Vilniaus universitetas
Gyvybés moksly centras
Biomoksly institutas

Mikrobiologijos ir biotechnologijos magistrantiiros studijy programos

II kurso studenté

Justina Kraujtinaite

CRISPR-Cas sistemy baltymuy homologai virusuose: paieska ir analizé

bioinformatiniais metodais

Magistro baigiamasis darbas

Darbo vadovas:

dr. Darius Kazlauskas

Vilnius
2020



TURINYS

TVADAS bbb R ettt 4
1. LITERATUROS APZVALGA ...coceoosiiviviieiceieeeeseie et 6
1.1. CRISPR-Cas SiStemO0s ProKariotUOSE ...........ccciueiureiieeiiieeniieiiieesieesireeseesreesseesnreessees 6
1.1.1. CRISPR-Cas 10KUSO StIUKLUIA ......veeviriiiiiiiesiie e siee st 6
1.1.2.  CRISPR-Cas iImUNINIS atSAKaS...........cccirueiririiieisi s s 7
1.1.3.  CRISPR-CaS KIASITIKACI]A........veiveriiriiriiiiiiieie e 9

1.2. CRISPR-Cas judriuosiuose genomo elementuosSe..........cccvevveiiievieiiieeiiessiee s 11
1.2.1. CRISPR-Cas transpozonuose ir plazmid€se............oervrrinieniiienienieieneien 11
122, CRISPR-CaS VIFUSUOSE..........ceiiiiiiiiiiiiiiisiisie e 12

1.3. 1l tipo CRISPR-Cas sistema ir su ja susijes Csm3 baltymas...........cc.cooevrervrnnnnn. 14

2. METODIKA .ttt 16
2.1.  Darbe naudoty kompiuteriniy programy ir jrankiy komandinés eilutés................... 16
2.2.  Pradiniy duomeny parsiSiuntimas...........ccecvueieeieerieseeseesieseeseesseseeseeseeseesreeneesnns 17
2.3. HMMER baltymy homology paieSka...........c.ccooviiiriiiiiiiiiiiiiccec e 17
2.3.1. HMMER paieskos rezultaty eksportavimas .........cccevvveiiieeiiieesniie e 17
2.3.2. HMMER paieskos rezultaty grupavimas...........cceocererieieeieieneneneseseseeeans 18
2.3.3. Seky atrinkimas tolimesnei analizel .........coovvvveiiviiiiiie i 19
2.34. Cas12 baltymy homology analize............cccevveiieiiiiiiieiie e 20

2.4.  HH-suite baltymy homology paieSka ...........ccceiiiiiiiiiiiiiiiie e 20
2.4.1. HH-suite paieskos rezultaty eksportavimas...........ccocvvverieiinicniciisc e 21
2.4.2. HH-suite paieskos rezultaty grupavimas ...........cceceververieereereesieeseeseesseesneseesnes 21
2.4.3. Csm3 baltymy homology analize .............ccovveiiiiiiiiiiic 21

2.5.  HMMER ir HH-suite paiesky rezultaty palyginimas ...........cccccceveriveresresieeseeneennns 22

3. REZULTATAL ettt 23
3.1.  HMMER baltymy homology paieSkos rezultatai ...........ccccevverrreneneninesesieeeen, 23
3.1.1.  HMMER paieSkos rezultatyy Grupes........cocervuimriiriieniiiiiienieeiee e 23
3.1.2. Tolimesné HMMER rezultaty analizé............ccccovvviiiiiiiiiieiii e 26
3.1.3. Cas12 baltymy homologai ..........cccueiiieiiiiiieiie e 26

3.2.  HH-suite baltymy homology paieskos rezultatai............ccoovvvveiiiiineniiineniseeeeen, 28



3.2.1. HH-suite paieSkos rezultatyy Grupes .......cccovveiiiiiiiiiiie i 28

3.2.2. Csm3 baltymy homoloai.........ccvriiiiiiiiiiiiieii e 30
4. REZULTATU APTARIMAS........coieeieeireinreseieeississessessiessssssssssssnsssessess s sesssssssssnssnnes 32
ISVADOS ..ottt ettt 34
1N D) 21 OO 35
LITERATUROS SARASAS ..ottt ettt ettt 36
SANTRAUKA . ......oooteeeteiietee e tes e seese st ees st s st s s s s an et seenean s ssnnes 42
SUMMARY ....oocoooierieeeseeeseesseesees e ees s sses s s s es s s esass s snnes 43
PRIEDAI ...ttt s s an s an s 44



[VADAS

Bakterijos ir archéjos daznai sgveikauja su egzogeninémis nukleoriigS§timis. Viena
vertus, tai joms leidzia | savo genomg inkorporuoti jvairig geneting medziaga, tokig kaip
plazmidziy koduojamus antibiotiky atsparumo genus ar fagy uzkoduotus virulentiSkumo
faktorius. Kita vertus, tai paveréia lasteles jautrias parazitiniams invaziniams agentams,
tokiems kaip virusai ar plazmideés, kurie kenkia populiacijos tankumui. Siekdamos iSvengti
pavojy, bakterijos ir archéjos evoliucijos eigoje iSvysté kelias apsaugos strategijas, skirtas
reguliuoti svetimy nukleortigs¢iy patekima j lasteles (McGinn ir Marraffini, 2019). Tarp $iy
strategijy yra jvairlis jgimto imuniteto mechanizmai, pavyzdZiui, receptoriy maskavimas,
restrikcijos-modifikacijos (RM) bei bakteriofagy isskyrimo (BREX) sistemos (Marraffini,
2015; Mohanraju et al., 2016). Prie jgimto imuniteto mechanizmy, taip pat, prisideda ir jgytas
imunitetas, kurio funkcijas prokariotuose atlieka tik CRISPR-Cas sistemos, teikiancios greitg
bei efektyvig adaptacija prie sparCiai besivystanéiy judriyjy genomo elementy (JGE)
(Marraffini, 2015).

Vis délto, sarysiai tarp CRISPR-Cas sistemy ir JGE yra kur kas sudétingesni. Kelios
JGE Kklasés ne tik prisidéjo prie CRISPR-Cas kilmés bei evoliucijos, bet ir atvirksc¢iai, kai kurie
JGE pasisavino CRISPR-Cas sistemas bei atskirus jy komponentus funkcijoms, kurios vis dar
tebéra menkai istirtos ir pagrjstos tik ribotais, i§ esmés, netiesioginiais jrodymais (Faure et al.,
2019a; Faure et al., 2019b). Tad JGE koduojamy CRISPR-Cas sistemy bei jy komponenty
tyrimai svarbis tuo, jog leidZia geriau suprasti CRISPR-Cas funkcinj plastiskumg bei JGE ir
Seimininko koevoliucijos kelius (Faure et al., 2019b).

Tarp JGE isskirtiniais laikomi virusai, priklausantys gausiausiai bei maziausiai istirtai
biologinei formai planetoje (Paez-Espino et al., 2016). CRISPR-Cas sistemy egzistavimas jau
ne kartg buvo jrodytas virusy genomuose (Al-Shayeb et al., 2019; Seed et al., 2013), taciau apie
atskirus CRISPR-Cas sistemy komponentus duomeny yra labai mazai (Faure et al., 2019Db).
Bitent dél pastarosios prieZasties, Siame darbe nuspresta atlikti plataus masto ir didelio

jautrumo CRISPR-Cas sistemy baltymy paieska virusuose.

Darbo tikslas — atlikti CRISPR-Cas sistemy baltymy homology paieska bei analize¢

virusuose, taikant bioinformatinius metodus.

Darbo uzdaviniai:
1) atlikti CRISPR-Cas sistemy baltymy homology paieSka virusuose, naudojant
HMMER ir HH-suite programiniy jrangy paketus;



2) sugrupuoti bei iSanalizuoti virusuose rastas CRISPR-Cas sistemy baltymy

homology sekas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. CRISPR-Cas sistemos prokariotuose

Pirma kartag CRISPR lokusas buvo nustatytas 1987 m., sekvenuojant Eschericia coli
genus (Ishino et al., 1987), taciau pats akronimas sugalvotas tik 2002 m., po to, kai panasSios
struktiiros buvo pastebétos jvairiy bakterijy bei archéjy genomuose (Jansen et al., 2002).
Pastaraisiais metais identifikuota ir su CRISPR sritimi susijusi geny Seima — Cas genai (Jansen
et al., 2002), 0 2005 m. rasta, kad tam tikros CRISPR dalys (skirtukai) atitinka sekas, esancias
virusuose ir plazmidése (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005), bei tai,
jog kuo daugiau skirtuky aptinkama Streptococcus thermophilus kamienuose, tuo maziau fagy
geba juos infekuoti (Bolotin et al., 2005). Nuo tada stebimas itin didelis susidoméjimas §iuo
prokarioty adaptyvaus imuniteto mechanizmu, kuris dabar geriausiai Zinomas kaip naujosios

kartos genomo inzinerijos jrankis (Koonin ir Makarova, 2019).

1.1.1. CRISPR-Cas lokuso struktiura

CRISPR-Cas sistemos yra hipervariabilios bei tarp genomy skiriasi paplitimu, genais,
sekomis, skai¢iumi ir dydziu (Barrangou ir Marraffini, 2014). CRISPR sritis susideda i trumpy
21-48 baziy pory (bp) ilgio palindrominiy DNR pasikartojimy, pertraukty unikaliomis 26-72
bp ilgio DNR sekomis, vadinamomis skirtukais (angl. spacers) (1 pav.) (Deveau et al., 2010).
Paprastai tariant, CRISPR-Cas sistemos seimininko DNR vadinama pasikartojimu, o svetima
nukleortigstis — skirtuku (Glemzaité, 2014). Pasikartojimy bei skirtuky skai¢ius varijuoja tarp
bakterijy ar archéjy tos pacios riiSies skirtingy kamieny. Mazdaug 50 % CRISPR turinéiy
genomy aptinkamas daugiau nei vienas CRISPR lokusas. Viename CRISPR lokuse gali biti
nuo 2 iki 375 pasikartojimy. Auks¢iau CRISPR masyvo genome yra 20-534 bp ilgio lyderiné
seka, turinti promotoriy, nuo kurio transkribuojama CRISPR sritis. Salia CRISPR lokuso visada
randami ir Cas (angl. CRISPR-associated) genai (nuo 4 iki 20), kuriy koduojami baltymai
daznai turi funkcinius domenus, biidingus nukleazéms, helikazéms, polimerazéms bei kitiems
su nukleortigstimis sgveikaujantiems fermentams (Deveau et al., 2010; Horvath ir Barrangou,
2010).
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1 pav. CRISPR sritis. Baltos rodyklés vaizduoja Cas genus. Galimi lyderinés sekos (L) bei CRISPR
lokuso ilgiai nurodyti po atitinkamomis genomo dalimis. Juodi rombai zymi pasikartojimy sekas, o
spalvoti staciakampiai — skirtingy skirtuky sekas (Deveau et al., 2010).

