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SANTRUMPU IR SUTARTINIU ZYMEJIMU SARASAS

Ap' atsparumas ampicilinui

bp baziy pora(os)

Cas angl. “CRISPR associated”

Cascade angl. “CRISPR-associated complex for antiviral defense”
Cm'’ atsparumas chloramfenikoliui

CRISPR angl. “Clustered regularly interspaced palindromic repeats”
crRNR CRISPR RNR

dg dvigrandine

EDTA etilendiamintetraacto riigstis

EJPM elektroforezinio judrumo poslinkio metodas

ESI-MS elektros srauto jonizacijos masiy spektrometrijos metodu
JSA jaucio serumo albuminas

LB Luria-Bertani

NDS natrio dodecilsulfatas

nt nukleotidas(ai)

ODggo optinis tankis, nustatytas esant 600 nm bangos ilgio Sviesai
PAGE poliakrilamidinio gelio elektroforeze

PAM proskirtukui artimas motyvas

PNK polinukleotidy kinazé

R-kilpa DNR-RNR hibridas, kuriame RNR grandin¢ yra susiporavusi su

komplementaria DNR duplekso grandine, o nekomplementari
DNR grandiné yra vgDNR formoje

RNB ribonukleobaltyminis

St Streptococcus thermophilus DGCC7710
Strf atsparumas streptomicinui

tracrRNR trans-koduojama mazoji RNR

Tris 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis
Vg viengrandiné

w A arba T nukleotidas

WT laukinis tipas



[VADAS

Prokariotines lasteles puola virusai (bakteriofagai), kurie kelia mirting grésme, todel
prokariotai sukiiré apsaugos sistemas, kurios veikia jvairiose fago raidos stadijose ir
stabdo jo dauginimasi (Labrie et al., 2010; Samson et al., 2013). Viena tokiy sistemy yra
vadinama CRISPR (angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeat)-Cas
(angl. CRISPR associated) (Barrangou et al., 2007). CRISPR — tai seky masyvas,
sudarytas i§ pasikartojanciy seku (kartotiniy) ir tarp ju jsiterpusiy Svetimos kilmés
unikaliy seky (skirtuky) (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005).
cas geny klasteris koduoja baltymus, kurie jveiklina CRISPR-Cas sistema (Brouns et al.,
2008; Gasiunas et al., 2012; Hale et al., 2009).

CRISPR-Cas sistemy veikla salyginai galima suskirstyti i tris stadijas: (i) adaptacijos
(kartais dar vadinama imunizacijos), (ii) raiskos ir brendimo bei (iii) interferencijos
(kartais dar vadinama imuninio atsako) (van der Oost et al., 2014). Adaptacijos metu i
lastele patekes isibroveélis (fagas arba plazmide) yra atpazistamas ir jo DNR fragmentas,
naujo skirtuko pavidalu, yra istatomas i CRISPR regiona (Barrangou et al., 2007).
CRISPR regionas, raiSkos ir brendimo stadijos metu, yra nuraSomas i ilga pirming
CRISPR RNR (crRNR) molekule, kuri kartotiniy sekose yra sukarpoma iki mazy crRNR
molekuliy (Carte et al.,, 2008; Deltcheva et al., 2011). Interferencijos stadijoje
subrendusios crRNR molekulés su Cas baltymais jungiasi i ribonukleobaltyminj (RNB)
kompleksa, kuris aptinka ir sunaikina svetima nukleoriigsti, jei §i turi komplementaria
CrRNR seka, vadinama proskirtuku (Brouns et al., 2008; Gasiunas et al., 2012; Hale et
al., 2009; Jinek et al., 2012; Tamulaitis et al., 2014).

Atsizvelgus | CRISPR-Cas sistemy genuy sastata ir organizacija, JOS Yyra
klasifikuojamos i tris pagrindinius tipus (Makarova et al., 2011). I ir Il tipo sistemos
sunaikina isibrovélio dvigranding (dg) DNR, o III tipo sistemy taikinys yra viengrandiné
(vg) RNR. | tipo sistemose keli skirtingi Cas baltymai susijungia su crRNR molekule {
RNB kompleksa, vadinama Cascade (angl. CRISPR-associated complex for antiviral
defense), kuris atsakingas uz svetimos DNR atpazinima (Jore et al.,, 2011). DNR
interferencijai | tipo sistemose kartu su Cascade kompleksu reikia pagalbinio Cas3
baltymo (Brouns et al., 2008). Skirtingai nuo I tipo sistemy, Il tipo sistemose DNR
interferencijai pakanka vieno Cas9 baltymo, kuris sudaro kompleksa su 2 RNR
molekulémis: crRNR ir tracrRNR (Jinek et al., 2012; Karvelis et al., 2013). Il tipo
sistemose, panaSiai kaip 1 tipo sistemose, svetimos nukleortigsties sunaikinimui
reikalingas RNB kompleksas, kurj sudaro keli Cas subvienetai susijunge su crRNR
(Rouillon et al., 2013; Staals et al., 2013). Il ir Il sistemy RNB kompleksuose nukleazés
aktyvusis centras yra komplekso dalis, todél svetimos nukleortig§ties sunaikinimui
nereikia papildomo baltymo, kuris butinas I tipo sistemose (Brouns et al., 2008;
Sapranauskas et al., 2011; Tamulaitis et al., 2014).

