19, padidéjusi branduolio fluorescencija gali biiti susijusi su
efektyviu GFP1.1o fragmento perneSimu j branduol;.

E2C baltymas yra 225 aminortig8¢iy ilgio, tuo tarpu vieng GFP 11 kloste sudaro tik 16
aminortgsciy. 7-ios P klostés tarpusavyje yra atskirtos linkeriais, todél jy struktiira greiciausiai maziau
trukdo taisyklingam baltymo susilankstymui (Cabantous et al., 2005). Gauti rezultatai gali biiti susij¢
su netaisyklingu dFnCas12a-E2C susilankstymu ar maziau efektyvia translokacija j branduolj. Kity
tyrimy metu buvo parodyta, kad E2C fluorescencinis baltymas S. pombe lastelése pasizymi ~2,5-3,8
karto maZesniu signalo ir fono santykiu, lyginant su sfGFP ir mKO2, kai visy baltymy raiSkai buvo

naudotas silpnas ade6 geno promotorius. Vis délto, E2C signalas buvo aiskiai aptinkamas, kai jo
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raiskai buvo pritaikytas vidutinio stiprumo swi6 geno promotorius (Al-Sady et al., 2016).
Tolimesniuose tyrimuose, dFnCas12a-E2C ekspresijai galéty biiti pritaikytas, uz nmt81 promotoriy
stipresnis, ADH81 promotorius.

Sio darbo metu, lygiagre¢iai, taip pat buvo siekiama pritaikyti CRISPR-Cas sistema DNR
PAINT mikroskopijos metodui. PAINT strategija buvo vystoma E. coli bakterijy lastelése, CRISPR-
Cas sistemg nutaikant | plazmidéje esancias taikinines sekas. Fluorescencinio Zyméjimo strategijai
buvo sukonstruoti dSpCas9-eGFP-HaloTag ir dFnCasl2a-eGFP-HaloTag koduojantys baltymai.

IS pradziy buvo nustatyta, kad SpCas9 ir FnCasl2a sulietiniai baltymai islieka funkcionalis.
Esant aktyviai nukleazei ir taikinei DNR sekai, buvo stebimas visiskas E. coli augimo ribojimas, kuris
yra siejamas su atsparumo chloramfenikoliui praradimu. Tai parodo, kad sulietiniai Cas baltymai gali
sgveikauti su substrating DNR ir tikslingje vietoje jvesti dvigrandininj trukj. Fluorescencinés
mikroskopijos tyrimy rezultatai parod¢, kad dSpCas9-eGFP-HaloTag ir dFnCas12a-eGFP-HaloTag
baltymy-ribonukleortig§¢iy kompleksai, esant taikininei plazmidei sgveikauja su substratu ir galime
stabéti rySky taskelj lastelése. Daugumoje lasteliy buvo stebimi aiskiai iSreiksti 1-3 fluorescenciniai
taskeliai. Tai patvirtina, kad sulietiniy baltymy struktiira netrukdo sgveikai su taikinine DNR seka.

Veéliau buvo tirta, kaip nesutapimai tarp gidinés RNR ir taikininés DNR, PAM proksimalingje
srityje, veikia SpCas9—gRNR komplekso ir taikininés DNR sgveika bei kirpimg. Augimo ribojimo
eksperimentai parodé, kad bent 2 nesutapimai arti PAM sekos stipriai sumazina SpCas9 geb¢jima
kirpti taikinj. Tuo tarpu mikroskopijos tyrimy rezultatai parodé¢, kad dauguma Igsteliy turi joms
biidingus silpnus fluorescencinius dSpCas9-eGFP-HaloTag taskelius, net kai PAM proksimalinéje
srityje yra 2-iejy nukleotidy nesutapimai su sgRNR. Kity tyrimy metu, taip pat buvo parodyta, kad
nesutapimai, esantys PAM proksimalingje srityje Zymiai sumaZina dSpCas9-eGFP-HaloTag
prisijungimo jvykiy tikimybe ir padidina komplekso disociacijg (Singh et al., 2016; Singh et al., 2018).
Tai pasteb¢jome ir $io darbo metu.

Ateities darbuose planuojama jvesti baziy nesutapimus tarp crRNR ir taikininés DNR
dFnCasl2a baltymo atveju ir iStirti disociacijos dinamikg taikant fotoblySkimo atkiirimo (FRAP)
metoda bet PAINT mikroskopija.
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ISvados

1. Nepaisant skirtingy DNR taikiniy skaiciaus ar jy lokacijos genome, pavieniy DNR lokusy
fluorescencinio Zyméjimo S. pombe lastelése, pritaikant dFnCas12a-GFP11x7 RNP kompleksa,
aptikti nepavyko.

2. Pasikartojanciy DNR elementy, j juos nukreipiant dFnCas12a-GFP11x7 RNP kompleksa,
fluorescencinis Zyméjimas yra neefektyvus.

3. CRISPR-Cas9 ir CRISPR-Cas12 sistemos sékmingai pritaikytos E. coli plazmidés
fluorescenciniam Zymejimui, o tarp sgRNR ir taikininés DNR jvesti baziy pory nesutapimai

padidino dCas9 baltymo disociacijg nuo taikininiy DNR seky.
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Fluorescencinis DNR Zyméjimas ir vaizdinimas gyvose lgstelése pritaikant CRISPR-Cas sistema
SANTRAUKA

Metodai, skirti genominés DNR pavieniy lokusy fluorescenciniam zyméjimui ir dinamikos
sekimui laike, daznai yra apriboti keliais lokusais. Esami metodai, tokie kaip FROS, ANCHOR leidzia
1Sgauti auksta fluorescencinj kontrasta, taciau jy pritaikyma riboja ilgy seky integracija j genomg. Tuo
tarpu, vis dazniau chromatino zyméjimo tyrimuose pritaikoma, CRISPR-Cas sistema efektyviai leidzia
zyméti tik pasikartojancias sekas genome, taciau pavieniy lokusy fluorescencinis zyméjimas néra
efektyvus dél mazo fluorescencinio signalo kontrasto. Galiausiai, visuose egzistuojanciuose
metoduose, greita fluorescenciniy baltymy blukimo trukmeé apsunkina ilgalaikius vaizdinimo
eksperimentus.