Taigi, Stai kodél pilnas CRISPR-Cas sistemos pavadinimas yra taisyklingai pertraukti
trumpi susitelke palindrominiai pasikartojimai bei su jais susij¢ Cas genai (angl. clustered
regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated genes) (Glemzaité,
2014).

1.1.2. CRISPR-Cas imuninis atsakas

CRISPR-Cas imuninis atsakas susideda i$ trijy pagrindiniy etapy: adaptacijos (skirtuko
igijimo), ekspresijos (crRNR brendimo) bei interferencijos (2 pav.) (Mohanraju et al., 2016).
Pirmajame etape veikia adaptacijos (integracijos) kompleksas, kuris formuojamas i§ Cas
baltymy. Sis kompleksas daZniausiai atpaZjsta trumpa (2-4 bp ilgio) DNR taikinio motyva —
PAM (angl. protospacer-adjacent motif), salia kurio iSkerpa fragmenta svetimos nukleortigsties
— protoskirtuka (angl. protospacer) — bei iterpia ji kaip skirtukg CRISPR masyvo 5’ gale, zemiau
lyderinés sekos (Faure et al., 2019a). Kai kuriose CRISPR-Cas sistemose naudojamas
alternatyvus adaptacijos mechanizmas, ty. skirtuko jgijimas i§ RNR per atvirkstinés
transkripcijos kelig, pasitelkiant CRISPR-Cas regione koduojamg atvirkSting transkriptaze
(Makarova et al., 2020). Taigi, skirtuko jgijimo etapas apima tris svarbiausius procesus:
substrato ,,pagavimo*, CRISPR lokuso atpazinimo bei integracijos j masyva (Jackson et al.,
2017). Pastarasis etapas ir yra tai, kas paver¢ia CRISPR-Cas sistemas jgyto imuniteto forma
(Faure et al., 2019a).

Sekanciame, ekspresijos etape, CRISPR sritis transkribuojama kaip vienas transkriptas,
gaunama ilga viengrandé RNR — prekursoriné CRISPR RNR (pre-crRNR). Si pre-crRNR
procesuojama j mazas, subrendusias CRISPR RNR (crRNR) (Faure et al., 2019a). Kiekviena

CcrRNR susideda 1§ skirtuko bei gretimy pasikartojimy, kurie palindrominése vietose formuoja



antrinés struktiros elementus (plauky segtukus) (Mohanraju et al., 2016). Skirtinguose
CRISPR-Cas sistemy variantuose, pre-ctRNR brendimas medijuojamas i§ keleto Cas baltymy
sudaryty kompleksy, pavienio, multidomeninio Cas baltymo arba ne-Cas ribonukleaziy,
pavyzdziui, RNazes 111 (Makarova et al., 2020).

Paskutiniajame, interferencijos etape, crRNR, Kkuri paprastai lieka susijungusi su
apdorojimo (angl. processing) kompleksu (baltymais), tarnauja kaip kelrodé atpazjstant
protoskirtuko (ar labai panasios sekos) komplementarumg invaziniame svetimame genome.
Pastarasis tuomet yra suskaidomas ir inaktyvuojamas Cas nukleazés (pavyzdziui, Cas9 ar
Cas3), kuri arba jau yra to paties efektorinio komplekso dalis, arba jgijama interferencijos etape
(Makarova et al., 2020).
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2 pav. CRISPR-Cas sistemos veikimo principas. CRISPR-Cas imuniniame atsake svarbiausig vaidmenj
atlicka CRISPR RNR (crRNR) bei Cas baltymai, kartu formuodami daugiakomponencius CRISPR
ribonukleoproteiny (crRNP) kompleksus. Pirmasis etapas — adaptacija — vyksta judriojo genomo
elemento (Siuo atveju viruso) invazijos metu. Casl (mélyna) ir Cas2 (geltona) baltymai invaziniame
genome atpazjsta PAM sekg bei jterpia protoskirtuka (oranziné), kaip nauja skirtuka,  CRISPR masyva,
Salia lyderinés (L) sekos. Sekanéiame, ekspresijos etape, CRISPR lokusas transkribuojamas, o pre-
crRNR procesuojama j subrendusias crRNR, medijuojant Cas arba ne-Cas baltymams. Paskutiniajame,
interferencijos etape, Cas nukleazés degraduoja invazing DNR, po to, kai crRNR-Cas kompleksas
atpazjsta komplementary taikinj svetimoje nukleortigStyje (Mohanraju et al., 2016).

Taigi, CRISPR-Cas sistema yra ypatinga tuo, jog sukaupia informacijg apie prokariotg
atakavusius invazinius genomo elementus DNR sekoje bei véliau, tam paciam egzogeniniam
agentui nusitaikius j tg patj mikroorganizma, $i informacija panaudojama tai svetimai

nukleortig§¢iai sunaikinti ir mikroorganizmui apsaugoti (Glemzaité, 2014).



1.1.3. CRISPR-Cas Klasifikacija

CRISPR-Cas sistemos pasizymi nepaprastu molekulinés struktiiros sudétingumu ir
jvairove (Faure et al., 2019a). Pastovi klasifikavimo schema yra biitina CRISPR-Cas lokusy
tiksliam charakterizavimui naujuose genomuose bei tolimesnei CRISPR tyrimy pazangai
(Makarova et al., 2015). Naujausia, 2020 m. CRISPR-Cas sistemy klasifikacija apima 1 ir 2
Klases, kurios atitinkamai skaidomos j I, III, IV bei II, V, VI tipus, o pastarieji dar smulkiau
grupuojami ] 33 potipius (Makarova et al., 2020). Vieni mikroorganizmy kamienai savo
genome gali turéti kelias CRISPR-Cas sistemas, priklausancias tam paciam tipui, kiti —
priklausancias keliems skirtingiems tipams (Jackson et al., 2017).

Randamos mazdaug 45 % bakterijy ir 85 % archéjy genomy, CRISPR-Cas sistemos
klasifikuojamos pagal Cas genus (McGinn ir Marraffini, 2019). Visi Cas genai gali bati
suskirstyti  keturis skirtingus, dalinai persidengiancius, funkcinius modulius (3 pav.).
Adaptacijos modulis apima gena, koduojantj pagrindinj skirtuko jgijimo fermentg (Casl
integraze) bei struktiirinj adaptacinio komplekso subvienetg Cas2, o kai kuriuose CRISPR-Cas
sistemy variantuose dar ir Cas4 nukleazg, Csn2 baltyma ar atvirksting transkriptaze. Ekspresijos
modulis atsakingas uz pre-CrRNR apdorojima, kurj daugumoje 1 klasés sistemy vykdo Cas6
fermentas. Tuo tarpu, 2 klasés sistemose, apdorojimg Katalizuoja ne Cas baltymas arba didelio
efektorinio Cas baltymo katalizinis centras. Interferencijos, kitaip tariant, efektorinis modulis,
susijes su taikinio atpazinimu bei jo skaidymu. 1 klasés CRISPR-Cas sistemose, efektorinis
modulis susideda i$ keleto Cas baltymy (Cas3, Cas5-Cas8, Casl10 ir Casll), kurie kartu su
crRNR formuoja kompleksa, dalyvaujantj interferencijos etape. Siy baltymy isidéstymas
skiriasi, priklausomai nuo tipo (3 pav.). PrieSingai 1 klasei, 2 klasés sistemose efektorinj modulj
reprezentuoja atskiras, didelis, multidomeninis baltymas (Cas9, Cas12 ar Casl3), kuris yra
funkciskai analogiskas visam 1 klasés efektoriniam kompleksui. Signalo perdavimo
(pagalbinis) modulis sudarytas i§ su CRISPR susijusiy geny, kuriy daugumos funkcijos, $iuo
metu, yra tik preliminarios. ISimtimi laikomos tik III tipo sistemos, kuriy signalo perdavimo
kelias yra pilnai charakterizuotas (Makarova et al., 2020). Siame kelyje Csm6/Csx1 HEPN
(angl. higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding) RNazé aktyvuojama Casl0
polimerazés sintetinamo Ciklinio oligoadenilato (COA), pastarajam susiriSus su Csm6/Csx1
CARF (angl. CRISPR-associated Rossmann fold) domenu. Ko pasekoje jvyksta invazinés DNR

transkripto degradacija (Kazlauskiene et al., 2017).
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3 pav. 1 ir 2 klasés CRISPR-Cas sistemos. (a) Bendra abiejy klasiy organizacija. (b) CRISPR-Cas
sistemy funkciniai moduliai. Schema iliustruoja genetinius, struktiirinius bei funkcinius rysius tarp visy
Sesiy CRISPR-Cas sistemy tipy. Baltymy pavadinimai atitinka dabarting nomenklatiira. Zvaigzduté
nurodo tariamg mazgjj subvienetg, kuris gali bati sulietas su didZiuoju subvienetu, keliuose | tipo
potipiuose. Groteliy simbolis (#) Zymi, jog kitos nezinomos jutikliy, efektoriy ir ziedo nukleaziy
baltymy Seimos gali biti susijusios su tuo paciu signalo perdavimo keliu. Punktyriniais kontiirais
pazyméti tie komponentai, kurie néra biitini (ir/arba dingg), kai kuriuose tam tikro tipo potipiuose. Trys
Cas9, Casl10, Casl12 ir Casl3 spalvos nurodo, jog $ie baltymai prisideda prie skirtingy CRISPR-Cas
atsako stadijy. CARF ir HEPN domenus turintys baltymai yra geriausiai charakterizuotos signalo
perdavimo (pagalbiniy) moduliy struktiirinés dalys, taciau egzistuoja ir jy alternatyvos. TracrRNA,
transaktyvuojanti CRISPR RNR; RT, atvirkstiné transkriptazé; LS, didysis subvienetas; SS, mazasis
subvienetas (Makarova et al., 2020).

Du pagrindiniai prokarioty jgyto imuniteto sistemy komponentai yra adaptacijos bei
efektorinis moduliai. Biitent pastarojo Cas baltymy kompozicijos skirtumais bei seky
divergencija, i§ esmés, paremta CRISPR-Cas sistemy klasifikacija. 1 klasés efektoriniai
kompleksai turi panasiag baltymy organizacijg tarp visy trijy tipy. I tipa i$ kity, iSskiria DNR
skeliantis Cas3 baltymas, kuris, paprastai, sudarytas i§ susijungusiy helikazés bei HD
(histidino-aspartato) nukleazés domeny. III tipas skiriasi tuo, jog HD nukleazé yra susiliejusi
su Cas10, dideliu komplekso subvienetu, susijusiu su svetimos DNR transkripto skaidymu. 1V
tipo sistemos visai neturi nukleaziy, reikalingy interferencijai (Makarova et al., 2020).

Savo ruoztu, 2 klasés tipai skiriasi efektoriniy dideliy baltymy domeny architektiira,
konkreciai, pre-crfRNR apdorojimo mechanizmu. VI tipo bei keliuose V tipo variantuose
multidomeniniai baltymai apima ir RNazés aktyvuma, kai tuo tarpu, II tipo (taip pat, ir keliuose
V tipo variantuose) apdorojimo aktyvumas perduotas ne Cas fermentui, o RNazei IlII.
Pastaruoju atveju, efektorinis modulis apima ir papildoma RNR molekule, transaktyvuojancia

CRISPR (tracr) RNR, kuri formuoja stabilius dupleksus su 1§ dalies komplementariais pre-
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crRNR pasikartojimais. Po $io RNR duplekso suskaidymo, kurj vykdo RNazé III, subrendusi
kelrodé RNR, tiksliau, crRNR-tracrRNR kompleksas, lieka stabiliai susijunges su efektoriniais
baltymais, leisdamas vykti DNR interferencijai. Svarbu paminéti, jog VI tipo sistemy efektoriai
unikaliai apima du HEPN RNazés domenus, jgalindami §j tipg bt apibudintam kaip pirmaja

bei iki Siol vienintele grupe, iSskirtinai kerpancia tik RNR molekules (Makarova et al., 2020).

1.2. CRISPR-Cas judriuosiuose genomo elementuose

Vis didéjantis jrodymy kiekis leidzia teigti, jog CRISPR-Cas sistemos dalyvauja ir
Kitose jvairiose lgsteliy funkcijose, esanciose uz prokarioty adaptyviojo imuniteto riby.
Manoma, jog $ie ,,nekanoniniai aspektai apima CRISPR-Cas sistemy poveikj horizontaliosios
geny pernasos ir geny ekspresijos reguliacijai bei siejasi su DNR taisymo, uzprogramuotos
lastelés mirties ir, jau ankséiau minétais, signalo perdavimo mechanizmais. Negana to, be
budingo egzistavimo bakterijy bei archéjy chromosomose, CRISPR-Cas sistemos ar jy
sudedamosios dalys aptinkamos judriuosiuose genomo elementuose (JGE), jskaitant
transpozonus, plazmides bei virusus (Faure et al., 2019a). JGE koduojamy CRISPR-Cas
sistemy bei jy komponenty tyrimai leidzia geriau suprasti CRISPR-Cas funkcinj plastiSkuma

bei JGE ir Seimininko koevoliucijos kelius (Faure et al., 2019b).

1.2.1. CRISPR-Cas transpozonuose ir plazmidése

Transpozonai — plati JGE klasé, plintanti jterpdama elementg j naujas Seimininko
genomo vietas, naudojant tam tikrg fermenta — rekombinaze, dar jvairiai vadinama transpozaze,
integraze ar vietai specifine rekombinaze. CRISPR adaptacijos molekulinis mechanizmas
atspindi vienos i$ geriausiai istirty transpozaziy klasiy (DD[D/E]-transpozaziy) biochemijg ir
todél manoma, jog iSsivysté i§ atskiros transpozony grupés — kaspozony — koduojancios
kaspozaze (rekombinaze) homologiska Cas1 baltymui. Be Casl, kai kurie kaspozonai koduoja
ir kitg nukleaze, susijusig su adaptacijos procesu — Cas4. Kitas svarbus transpozony indélis j
CRISPR-Cas evoliucija, susijes su 2 klasés II bei V tipo efektoriais, Cas9 ir Casl2, kurie,
tikriausiai, iSsivysté i skirtingy TnpB baltymy, koduojamy IS605-tipo transpozony (Faure et
al., 2019b). RuvC nukleaziy domenus turintis TnpB baltymas, kartu su TnpA baltymu,
dalyvauja 1S605-tipo transpozony transpozicijoje (Faure et al., 2019b; He et al., 2015). Beje,
be transpozony, manoma, jog CRISPR-Cas sistemy evoliucijai jtakos turéjo ir dar dvi atskiros
JGE grupés. Tai II tipo intronai, kurie ,,perdavé® atvirkstine transkriptaze III tipo adaptacijos
moduliui, bei mikrobiné toksino-antitoksino (TA) sistema, i§ kurios kilo Cas2 baltymas
(Koonin ir Makarova, 2019).
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Judrieji genomo elementai ne tik prisidé¢jo prie CRISPR-Cas sistemy atsiradimo bei
evoliucijos, bet ir prieSingai, ,,pasisavino* kai kuriuos sistemy variantus ar jy komponentus 1§
prokarioty. Geriausiai iStirtas atvejis yra ,,minimaliy“ I bei V tipo CRISPR-Cas sistemy
inkorporavimas j Tn7-tipo transpozonus. Sie ,,minimaliis“ variantai talpina visus komponentus,
reikalingus pre-crRNR brendimui bei taikinio atpaZinimui, ta¢iau stokoja adaptacijos modulio
bei interferencijoje dalyvaujancios nukleazés. Pagal pasitilyta hipotetinj veikimo mechanizma,
crRNR susiriSimas su komplementaria fago ar plazmidés DNR seka, palengvina transpozono
integracija | atitinkamg vietg. Be to, IV tipo ,,minimalios*“ CRISPR-Cas sistemos, aptinkamos
bakterijy ekstrachromosominése genetinése struktiirose — plazmidése, kur, galimai, prisideda
prie tarp plazmidziy bei tarp plazmidziy ir virusy egzistuojancios konkurencijos (Faure et al.,
2019D).

1.2.2. CRISPR-Cas virusuose

Dar viena atskira judriyjy genomo elementy grupé, be ,minimaliy“ CRISPR-Cas
varianty, koduoja ir pilnas CRISPR-Cas sistemas bei tik atskirus jy komponentus. Siai grupei
priklauso submikroskopiniai nelastelinés sandaros obligatiniai vidulasteliniai parazitai,
paprasciau tariant, virusai (Faure et al., 2019b). Prokarioty virusuose aptinkamos CRISPR-Cas
struktiiros, funkcionuoja kaip anti-gynybiniai prietaisai, padedantys apeiti Seimininko apsaugos
mechanizmus bei i§vengti tarp-virusiniy konflikty (Faure et al., 2019a).

Pilnos CRISPR-Cas sistemos egzistavimas virusuose pirma kartg buvo charakterizuotas
2013 m., kai K. D. Seed su kolegomis (Seed et al., 2013) istyré, jog Vibrio cholerae O1
bakteriofagas ICP1 koduoja I-F potipio CRISPR-Cas sistemos homologa, susidedantj i§ 2
CRISPR masyvy bei 6 Cas geny. Sios ICP1 CRISPR-Cas sistemos taikinys yra chromosominés
patogeniSkumo salos, teikiancios bakterijai apsauga nuo fagy (Naser et al., 2017; Seed et al.,
2013; Villion ir Moineau, 2013). Tai reiskia, jog ICP1 koduojama CRISPR-Cas sistema yra
bitina sékmingai Sio fago reprodukcijai V. cholerae bakterijose (Faure et al., 2019b).

Ilga laikg ICP1 buvo vienintelis zinomas virusas, koduojantis pilng, funkciskai
apibtudinta CRISPR-Cas sistemg (Faure et al., 2019b), tac¢iau 2019 m. B. Al-Shayeb ir
bendraautoriy (Al-Shayeb et al., 2019) atliktos analizés rezultatai atskleidé visy pagrindiniy
tipy (iSskyrus VI) CRISPR-Cas lokusy egzistavima didelivose faguose (tai tokie fagai, kuriy
genomai ilgesni nei 200 kilobaziy (kb)). Dauguma $iy fagy koduojamy CRISPR-Cas sistemy
stokoja adaptacijos modulio geny, o kai kuriose néra ir efektorinés nukleazés geno, kas nurodo
evoliucing trajektorijg analogiSska ankséiau aprasytoms transpozony CRISPR-Cas sistemoms
(Faure et al., 2019b). Nustatyta, jog dideliy fagy koduojami CRISPR masyvai trumpesni
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(mediana — 6 pasikartojimai viename masyve), nei tipiniai prokarioty masyvai, bei talpina
skirtukus, kuriy taikiniai yra arba kity fagy genai, arba bakterijy genai, dalyvaujantys
transkripcijoje ir transliacijoje. Tai pagrindzia fakta, jog virusai j savo genomg inkorporuoja
CRISPR-Cas sistemas tiek tarp-virusiniy konflikty sprendimui, tiek Seimininko funkcijy
manipuliavimui. Be to, svarbu paminéti, jog pastarojo tyrimo metu dideliuose virusuose
nustatytas V-I potipio CRISPR-Cas sistemos efektorius Cas12i bei galimai nauji efektoriniai
baltymai Cas¢ (Cas12j) ir Casl4 (Casl4i, Casl4], Casl4K) (Al-Shayeb et al., 2019).

Atsizvelgiant | retg pilny ar tik i§ dalies pilny CRISPR-Cas sistemy inkorporavima j
virusy genomus, lyginant su placiu paplitimu bakterijose bei archéjose, G. Faure ir kolegos
(Faure et al., 2019b) nusprendé charakterizuoti potencialy atskiry CRISPR-Cas komponenty
egzistavimg virusuose. Naudodami sukonstruotus Cas baltymy Seimy profilius, mokslininkai
nustaté, jog didzioji dalis identifikuoty Cas geny virusuose priklauso Cas4 nukleazés
homologams, i$ kuriy dauguma egzistuoja kaip solo (atskiri) genai, nesusije su jokiais Kitais
Cas ar CRISPR lokusais (Faure et al., 2019b). Manoma, jog virusy koduojamas Cas4 veikia
kaip anti-gynybinis prietaisas prie§ Seimininko CRISPR-Cas sistema (Hooton et al., 2016;
Zhang et al., 2019). Archéjy virusuose Cas4 daznai randamas $alia geny, koduojanciy anti-
CRISPR (Acr) baltymus (tai specialiis virusy baltymai, gebantys tiesiogiai prisijungti prie
prokarioty CRISPR-Cas interferencijos mechanizmy bei juos inhibuoti (Koonin ir Makarova,
2018; Pawluk et al., 2018)). Tai rodo tikéting Cas4 bei Acr funkcinj rysj (Faure et al., 2019b).
Taip pat, dar vieno tyrimo rezultatai leidzia teigti, jog Cas4-tipo baltymas yra struktiirinis
Thermoproteus tenax virus 1 (TTV1) nukleokapsidés baltymas (Krupovic et al., 2015). Beje,
anksCiau minéto darbo metu, G. Faure su kolegomis (Faure et al., 2019b), ieSkodami atskiry
CRISPR-Cas komponenty virusy genomuose, be Cas4 aptiko ir solo Cas2 bei Cas3 genus, kuriy
funkcijos virusuose dar nenustatytos.

Idomu tai, jog Cas3 ir Cas4 baltymy homology egzistavimas patvirtintas ir dideliy,
vienalgscCius eukariotus (amebas) infekuojan¢iy Mimiviridae seimos virusy CRISPR-Cas-tipo
sistemoje — MIMIVIRE (angl. mimivirus virophage resistance element). Teigiama, jog Si
sistema, susidedanti i§ CRISPR masyvo bei Salia esanc¢iy geny, apsaugo kai kuriuos mimivirusy
kamienus nuo juose parazituojanc¢iy Zamilon virofagy (Dou et al., 2018; Levasseur et al.,
2016).