Sio darbo tikslas buvo pirma karta pritaikyti Francisella novicida organizmo Cas12a baltyma
Schizosaccharomyces pombe genominés DNR fluorescenciniam vaizdinimui bei pradéti vystyti
CRISPR-Cas sistemomis paremtg PAINT mikroskopijos vaizdinimo metoda. Sis fluorescencinés
mikroskopijos metodas remiasi silpna Cas ribonukleoproteino (RNP) komplekso sgveika su taikinine
DNR seka. Silpna sgveika ir greita komplekso disociacija leisty vieng, su fluorescenciniu baltymu
sulietg, Cas RNP kompleksg greitai pakeisti kitu kompleksu, prie kurio yra prilietas dar neiSblyskes
fluorescencinis baltymas. Sékmingas strategijos jgyvendinimas leisty $ig sistema pritaikyti
ilgalaikiams chromatino vaizdinimams.

Sio darbo metu buvo pradéta vystyti S. pombe chromatino Zyméjimo strategija, taikant
dFnCas12a-GFP11x7 ir GFP1.10, dviejy komponenty, fluorescencing sistemg. Darbo metu dFnCasl2a-
GFP11x7 RNP kompleksas buvo nutaikytas j pasikartojancius ir pavienius S. pombe genomo lokusus.
Tuo tarpu, PAINT strategijos principas buvo pradétas tikrinti paprastesniame, Escherichia coli,
modeliniame organizme, pritaikant Streptococcus pyogenes dCas9 ir dFnCasl12a baltymus.

Nors darbo metu pavyko sukosntruoti funcionalias CRISPR-Cas sistemas E. coli plazmidinés DNR
fluorescenciniam Zyméjimui, visgi optimizuoti pavieniy ir pasikartojanciy lokusy Zyméjimo

strategijos, S. pombe lastelése, naudojant dFnCas12a-GFP11x7 RNP kompleksa, nepavyko.
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CRISPR-Cas-Based Fluorescent DNA Labelling and Imaging in Living Cells

ABSTRACT
Methods for genomic DNA single loci fluorescent labeling and their dynamics tracking over time are
often limited to a few loci. Existing methods such as FROS, ANCHOR allow to obtain high contrast of
fluorescent signal. However, their application is limited due to integration of long sequences into the
genome. Meanwhile, the CRISPR-Cas system, which is increasingly being applied for chromatin
labeling studies, effectively allows labeling only repetitive sequences in the genome, since single loci
fluorescent labeling is not efficient due to low contrast of the fluorescent signal. Finally, all existing
methods encounters challenges due to rapid photobleaching of fluorescent proteins, which complicates
long-term imaging experiments.
The aim of this work was to apply the Cas12a protein of Francisella novicida for the fluorescence
imaging of Schizosaccharomyces pombe genomic DNA for the first time. Moreover we aimed to start
the development of a CRISPR-Cas-based PAINT microscopy imaging method. PAINT microscopy is
based on the weak interaction of the Cas ribonucleoprotein (RNP) complex with the target DNA
sequence. The weak interaction and rapid dissociation would allow one Cas RNP complex which is
fused to a fluorescent protein to be quickly replaced by another complex. Successful implementation
of this strategy would be beneficial for long-term chromatin imaging.
In this work, a strategy for labeling S. pombe chromatin was developed using the dFnCas12a-GFP11x7
and GFPi.10 two-component fluorescent system. During the work, dFnCas12a-GFP1x7 RNP complex
was targeted to repetitive and single loci in the S. pombe genome. Meanwhile, the principle of the
PAINT strategy was begun to be tested in a simpler model organism, Escherichia coli, by adapting the
Streptococcus pyogenes dCas9 and dFnCas12a proteins.
Although the work succeeded in constructing functional CRISPR-Cas systems for fluorescent labeling
of E. coli plasmid DNA, it was not possible to optimize the labeling strategy for single and repetitive

loci in S. pombe cells using the dFnCas12a-GFP11x7 RNP complex.
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Autoriaus asmeninis indélis

Sio darbo metu atlikau visus eksperimentus, apradytus metody dalyje. Taip pat atlikau duomeny
analizg ir interpretacija, kuri yra pateikta rezultaty ir aptarimo dalyse. Galiausiai, parasiau visg

magistro baigiamajj darbg.
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Padéka

Noriu nuosirdziai padékoti savo darbo vadovui, Marijonui Tutkui, uz kantrybe, parodyta

pasitikéjima, vertingus patarimus, pagalba darbuose ir suteiktg galimybe atlikti baigiamajj darba.

Taip pat noriu padékoti komandos nariui, Aurimui Kopiistui, uz konsultacijas, naudingas

jzvalgas ir apmokymus dirbti su fluorescencine mikroskopija.

Galiausiai, noriu padékoti buvusiai komandos narei, Medai Jurevicititei uz darbo metody

apmokyma, sklandy jvedima j darbus laboratorijoje ir palaikyma.
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