Taigi, CRISPR-Cas inkorporavimas j judriyjy genomo elementy geneting struktiira,
tiksliai atitinka ,,ginkly nuomos” (angl. ,,guns for hire”) koncepcija, pagal kurig Seimininky
gynybos sistemos yra panaudojamos JGE puolimo veikloms vykdyti ir atvirk§ciai. Apskritali,

CRISPR-Cas komponenty jjungimas j JGE sudétj yra tik dalis sudétingo funkciniy ir
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evoliuciniy rys$iy tinklo (Faure et al., 2019b). Tad net neabejojama, jog ateinantys metai atskleis

dar daugiau svarbiy CRISPR-Cas bei JGE tarpusavio sgveikos detaliy.

1.3. I11 tipo CRISPR-Cas sistema ir su ja susijes Csm3 baltymas

Jei 2 klasés CRISPR-Cas sistemos pastaraisiais metais sulauké itin didelio démesio dél
savo paprastumo, tai 1 klasés sistemos zavi mokslininkus savo sudétingumu. I$skirtiniu
laikomas Ill tipas, apimantis labai jvairius ir polimorfinius CRISPR-Cas lokusus bei
pasizymintis auksta potipiy divergencija. Nors Il tipo sistemos néra gausiausiai paplitusios,
taciau jos laikomos CRISPR-Cas sistemy protéviu. Genomikos tyrimai parod¢, jog pirmapradis
Cas efektorinis modulis kilo i§ Cas10-tipo baltymo — pagrindinio 11 tipo sistemy komponento
(Pyenson ir Marraffini, 2017).

I11 tipo CRISPR-Cas sistemos smulkiau skirstomos j kelis potipius, i§ kuriy anks¢iausiai
aptikti bei geriausiai istirti yra I11-A ir 111-B (Pyenson ir Marraffini, 2017). Pirminés analizés
parodé, jog I11-A efektorinio komplekso (Csm) taikinys yra DNR molekulés, tuo tarpu 111-B
efektorinio komplekso (Cmr) — RNR. Vis délto, véliau atlikti tyrimai atskleidé, kad abu minéti
I11 tipo kompleksai yra tiek RNazés, tiek nuo transkripcijos priklausomos DNR nukleazés, kas
reiSkia, jog 18 pradziy jie atpaZjsta taikinj per specifing sgveikg tarp crRNR ir susidariusios
komplementarios mRNR, o véliau jvyksta DNR sekos skélimas, vykdomas Casl0
(Csm1/Cmr2) subvieneto (Pyenson ir Marraffini, 2017; Tamulaitis et al., 2017). Kitais zodZiais
tariant, sékmingam viruso infekcijos ciklui palaikyti, turi bati inicijuojama fago DNR
transkripcija, todél I11-A ir 111-B potipiy vykdomas interferencijos etapas remiasi suderintu
transkripto (RNR) bei transkribuojamos DNR skaidymu (Kazlauskiene et al., 2017; Mohanraju
et al., 2016). Beje, svarbu pabrézti, jog anksciau tekste (1.1.3. poskyryje) minétas III tipo
CRISPR-Cas sistemy signalo perdavimo kelias, kuriame pagrindinj vaidmenj transkripto
degradacijoje atlieka Csm6/Csx1 baltymas, tarnauja tik kaip atsarginis variantas, tuo atveju, jei
Csm efektorinis kompleksas nesugeba atlikti savo funkcijos kovoje su egzogenine
nukleortigstimi (Kazlauskiene et al., 2017).

I11-A potipio CRISPR-Cas sistemose Csm ribonukleoproteiny kompleksas susideda i$
penkiy efektoriniy Cas baltymy bei crRNR. Komplekso pagrinda sudaro dvi susipynusios
spiraliniy baltymy grandinés, kuriy apacioje iSsidéstes didysis subvienetas — Csml (Cas10), o
virSuje — CsmS5 subvienetas. DidZioji grandiné formuojama i§ vienos kopijos Csm4 ir keliy
kopijy Csm3, tuo tarpu mazoji grandiné — i§ keliy Csm2 baltymy bei didziojo subvieneto C-
galo domeno (D4) (4a pav.) (Tamulaitis et al., 2017). Uz RNazés aktyvuma Siame komplekse
atsakingas Cas7 Seimos baltymas — Csm3 (Takeshita et al., 2019). Zhao ir kolegos (Zhao et al.,

2018) nustaté, jog Staphylococcus epidermidis Csm3 yra vieno domeno baltymas, sudarytas i§
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keturiy a-spiraliy ir astuoniy B-klos¢iy (4b pav.). Keturios B-klostés (B1, B4, B7, $8) bei dvi a-
spiralés (al, o4) formuoja kanonine feredoksino-tipo rauksle, gebangia susiristi su crRNR. Sios
raukslés antrinés struktiiros elementus jungia skirtingo ilgio kilpos. Pagrindinj vaidmenj
nukleortigsties skaidyme vaidina 5 ir 36 klostés, kurios kartu sudaro plauky segtuko struktiirg
(Zhao et al., 2018).

(a) Csm (llI-A) (b)
G crRNA

Csm3 —
2 =5~ Csm2

Major filament
JUBWe|y JOUIN

Csm4

Csm1l

4 pav. (a) Schematiné III-A potipio CRISPR-Cas sistemy Csm komplekso architekttra. Raudona spalva
pazyméta crRNR 5°- rankena”, potencialiai atsakinga uz Csm1 nukleazés aktyvuma (Tamulaitis et al.,
2017). (b) Csm3 baltymo struktiira. N-galas pavaizduotas mélynu rutuliuku, C-galas — raudonu
rutuliuku. Baltymo Serdis — feredoksino-tipo raukslé — pazyméta mélynai. B-plauky segtuko struktira
nuspalvinta geltonai. Tarp antrinés strukttiros elementy esancios insercijos pavaizduotos raudona spalva.
Pilku rutuliuku pazymeétas kalcio jonas. Antrinés struktiiros elementai pazenklinti skaitmenimis (Zhao
etal., 2018).

Csma3 baltymas ypac¢ jdomus tuo, jog su jo galimais homologais eksperimentiskai dirba
misy centro (Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro) mokslininkai, kurie Myoviridae
Seimai priklausan¢io fago vB_ EcoM VpaEl genome (Simolitinas et al., 2015) aptiko tariamai
nauja gp87 baltyma. Siuo metu, $io baltymo tyrimai vyksta, ta¢iau duomenys apie jj dar néra

publikuoti.
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2. METODIKA

2.1. Darbe naudoty kompiuteriniy programy ir jrankiy komandinés eilutés

Sio darbo metu, atliekant bioinformating duomeny analize, naudotos jvairios kompiuterinés programos bei jrankiai, kuriy komandinés eilutés

pavaizduotos 5 paveiksle. Komandiné eiluté — tai tekstu paremta sgsaja tarp vartotojo ir kompiuterio.

# (a) Hmmbuild ir Hmmsearch jrankiy Pythen radmuo (angl. script):

import os, subprocess
from optparse import OptionParser
def read file(filename):

fr=open(filename, 'r')

lines=fr.readlines(})

fr.close()

return(lines)
parser = OptionParser()
parser.add option("-a", action="store", type="string", dest="aln")
parser.add option("-d", action="store", type="string", dest="dbli")
(options, args) = parser.parse_args()
alnli=read file(options.aln)
dbli=read file(options.dbli)
for x in alnli:

alnn=x.split('.")[0]

os.system{ 'hmmbuild '+alnn+'.hmm '+x[:=1])

for y in dbli:

if not y.startswith('#'):
dbn=y.split('/"')[=1]1[:-1]
os.system( ' hmmsearch --cpu 4 -E le-03 -A '+alnn+dbn+'.haln --tblout '+alnn+dbn+’'.tout '+x.split('.')[0]+'.hmm "+y[:=1]+" > '+alnn+dbn+'.hout')

# (b) CLANS programos komandiné eiluté:

java -Xmx14G -jar clans.jar -infile file -blastpath 'blastpgp -j 1 -h le-03' -formatdbpath 'formatdb ' -eval le-03 -pval le-03 -cpu 8
# (C) MAFFT programos komandiné eiluté:

mafft --auto input > output

# (d) Reformat.pl, Addss.pl ir HHmake jrankiy komandinés eilutés:

reformat.pl fas a3m file.fas file.a3m

addss.pl file.a3m

hhmake -i file.a3m

# (@) HEblits jrankio komandiné eiluté:

hhblits -cpu B0 -n 2 -e le-03 -i file.fas -d uniclust30 2018 08 -ocadm file.a3m

# (f) HHseareh irankio komandiné eiluté:

hhsearch -Z 5000 -B 5000 -cpu 48 -i file.hhm -d /tmp/db/pfam -d /tmp/db/pdb70 -d /tmp/db/NCBI_CD -d /tmp/db/scop70 -d /tmp/db/CRISPR-Cas201BHMM -o file.hhr

5 pav. Kompiuteriniy programy ir jrankiy komandinés eilutés. Groteliy simboliu (#) pazymeétos eilutés nurodo programos ar jrankio pavadinima.



2.2. Pradiniy duomeny parsisiuntimas

IS NCBI FTP svetainés (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/CRISPR2018/;
Makarova et al., 2018) FASTA formatu atsisiysti CRISPR-Cas sistemy baltymy daugybiniai
seky palyginiai (CRISPR-Cas2018 DB).

N NCBI baltymy duomeny bazés
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein?term=Viruses[Organism]+AND+srcdb_refseq[PROP]
+NOT+cellular+organisms[ORGN]) 2019 m. geguzés 30 d. FASTA formatu parsisiystos
virusy koduojamy baltymy sekos (Virus2019 DB).

2.3. HMMER baltymy homology paieska

Ieskant CRISPR-Cas sistemy baltymy homology virusuose, pirmiausia, naudotas
standartinis profilio-sekos lyginimo metodas. Tam pasitelktas HMMER programinés jrangos
paketas (Eddy, 2011), leidziantis sukurti baltymy tikimybinio modelio — pasléptojo Markovo
modelio (angl. hidden Markov model (HMM)) — profilj ir naudoti $j profilj seky homology
paieskoje lokalioje duomeny bazéje. HMM profilis — tai glausta daugybinio seky palyginio
reprezentacija (Soding et al., 2012). Kitaip tariant, tai pozicijai specifinis vertinimo modelis,
nusakantis, kurie simboliai (Siuo atveju, aminoriigStys) labiausiai tikétini bei kokia yra
insercijy/delecijy atsiradimo tikimybé kiekvienoje daugybinio seky palyginio vietoje
(stulpelyje) (Eddy et al., 2019).

Visy pirma, HMMER Hmmbuild jrankiu i§ CRISPR-Cas2018 DB seky palyginiy
sukonstruoti HMM profiliai. Tuomet, gauti profiliai, Hmmsearch jrankio pagalba, palyginti su
Virus2019 DB sekomis, naudojant 0,001 jtraukimo ribg (angl. E-value). Hmmbuild bei
Hmmsearch jrankiy paleidimo raSmuo (angl. script), parengtas Python programavimo kalba

(Rossum, 1995), pavaizduotas 5a paveiksle.

2.3.1. HMMER paieskos rezultaty eksportavimas

Tam, jog bty galima toliau analizuoti HMMER paieskos metu gautus rezultatus, jie
turi buti eksportuojami. IS Hmmsearch jrankiu gauty faily, naudojant Python programavimo
kalbg, eksportuotos tik tos virusy koduojamy baltymy sekos, kuriy panaSumas j CRISPR-Cas
sistemy baltymy profilius buvo statistiskai reikSmingas, t.y. E-jvertis (angl. E-value) <= 0,001.

Kuo zemesné statistinio jvercio reikSme, tuo profilio-sekos panasumas yra didesnis. Paieskos



rezultatai eksportuoti CSV formatu. Tai toks failo formatas, kuriame reik§més yra atskirtos

kableliais, tod¢l duomenys lengvai konvertuojami j lentele.

2.3.2. HMMER paieskos rezultaty grupavimas

Praeito etapo metu eksportuotos virusy baltymy sekos sugrupuotos pagal jy panasumo
statistinius jver¢ius (E-jvercius) CLANS (angl. Cluster Analysis of Sequences) (Frickey ir
Lupas, 2004) kompiuterine programa. CLANS seky palyginimui naudoja BLAST (angl. Basic
Local Alignment Search Tool) paieska (Altschul et al., 1990), o seky grupiy vizualizacijai —
Fruchtermano-Reingoldo grafo isdéstymo algoritma. Pastarasis seky E-jvercius perskaiciuoja j
P-jvercius (angl. P-value), pagal kuriuos sekas isdésto erdvéje (2D arba 3D projekcijoje). Kitaip
tariant, grupés vizualizuojamos pagal jégos nukreipima. Fruchtermano-Reingoldo algoritmas
palygina jégas, susidariusias tarp tasky (angl. points). Tos jégos gali biti atstumiancios arba
pritraukiancios. Kuo taskai panasesni, tuo juos veiks stipresnés traukos jégos bei tokiu buidu jie
sudarys grupe, ir atvirksciai, kuo taskai maziau panasis, tuo labiau juos veiks atstumiancios
jégos — taip susidarys dvi atskiros grupés. Kuo rySys tarp tasky ilgesnis, tuo taskai maziau
panasts (Fruchterman ir Reingold, 1991). CLANS programos komandiné eiluté pavaizduota

5b paveiksle.

2.3.2.1. CLANS grupiy anotavimas

Naudojant CLANS kompiuterinés programos Convex klasterizavimo metoda,
skirtingomis spalvomis iSskirtos grupés, turin¢ios ne maziau nei 5 taskus (sekas). Tuomet, Sios
grupés anotuotos pasitelkiant Batch CD-Search jrankj (Marchler-Bauer ir Bryant, 2004,
Marchler-Bauer et al., 2011), kuris, naudodamas BLAST paieSka, leidZia nustatyti baltymy
konservatyviuosius domenus i$ pateikto seky saraso. Konservatyviyjy domeny paieska vykdyta
per CDD (angl. Conserved Domain Database) duomeny bazg (Lu et al., 2020), nustacius 0,01
jtraukimo ribg. CLANS grupés anotuotos pagal geriausig reikSmingumo jvertj (E-jvertj) turintj
domena.

Tais atvejais, kai Batch CD-Search jrankiu rezultatai nebuvo gauti, CLANS grupiy
anotacijai pasitelktas HHpred serveris (Soding et al., 2005; Zimmermann et al., 2017). Tai
atvirojo kodo paieskos sistema, naudojanti HH-suite programinés jrangos paketa (detaliau apie
ji — 2.4. poskyryje). Sio darbo metu, HHpred uzklausai pateikta viena seka i§ anotuojamos
CLANS grupés. Homology paieska vykdyta per PDB (angl. Protein Data Bank) (Berman et al.,
2000), Pfam (angl. Protein families database) 32.0 (El-Gebali et al., 2019) ir CDD duomeny
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bazes, pakeitus daugybiniy seky palyginiy generavimo metodg j PSI-BLAST (angl. Position-
Specific Iterated BLAST). CLANS grupés anotuotos pagal geriausig jvert] turintj sekos
homologa.

2.3.2.2. CLANS grupiy analizé

Anotuotos CLANS grupés detaliau analizuotos nustatant grupg reprezentuojancio
baltymo funkcijg virusuose. Reprezentatyvus baltymas pasirinktas sudarius grupés daugybinj
seky palyginj bei identifikavus vidutinio ilgio seka, atitinkamai MAFFT (Katoh et al., 2002)
(komandiné eiluté pavaizduota 5c paveiksle) ir Jalview (Waterhouse et al., 2009)
kompiuterinémis programomis. Funkcijos nustatymui atlikta baltymo sekos HHpred paieska
(tuo paciu principu, kaip ir 2.3.2.1. poskyryje), tarp kurios rezultaty pasirinktas geriausia
panaSumo tikimybe (angl. probability) turintis viruso baltymas.

Taip pat, buvo nuspresta CLANS grupes palyginti su G. Faure bei kolegy (Faure et al.,
2019b) virusuose rastais Cas baltymy homologais. Siam tikslui pasiekti, prie CLANS
sugrupuoty seky buvo pridétos G. Faure ir bendraautoriy (Faure et al., 2019b) identifikuotos

virusy baltymy sekos.

2.3.3.  Seky atrinkimas tolimesnei analizei

Tolimesnei analizei pasirinktos tos virusy baltymy sekos, kuriy statistiniai jverciai,
atlikus HMMER paieska, buvo geriausi. Pirmiausia, Python programavimo kalbos pagalba
eksportuotos virusy baltymy seky E-jveréiy laipsnio reikSmés (pavyzdziui, jei E-jvertis yra le-
40, ,,istrauktas® tik po e- einantis skaiius, §iuo atveju, tai 40). Tuomet, i$ Siy jverciy laipsnio
reik§miy sukurta histograma bei nustatyta intervaly riba toje vietoje, kurioje pasireiSkia staigus
seky, su mazesne E-jverciy reikSme, skaiciaus did¢jimas.

Kiekvienai atrinktai virusy baltymy sekai, naudojant NCBI duomeny bazes (NCBI,
2016), nustatytas atitinkamo viruso genomo dydis, baltyma koduojanéio geno lokuso Zymuo
(angl. locus tag) bei atliktos HHpred ir BLASTp (angl. protein-protein BLAST) paieskos. Taip
pat, patikrinta, kuriai CLANS grupei bei kuriam CRISPR-Cas2018 DB profiliui priklauso
kiekviena atrinkta seka. Be to, atliktas atrinktus baltymus koduojanciy virusy palyginimas su
G. Faure ir kolegy (Faure et al., 2019b) nustatytais Cas baltymy homologus koduojanciais

virusais.
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2.3.4. Casl2 baltymy homology analizé

Nustacius, jog tarp praeitame etape atrinkty virusy baltymy seky, didziausia dalj sudaro
Casl2 baltymy homologai, nuspresta Siuos homologus palyginti su jau charakterizuotais
panaSiais virusy baltymais. Tam, naudojant MAFFT kompiutering programa, sudarytas
daugybinis Casl12 baltymy homology seky palyginys, prie kurio pridétos B. Al-Shayeb bei
kolegy (Al-Shayeb et al., 2019) virusuose rastos Cas12j ir Cas14 baltymy sekos.

Taip pat, buvo patikrinta $io darbo metu rasty Cas12 baltymy homology sasaja su 1S605-
tipo transpozony koduojamais TnpA bei TnpB baltymais. Naudojant NCBI nukleotidy
duomeny baze, paziiréta ar virusy genomuose Salia Cas12 homology yra TnpA genas. Tuo
atveju, kai 1 geno atstumu pasitaikydavo hipotetinis baltymas, papildomai atliktos nezinomo
baltymo Batch CD-Search bei HHpred paieskos. Jalview kompiuterine programa prie pries tai
sukonstruoto Cas12-Casl4 baltymy palyginio pridéta TnpB baltymo seka (NP_052299.1),
iSskirti konservatyviis domenai bei sudarytos konservatyviy viety diagramos (konsensuso

sekos).

2.4. HH-suite baltymy homology paieska

Atsizvelgiant | tai, jog anks¢iau Siame darbe naudotas profilio-sekos lyginimo metodas
(HMMER paieska) yra vidutiniskai jautrus ir labiau tinka tik ,,oendram vaizdui” apie CRISPR-
Cas sistemy baltymy homologus virusuose susidaryti, toliau nuspresta panaudoti létesnj, taciau
jautresnj profilio-profilio lyginimo metodg. Tam pasitelktas HH-suite programinés jrangos
paketas (Steinegger et al., 2019), baltymy homology nustatymui naudojantis HMM-HMM
profiliy palyginj bei paieska vykdantis per daugybe duomeny baziy.

Visy pirma, i§ CRISPR-Cas2018 DB daugybiniy seky palyginiy sukonstruota lokali
HMM profiliy duomeny bazé (CRISPR-Cas2018HMM DB), naudojant HH-suite paketo
Reformat.pl, Addss.pl ir HHmake jrankius, Kkurie atitinkamai atlieka palyginio failo
performatavimg 1§ FASTA | A3M, antrinés struktiiros pridéjimg ir palyginio pavertimg | HMM
profili. HMM profiliy generavimo komandinés eilutés pavaizduotos 5d paveiksle.

Tuomet, HH-suite HHDblits jrankiu, kiekvienai $io darbo pradzioje parsisiystai
Virus2019 DB sekai sukurti HMM profiliai, atliekant dviejy iteracijy paieska
Uniclust30_2018_08 duomeny bazéje (Mirdita et al., 2016), nustac¢ius 0,001 jtraukimo riba
(komandiné eiluté pavaizduota 5e paveiksle). Sie HMM profiliai konstruojami i3 virusy DB

sekos ir ] jg panasiy seky.
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Sukurti virusy seky HMM profiliai, HH-suite HHsearch jrankio pagalba (komandiné
eiluté pavaizduota 5f paveiksle), palyginti su HMM profiliais i§ lokalios CRISPR-
Cas2018HMM  duomeny bazés bei i§ HH-suite autoriy nurodytos nuorodos
(http://wwwuser.gwdg.de/~compbiol/data/hhsuite/databases/hhsuite_dbs/) parsisiysty Pfam
32.0, PDB, SCORP (angl. Structural Classification of Proteins) (Andreeva et al., 2014; Andreeva
et al., 2020) ir CDD duomeny baziy.

2.4.1. HH-suite paieskos rezultaty eksportavimas

Tolimesnei analizei i§ HHsearch jrankiu gauty faily, naudojant Python programavimo
kalba, eksportuoti tik tie paieskos rezultatai, kuriy panaSumo j CRISPR-Cas2018HMM DB
profilius tikimybé buvo didesné nei 70 % ir profilio padengimas didesnis nei 50 %.

2.4.2. HH-suite paieskos rezultaty grupavimas

Atsizvelgiant | tai, jog atlikus HHsearch paieska, gautas didelis kiekis rezultaty, kuriy
grupavimas yra sudétingas, pasirinkta strategija pirmiausia suklasterizuoti profilius, rastus su
CRISPR-Cas2018HMM DB profiliais, 0 po to anotuotoms profiliy grupéms priskirti HHsearch
paieskos rezultatus.

Visiems CRISPR-Cas2018HMM DB profiliams atliktos paieskos anks¢iau minétose
(2.4. poskyryje) duomeny bazése, parsisiystoms i§ HH-suite autoriy nurodytos nuorodos. Tam,
taip pat, naudotas HHsearch jrankis. Profiliai su panasumo tikimybe didesne nei 95 %, Python
raSmens pagalba, buvo eksportuoti ir pridéti prie CRISPR-Cas2018HMM DB profiliy.

Visi profiliai sugrupuoti pagal jy panasumo statistinius jvercius (E-jver¢ius) CLANS
programa. Naudojant CLANS Convex klasterizavimo metoda, skirtingomis spalvomis i$skirtos
grupés, turindios ne maziau nei 20 tasky (profiliy). Sios grupés anotuotos ankséiau (2.3.2.1.
poskyryje) aprasytu budu. Anotacijas palyginus su CRISPR-Cas2018 DB daugybiniy seky
palyginiy anotacijomis, kai kurios profiliy grupés buvo pervadintos, jog geriau atspindéty
gautus rezultatus.

HH-suite HHsearch jrankiu gauti paieskos rezultatai, t.y. virusy koduojamos baltymy
sekos, priskirtos CLANS profiliy grupéms, naudojant Python programavimo kalba.

2.4.3. Csm3 baltymy homology analizé
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Detaliau analizuota tik su CRISPR susijusio Csm3 baltymo grupé, j kurig patenka
vB_EcoM_VpaEl fago koduojamas gp87 baltymas. Robetta serverio
(https://robetta.bakerlab.org) pagalba sudarytas gp87 baltymo 3D struktiiros modelis, kuris
palygintas su PDB duomeny bazéje esanciomis kity baltymy struktiiromis, naudojant Dali
serverj (Holm, 2019). PyMOL molekulinés vizualizacijos kompiuterine programa (PyMOL)
gp87 baltymo struktiira uzklota ant keliy didZiausig panaSumg turin¢iy baltymy struktiiry bei
iSkelta gp87 baltymo funkcijos hipotezé.

2.5. HMMER ir HH-suite paiesky rezultaty palyginimas

Sio darbo metu atlikty profilio-sekos lyginimo (HMMER) bei profilio-profilio lyginimo
(HH-suite) metody rezultatai tarpusavyje palyginti pagal abiejy paiesky metu rasty virusy
koduojamy baltymy identifikacinj koda (angl. accession number). Palyginimas atliktas

pasitelkus Python programavimo kalba.
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3. REZULTATAI

Siame darbe istirtos 8 814 virusy genomuose koduojamos 362 446 baltymy sekos. D¢l
didelio duomeny kiekio, pradiné seky analiz¢ atlikta greiiau veikianciu, taCiau maziau jautriu
HMMER programinés jrangos paketu. Tuomet, kol buvo tiriami pastarosios analizés rezultatai,
papildomai vykdyta létesné, bet didesnj jautrumg turinti CRISPR-Cas sistemos baltymy
homology paieska, naudojant HH-suite programinés jrangos paketa.

D¢l didelio gauty rezultaty kiekio, detaliau analizuoti nuspresta po vieng Cas baltymy
homology grupg i§ abiejy vykdyty paiesky:

1) profilio-sekos lyginimo metodo (HMMER) metu rastg Cas12 baltymy homology
grupe, kurios nariai sudaré didziausia dalj tarp atrinkty, aukstus statistinius jvercius
turiniy virusy seky;

2) profilio-profilio lyginimo metodo (HH-suite) pagalba pirma kartg nustatytg Csm3
baltymy homology grupe, i kurig patenka musy centro (Vilniaus universiteto
Gyvybés moksly centro) mokslininky sekvenuoto vB_EcoM_VpaEl fago
koduojamas gp87 baltymas.

3.1. HMMER baltymy homology paieskos rezultatai

I$ Sio darbo pradzioje parsisiysty 530 CRISPR-Cas sistemy baltymy daugybiniy seky
palyginiy (CRISPR-Cas2018 DB) bei 362 446 baltymy seky (Virus2019 DB) HMMER
Hmmbuild ir Hmmsearch jrankiy pagalba, atrinkta 70 CRISPR-Cas baltymy profiliy bei 2 117
baltymy seky, koduojamy 1 330 virusy. Eksportuoti Hmmsearch rezultatai pateikti prieduose

esancCioje 1 lenteléje, kurios fragmentas pavaizduotas 6 paveiksle.

CRISPR-Cas profilis
Viruso pavadinimas cd06127 cd09639
Arthrobacter phage KellEzio ¥P_009301318.1~1.5e-28
Elephantid betaherpesvirus 1 YP_007969774.2+0.0003
Gordonia phage Phinally YP_009291409.1~1.3e-25

6 pav. HMMER paieskos rezultaty lentelés fragmentas. Lenteléje pateikti CRISPR-Cas baltymy
profiliai bei atitinkamo viruso genome koduojamo baltymo identifikacinis kodas, Salia kurio (atskirta
»~"* simboliu) nurodytas E-jvertis.

3.1.1. HMMER paieskos rezultaty grupés

Sugrupavus HMMER Hmmsearch jrankiu gautus rezultatus CLANS programa,
iSskirtos 35 baltymy grupés (7 pav.). Didziausig grupe, turin¢ig 348 sekas, sudaro Cas4-tipo
baltymai (PHA00619). Savo dydziu, taip pat, iSsiskiria 20G-Fe(ll) oksigenaziy (pfam13640),
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RecD helikaziy (cd17933) bei ribonukleaziy H (pfam13482) grupés, atitinkamai turinéios po
287, 232 ir 218 nariy. Maziausias grupes, susidedancias tik i§ 5 nariy, formuoja atvirkstiniy
transkriptaziy (pfam00078) bei CasX/DNR/RNR kompleksy baltymai (6NY2_Y). Informacija
apie kiekvieng CLANS seky grupe pateikta prieduose esancioje 2 lenteléje.

Atlikus kiekvienos CLANS seky grupés reprezentatyvaus baltymo HHpred paieskas,
nustatyta, jog didZioji dalis baltymy grupiy atsakingos uz virusy replikacija (priedai; 2 lentelé).
Keliy grupiy funkcija virusuose yra struktiiring, gynybiné bei anti-CRISPR.

Prie CLANS sugrupuoty seky pridéjus G. Faure ir kolegy (Faure et al., 2019b)
identifikuotas virusy baltymy sekas, kai kurios i$ jy pateko j Cas4-tipo baltymy (PHAQ00619) ir
Ski2 helikaziy (cd17921) grupes. Sias sekas G. Faure ir bendraautoriai (Faure et al., 2019b)
atitinkamai charakterizavo kaip Cas4 ir Cas3 baltymy homologus. Kitos sekos suformavo 3
atskiras naujas grupes arba isidéste kaip pavieniai tagkai. Sj nesutapima galima biity paaiskinti

skirtingais G. Faure ir kolegy (Faure et al., 2019b) bei Sio darbo metu tirtais seky rinkiniais.
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7 pav. HMMER paieskos rezultatai, sugrupuoti pagal seky tarpusavio panasumg. Taskai zymi sekas. Linijomis sujungtos sekos, kuriy CLANS panaSumo jvertis (P-
jvertis) < 0,001. Kuo sekos panasesnés, tuo linijos trumpesnés bei ryskesnés. Grupiy anotacijy spalvos sutampa su grupés nariy spalvomis. Salia grupiy anotacijy
skliausteliuose nurodyti charakterizuoty baltymy profiliy identifikaciniai kodai.



3.1.2. Tolimesne HMMER rezultaty analizé

Kaip jau buvo minéta 2.3.3. poskyryje, toliau analizuoti nuspresta tik tas HMMER
paieskos metu atrinktas virusy baltymy sekas, kuriy statistiniai jver¢iai buvo geriausi. Tam i$
seky E-jveréiy laipsnio reikSmiy sukurta histograma (8 pav.). Toliau darbe naudotos tos sekos,

kurios patenka j [1e-36, 1e-157] E-jverciy laipsnio reikSmiy intervala.

Seky E-jver€iy laipsnio reikSmiy histograma
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E-jverciy laipsnio reikSmiy intervalai

8 pav. HMMER paieskos metu atrinkty virusy baltymy seky E-jveréiy laipsnio reik§miy histograma.
Horizontalioje (X) asyje pazyméti E-jverciy laipsnio reik§miy intervalai, o vertikalioje (Y) aSyje — seky
skai¢ius. Vir§ kiekvieno histogramos stulpelio nurodytas tikslus virusy baltymy seky skaicius,
patenkantis j tam tikra E-jverciy laipsnio reikSmiy intervala. Raudona punktyriné linija nurodo toliau
darbe analizuoty seky E-jverciy laipsnio reik§miy intervaly riba.

Atlikus detalesng atrinkty, aukstus statistinius jveréius turin¢iy, virusy koduojamy
skirtingy baltymy seky analizg, nustatyta, jog Siek tiek daugiau nei puse (49 sekos i§ 95) yra
Cas12 baltymy homologai (priedai; 3 lentel¢). Likusios sekos pateko j 2-oksoglutarato (20G)
oksigenaziy, ATPaziy, DEDDh egzonukleaziy, DinG helikaziy bei atvirkstiniy transkriptaziy
CRISPR-Cas baltymy profiliy $eimas. Be to, palyginus atrinkty baltymy virusy pavadinimus
su G. Faure ir kolegy (Faure et al., 2019b) charakterizuoty baltymy virusais, nustatyti tik 2

bendri virusai, patenkantys j DinG helikaziy Seimg (priedai; 3 lentelé).

3.1.3. Casl2 baltymy homologai

HHpred paieskos rezultatai patvirtino fakta, jog Sio darbo metu nustatyti Cas12 baltymy
homologai (toliau — virusiniai Cas12 baltymai) turi panasumg su CRISPR-Cas baltymais, o



BLAST paieska bei priskyrimas CLANS grupéms parodé seky gimininguma su transpozazémis
(9 pav.).

Patikrinus virusiniy Casl2 baltymy sgsajas su 1S605-tipo transpozony transpozicijos
baltymu TnpA, HHpred paieskos pagalba nustatyta, jog tik 3 virusy genomuose (Sulfolobus
monocaudaviruso SMV3, Lactobacillus fago CL1 bei Microcystis viruso Ma-LMMO01) salia
Cas12 homologo (1 geno atstumu) galimai issidéstes TnpA homologo TnpArer genas (Messing
et al., 2012) (priedai; 3 lentel¢). Taip pat, pastebéta, jog rastus virusinius Casl2 baltymus
koduoja vidutinio dydzio virusai (genomo ilgio vidurkis ~120 kb).

Pagal 1S605-tipo transpozony koduojamo TnpB baltymo konservatyvius domenus
palyginus virusiniy Cas12 baltymy sekas su B. Al-Shayeb ir kolegy (Al-Shayeb et al., 2019)
charakterizuotomis dideliy virusy Cas12j ir Cas14 baltymy sekomis, nustatyta, jog Sio darbo
metu rasti Cas12 baltymy homologai panasesni j Casl14 baltymus. Ta galima pamatyti i§ 9
paveiksle pateikto palyginio konservatyviy viety diagramy (konsensuso seky) 284 (RuvC |
domenas), 408, 457-458 (RuvC Il domenas), 477 (cinko pirsty domenas), 514, 517-518 ir 523
(RuvC Il domenas) pozicijy, kuriose aminortig§¢iy lickanos sutampa tarp TnpB, virusiniy
Casl12 bei Casl4 baltymy, taciau skiriasi Cas12j sekose. Minétose pozicijose konservatyvios
yra, atitinkamai glicino (G), izoleucino (1), tirozino (Y) bei lizino (K), prolino (P), arginino (R),

asparagino (N) bei alanino (A) ir izoleucino (1) liekanos.
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9 pav. TnpB, virusiniy Casl2, Cas12j bei Casl4 baltymy palyginys. Paveikslo virSuje nurodyti TnpB
baltymo konservatyviis domenai. TnpB, virusiniy Cas12 bei B. Al-Shayeb ir kolegy (Al-Shayeb et al.,
2019) charakterizuoty Cas12j ir Casl4 baltymy sekos paryskintos, atitinkamai raudona, zalia, mélyna ir
geltona spalvomis. Paveikslo apacioje pavaizduotos kiekvienos baltymy grupés konservatyviy viety
diagramos (konsensuso sekos). Diagramose oranzine spalva paryskintos pozicijos, kuriose
aminortgsciy liekanos sutampa tarp TnpB, virusiniy Cas12 ir Cas14, ta¢iau skiriasi nuo Cas12j baltymy
seky.

3.2. HH-suite baltymy homology paieskos rezultatai

Atlikus jautresng CRISPR-Cas sistemy baltymy homology paieska HH-suite HHsearch
jrankiu, atrinktos 8 288 virusy koduojamy baltymy sekos. 10 paveiksle pateiktas eksportuoty
HH-suite rezultaty lentelés fragmentas. Prieduose esancios 4 lentelés duomenys nurodo sukurty
virusy baltymy HMM profiliy reprezentatyviy seky identifikacinius kodus, $alia kuriy pateikta
informacija apie lyginimo metu rastg geriausig E-jvert] turintj baltymy profilj bei panaSiausig
CRISPR-Cas baltymy profilj.

Viruso profilis Panasiausias profilis CRISPR-Cas profilis

en yvios sekas Regionas  Panasumo tikimybe (%) lgis (: i) (%) Regionas  Panasumo tikimybe (%) Ilgis (stulpelial) Padengimas (%)
YP_009213801 6MIK_C 4-205 100,0 200 88,50 Kooncd09637 63-203 96,2 125 70,22
YP_009509001 1CU1 A 6-625 100,0 608 94,26 Kooncd09639 200-474 99,8 251 71,10
YP_009509004 315K_8 1-526 100,0 519 91,70 Knnnil:itvﬂﬂﬂﬂ 104-356 95,8 232 78,91

10 pav. HH-suite paieskos rezultaty lentelés fragmentas.

3.2.1.  HH-suite paieskos rezultaty grupés

Kaip jau buvo minéta 2.4.2. poskyryje, grupuoti nuspresta ne HH-suite paieSkos metu
rasty virusy profiliy reprezentatyvias sekas, bet su CRISPR-Cas profiliais rastus profilius ir
tuomet virusy sekas priskirti anotuotoms profiliy grupéms.

HHsearch jrankiu atlikus CRISPR-Cas profiliy homology paieska, rasti 4 049 skirtingi,
auksta panasumo tikimybe (> 95 %) pasizymintys profiliai (priedai; 5 lentel¢), kurie CLANS
programa suskirstyti j 28 grupes. HH-suite paieSkos metu rastos virusy sekos (6 688) pateko ne
j visas, o j 18 CLANS profiliy grupiy (11 pav.). Didziausias skai¢ius seky (2165) priskirta
atvirkstiniy transkriptaziy (cd01645) grupei. Maziausiai seky (po 1) pateko j Cas7 (cd09690),
Cas6 (pfam17955), Casb (TIGR00956), M48 peptidaziy (cd07344) bei HEAT pasikartojima
turin¢iy (COG1413) baltymy grupes.
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11 pav. HHsearch profiliy paieskos rezultatai, sugrupuoti pagal profiliy reprezentatyviy seky tarpusavio panaSuma. Taskai zymi profilius. Linijomis sujungti profiliai,
kuriy CLANS panasumo jvertis (P-jvertis) Svle-6. Paveiksle anotuotos tik tos grupés, i kurias patenka HH-suite paieskos metu rastos virusy sekos. Grupiy anotacijy
spalvos sutampa su grupés nariy spalvomis. Salia grupiy anotacijy skliausteliuose nurodyti charakterizuoty baltymy profiliy identifikaciniai kodai.



Palyginus abiejy paiesky (HMMER bei HH-suite) metu rastas virusy koduojamy
baltymy sekas, nustatyta, jog is 6 688 CLANS profiliy grupéms priskirty seky, profilio-sekos
lyginimo (HMMER) metodo pagalba rastos 1 549 sekos.

12 paveiksle pateiktas prieduose esancios 6 lentelés fragmentas, kuriame atsispindi
HMMER ir HH-suite paiesky rezultaty tarpusavio palyginimas. 5 CLANS profiliy grupéms
(Csm3 baltymy (5YJD_A), AA Kklasés asparto proteaziy (TIGR03698), 7-tipo serino/treonino
kinaziy (cd06627), M48 peptidaziy (cd07344) ir HEAT pasikartojimg turinéiy baltymy
(COG1413)) priklausancios sekos rastos tik HH-suite paieska.

Profiliy CLANS grupé Seky kiekis (kiek i3 jy rasta su HMMER paiedka)
Atvirkitinés transkriptazés (cd01645) 2165 (180)
DEDDh egzonukleazés (pfamO9281) 1418 (287)
DinG helikazés (pfam00931) 1103 (214)
Cas4 baltymai (pfam12705) 846 (375)
20G-Fe(ll) oksigenazés (pfam13532) 722 (326)
Cas12 baltymai (SNFV_A) 112 (111)
HTH motyva turintys baltymai (PRK09213) 104 (16)
Adenino alfa hidrolazés (cd01984) 90 (35)
TPR motyva turintys baltymai (smart00357) 65 (1)
Cas2 baltymai (COG3309) 20 (1)
Csm3 baltymai (5YJD_A) 15 (0)
AA klasés asparto proteazés (TIGRO3698) 14 (0)
7-tipo serino/treoning kinazés (cd06627) 9 (0)
Cas7 baltymai (cd09690) 1(1)
Cas6 baltymai (pfam17955) 1(1)
Cas5 baltymai (TIGRO0956) 1(1)
M48 peptidazés (cd07344) 1(0)
HEAT pasikartojima turintys baltymai (COG1413) 1(0)

12 pav. HMMER ir HH-suite paiesky metu rasty seky palyginimas.

Prieduose esancioje 6 lenteléje, taip pat, pateikta detalesné informacija apie kiekvieng
CLANS profiliy grupe, t.y. apie kiekvieng grupe sudaranciy baltymy profiliy vidutine
panaSumo tikimybe j virusy baltymy profilius, vidutinj CRISPR-Cas profiliy padengimg bei
profiliy priklausymg tam tikrai CRISPR-Cas profiliy kategorijai ir Seimai.

3.2.2.  Csma3 baltymy homologai

Dali serverio pagalba palyginus j Csm3 baltymy (5YJD_A) profiliy grupe patenkancio
vB_EcoM_VpaEl fago koduojamo gp87 baltymo sekg su kitomis jau prokariotuose
charakterizuotomis Csm komplekso sekomis, nustatyta, jog gp87 baltymas savo struktiiroje turi

intarpa, kurio neturi kiti j jj panasts baltymai (13 pav.).
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13 pav. Gp87 ir Csm komplekso baltymy palyginiai. Virsuje esanti dalis nurodo aminortig$¢iy palyginj,
apacioje — antrinés strukttiros palyginj (H — spiralé, E — klosté, L — rité¢). Raudona spalva pazymétas
gp87 baltymo intarpas, kurio néra kituose baltymuose. SO01A, vB_EcoM_VpaE1 fago gp87 baltymas;
6ae2A, Thermoplasma volcanium Csm3 baltymas; 5yjdA, Staphylococcus epidermidis Csm3 baltymas;
6ifnF, Streptococcus thermophilus Csm kompleksas; 6murD, Thermococcus onnurineus Csm
kompleksas.

UZklojus gp87 baltymo 3D struktiiros modelj ant pries tai minéty Csm3 baltymy bei

Csm kompleksy struktiiry modeliy, pastebéta, kad nustatytas gp87 intarpas atsiduria sgveikos

su crRNR puséje (14 pav.).

14 pav. Gp87 baltymo modelis palygintas su Csm komplekso modeliu (6murD). Mélyna spalva zZymi
Csm komplekso struktiira, oranziné — crRNR, zalia — gp87 baltyma, raudona — gp87 intarpa.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo metu atlikta paieska — tai pirma tokios placios apimties bei tokio auksto
jautrumo CRISPR-Cas sistemy baltymy homology paieska virusuose. Tyrime vykdyta analizé
ne tik patvirtino anksc¢iau virusuose identifikuotus solo Cas baltymy homologus, bet ir padéjo
rasti naujy Cas baltymy homology (pvz., Csm3).

I 15 paveiksle pateiktos, darbo rezultatus apibendrinancios iliustracijos, galima matyti,
jog virusai j savo genomus, pagrinde, inkorporuoja Cas baltymus, susijusius su adaptacijos bei
interferencijos CRISPR-Cas sistemy funkciniais moduliais. Be to, kaip ir buvo tikétasi, didzioji
dalis kity rasty baltymy priklauso skirtingoms, placiai paplitusioms baltymy grupéms,
susijusioms su virusy replikacija ar gynyba. Tai jvairios helikazés, nukleazés, polimerazés,

transpozazés, hidrolazés, proteazés, kinazes ir pan.

Adaptation Expression Interference Signal transduction/ancillary
Repeat Spacer Pre-crRNA  Effector module (crRNA Target cleavage coA Sensor Effector Ring Helper,
array  integration processing and target binding) synthesis nuclease role
unknown
1 __________§ | —
Casd
weer [N O @D G50 [:“D---- ...,
£ meen 1N D D &5 000 (IS5 D D o -1 1 ]
O
wev Nl RGO (D @D D iy

weev [N SN0 00 G0

Class 2

15 pav. Tyrimo metu virusuose identifikuoti Cas baltymy homologai. Skliausteliuose nurodyti rasty
baltymy kiekiai, remiantis jautresnés paieSkos (HH-suite) rezultatais. Tuo atveju, kai baltymai nebuvo
aptikti HH-suite paieska (Cas3), jy kiekis nurodytas pagal HMMER paieskos rezultatus. Skirtinguose
tipuose pasikartojantys sistemy komponentai, pazyméti tik I tipe. RT, atvirkstinés transkriptazés.
Iliustracija Siam darbui pritaikyta pagal K. S. Makarova ir bendraautoriy (Makarova et al., 2020) sukurta
paveiksla.

Profilio-sekos lyginimo metodo (HMMER paieskos) pagalba rasti jau pries tai G. Faure
ir kolegy (Faure et al., 2019b) virusuose identifikuoti Cas4 bei Cas3 baltymy homologai,
tikétina, jog buvo pritaikyti skirtingoms virusy funkcijoms atlikti, pavyzdziui, kovoti su
Seimininko CRISPR-Cas sistema ar spresti tarp-virusinius konfliktus. Greiéiausiai, panaSiai
veikia ir Siame tyrime identifikuoti auks$tu panasumu j CRISPR-Cas baltymy profilius
pasizymintys Cas12 baltymy homologai. Kaip parodé $iy baltymy detali analizé, tik 3 nustatyti
Cas12 homologai turi artimg rysj su TnpA transpozazémis, kas leidZia teigti, jog visi kiti rasti
Cas12 homologai yra ne inserciniai elementai, 0 j virusy genomus jsiterpg¢ prokarioty Cas12

baltymai. Be to, virusuose rastus Casl12 baltymy homologus teisingiau biity vadinti virusiniais
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Casl14 baltymais, kaip ta atliktos dideliy fagy genomy analizés rezultatuose nurodo B. Al-
Shayeb ir bendraautoriai (Al-Shayeb et al., 2019).

Pasitelkus profilio-profilio lyginimo metodg (HH-suite paieskg), virusy genomuose
aptikti jau pries tai Siame darbe identifikuoti Cas4 bei Cas12 baltymy homologai. Papildomai,
jautresnés paieSkos metu nustatyti ir Cas2 baltymy homologai, kuriy egzistavimg jau ankséiau
nurodé G. Faure ir kolegos (Faure et al., 2019b), tadiau jy funkcija virusuose ir toliau lieka
neaiski. Tuo tarpu, Cas5, Cas6 bei Cas7 baltymy grupéms priskirtas sekas reikty tirti detaliau,
kadangi j Sias grupes pateko tik po 1 virusy koduojamy baltymy seka.

Sio tyrimo svarbiausiu rezultatu galima jvardinti HH-suite paieskos metu virusy
genomuose identifikuotus Csm3 baltymy homologus, kurie iki $iol dar niekur nebuvo aprasyti.
Manome, jog pastarieji baltymai sgveikauja su Seimininko CRISPR-Cas sistemy baltymais bei
galimai blokuoja jy susiri§img su crRNR, taip apsaugant virusg nuo prokarioty jgyto imuniteto

mechanizmo.
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ISVADOS

Atlikus profilio-sekos bei profilio-profilio lyginimo CRISPR-Cas baltymy

homology paieskas, tarp 362 446 istirty virusy koduojamy baltymy seky, rasta

1 010 CRISPR-Cas sistemy baltymy homology. Virusai j savo genomus, pagrinde,

inkorporuoja Cas baltymus, susijusius su adaptacijos bei interferencijos CRISPR-

Cas sistemy funkciniais moduliais.

Sugrupavus bei isanalizavus rastas CRISPR-Cas baltymy homology sekas,

nustatyta:

a) pirmg kartg virusuose charakterizuota Csm3 baltymy grupé, galimai apsauganti
virusg nuo Seimininko CRISPR-Cas sistemy mechanizmo;

b) naujai virusuose rastos Cas5, Cas6 ir Cas7 baltymy grupés, kuriy apibtdinimui
reikalinga detalesné analiz¢;

C) jau anksciau virusuose identifikuotos Cas2, Cas3 bei Cas4 baltymy grupés,
kurios, tikriausiai, pritaikytos skirtingoms virusy funkcijoms atlikti;

d) pries tai tik dideliuose faguose aptikta Cas12/14 baltymy grupé, Kuri, tikétina,
jog veikia arba kaip transpozazé, arba jeina j virusy CRISPR-Cas komplekso
sudétj (tik tuo atveju, kai Sios grupés baltymy homologai artimai giminingi

Seimininko Cas12/14 baltymams).
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metodais

SANTRAUKA

CRISPR-Cas sistemos — prokarioty jgytas imunitetas, teikiantis greitg bei efektyvig
adaptacijg prie sparéiai besivystanc¢iy judriyjy genomo elementy (JGE). Kelios JGE klasés ne
tik prisidéjo prie CRISPR-Cas kilmés bei evoliucijos, bet ir atvirksc¢iai, kai kurie JGE
pasisavino CRISPR-Cas sistemas bei atskirus jy komponentus. Tarp JGE i$skirtiniais laikomi
virusai, kuriuose CRISPR-Cas sistemos bei jy komponentai tebéra menkai istirti.

Sio darbo metu, taikant bioinformatinius metodus, atlikta CRISPR-Cas sistemy baltymy
homology paieska bei analizé virusuose. Naudojant profilio-sekos (HMMER) bei profilio-
profilio (HH-suite) lyginimo paieskas, istirtos 362 446 virusy koduojamos baltymy sekos, tarp
kuriy rasta 1 010 CRISPR-Cas sistemy baltymy homology. Rezultatai parod¢, jog virusai j savo
genomus pagrinde, inkorporuoja Cas baltymus, susijusius su adaptacijos bei interferencijos
CRISPR-Cas sistemy funkciniais moduliais. Sugrupavus bei iSanalizavus rastas CRISPR-Cas
baltymy homology sekas, Siame darbe pirmg kartg virusuose charakterizuota Csm3 baltymy
grup¢, galimai apsauganti virusg nuo Seimininko CRISPR-Cas sistemy mechanizmo. Naujai
rastos ir Cas5, Cas6 bei Cas7 baltymy grupés, kuriy apibiidinimui reikalinga detalesné analizé.
Taip pat, nustatytos jau anksciau virusuose identifikuotos Cas2, Cas3, Cas4 bei Casl2/14
baltymy grupés, kurios, tikriausiai, pritaikytos skirtingoms virusy funkcijoms atlikti, o pastaroji
grupé, tikétina, jog veikia arba kaip transpozazé, arba jeina j virusy CRISPR-Cas komplekso

sudét;.
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SUMMARY

CRISPR-Cas systems — prokaryotic acquired immunity that provides rapid and robust
adaptation to the rapidly evolving mobile genetic elements (MGEs). Several classes of MGE
not only contributed to the origin and evolution of CRISPR-Cas, but also, conversely,
CRISPR—Cas systems and their components were recruited by various MGEs. Viruses are
considered to be unique among other MGEs, with CRISPR-Cas systems and their components
that remain largely uncharacterized.

In this study, bioinformatics analysis was performed in order to find and characterize
CRISPR-Cas systems proteins homologs in viruses. Using profile-sequence (HMMER) and
profile-profile (HH-suite) comparison searches, protein sequences encoded by 362 446 viruses
were examined, of which 1 010 of the CRISPR-Cas systems proteins homologs were found.
Viruses have been observed to incorporate Cas proteins into their genomes, mainly related to
the adaptation and interference functional modules of the CRISPR-Cas systems. After grouping
and analyzing the found sequences of CRISPR-Cas protein homologs, for the first time in this
work the group of Csm3 proteins was characterized in viruses, possibly protecting the virus
from the mechanism of host CRISPR-Cas systems. New groups of Casb, Cas6 and Cas7
proteins have also been found, which require more detailed analysis to be described. Also,
previously identified groups of Cas2, Cas3, Cas4, and Cas12/14 proteins have been identified
in viruses, that are likely to be adapted to perform different viral functions, and the latter group

is likely to act either as transposase or as part of the viral CRISPR-Cas complex.
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Sio darbo priedus galima rasti interneto adresu https:/bit.ly/CRISPR-Cas_virus.

44


https://bit.ly/CRISPR-Cas_virus

	ĮVADAS
	1. LITERATŪROS APŽVALGA
	1.1. CRISPR-Cas sistemos prokariotuose
	1.1.1. CRISPR-Cas lokuso struktūra
	1.1.2. CRISPR-Cas imuninis atsakas
	1.1.3. CRISPR-Cas klasifikacija

	1.2. CRISPR-Cas judriuosiuose genomo elementuose
	1.2.1. CRISPR-Cas transpozonuose ir plazmidėse
	1.2.2. CRISPR-Cas virusuose

	1.3. III tipo CRISPR-Cas sistema ir su ja susijęs Csm3 baltymas

	2. METODIKA
	2.1. Darbe naudotų kompiuterinių programų ir įrankių komandinės eilutės
	2.2. Pradinių duomenų parsisiuntimas
	2.3. HMMER baltymų homologų paieška
	2.3.1. HMMER paieškos rezultatų eksportavimas
	2.3.2. HMMER paieškos rezultatų grupavimas
	2.3.2.1. CLANS grupių anotavimas
	2.3.2.2. CLANS grupių analizė

	2.3.3. Sekų atrinkimas tolimesnei analizei
	2.3.4. Cas12 baltymų homologų analizė

	2.4. HH-suite baltymų homologų paieška
	2.4.1. HH-suite paieškos rezultatų eksportavimas
	2.4.2. HH-suite paieškos rezultatų grupavimas
	2.4.3. Csm3 baltymų homologų analizė

	2.5. HMMER ir HH-suite paieškų rezultatų palyginimas

	3. REZULTATAI
	3.1. HMMER baltymų homologų paieškos rezultatai
	3.1.1. HMMER paieškos rezultatų grupės
	3.1.2. Tolimesnė HMMER rezultatų analizė
	3.1.3. Cas12 baltymų homologai

	3.2. HH-suite baltymų homologų paieškos rezultatai
	3.2.1. HH-suite paieškos rezultatų grupės
	3.2.2. Csm3 baltymų homologai


	4. REZULTATŲ APTARIMAS
	IŠVADOS
	PADĖKA
	LITERATŪROS SĄRAŠAS
	SANTRAUKA
	SUMMARY
	PRIEDAI