CrRNR atitinkancia proskirtuko seka bei proskirtukui artima motyva (PAM) (Deveau et
al., 2008). Ivairiose CRISPR-Cas sistemose PAM sekos skiriasi (Mojica et al., 2009).
DNR taikinys yra atpazistamas susidarant R-kilpai, kurioje crRNR poruojasi su
komplementaria proskirtuko grandine, o nekomplementari proskirtuko grandiné yra



iSstumiama kaip vgDNR (Jore et al., 2011). R-kilpos susidarymas ,,pazymi‘ DNR taikinj
sunaikinimui.

| tipo sistemose, Cascade kompleksas bei Cas3 baltymas, veikdami kartu, uztikrina
atsparuma svetimai DNR (Brouns et al., 2008), ta¢iau DNR interferencijos stadijos
molekulinis mechanizmas néra aiSkus. Pagrindinis Sio darbo tikslas - istirti I tipo
CRISPR-Cas sistemy svetimos DNR sunaikinimo molekulinj mechanizma, panaudojant
Streptococcus thermophilus DGCC7710 (St) I-E tipo CRISPR4-Cas modeling sistema
(Horvath & Barrangou, 2010).

Darbo uzdaviniai:
(i). Nustatyti St-Cas3 biocheminius aktyvumus;

(if).  Nustatyti St-Cascade komplekso sudétj;

(iii).  Nustatyti PAM seka, reikalinga St-Cascade komplekso saveikai su DNR taikiniu;
(iv). Istirti R-kilpy susidarymo mechanizma vienos molekulés tyrimo metodais;

(v). Atkurti I-E tipo St-CRISPR4-Cas sistemos DNR interferencija in vitro.

Mokslinis naujumas.

Mes pirmieji istyréme Cas3 baltymo, kuris budingas visoms I tipo CRISPR-Cas
sistemoms, biochemines funkcijas ir parodéme, kad St-Cas3 yra vgDNR aktyvinama
nukleazé ir ATPazé/helikazé. Mes taip pat iSgryninome St-Cascade kompleksa i$
heterologinio Escherichia coli kamieno ir nustatéme jo sudéti. Parodéme, kad
suriSdamas DNR taikinj, St-Cascade toleruoja platy PAM seky spektra. Be to, mes
pirmieji iStyréme R-kilpos susidarymo mechanizma vienos molekulés metodu ir
parodéme, kad kilpos susidarymas vyksta kryptinagai: R-kilpa prasideda nuo PAM sekos
ir plinta iki proskirtuko galo, kur yra ,,uzrakinama®. Mes taip pat pademonstravome, kad
Cascade saveika su DNR taikiniu, susidarant R-kilpai, aktyvina Cas3 baltyma, kuris
kryptingai sukarpo DNR. Apibendring rezultatus, pasitiléme detaly I tipo CRISPR-Cas
sistemy DNR interferencijos stadijos mechanizma.

Praktiné reikSmeé.

Neseniai parodyta, kad Il tipo CRISPR-Cas sistemy RNB kompleksas, kurj sudaro
vienas Cas9 baltyamas, prisijunges dvi RNR molekules, gali biiti naudojamas kaip
universalus molekulinis genomy redagavimo jrankis (Hsu et al., 2014). | tipo CRISPR-
Cas sistemy sandara yra zZymiai sudétingesnés, todél juy taikymas genomy redagavimui,
ypa¢ eukariotuose, yra sudétingas. Prokariotuose Sios sistemos buvo sékmingai
panaudotos bakteriju kamieny, pernesanciy antibiotiky atsparumo genus, selektyviam
sunaikinimui (Gomaa et al., 2014) ir bakteriofagy genomy modifikacijai (Kiro et al.,
2014). Cascade kompleksas taip pat buvo panaudotas tiksliniy geny raiskos slopinimui
(Luo et al., 2014). Be to, Cascade komplekso baltymus suliejus su Kitais baltymais, pvz.,
geny raiskos aktyvatoriais arba fluorescenciniais baltymais, ji buty galima panaudoti
tiksliniy geny raiskos aktyvinimui arba tiksliniuy DNR seky zymé¢jimui. Detalesni
molekulinio mechanizmo tyrimai gali atverti naujy I tipo sistemy pritaikymo galimybiy.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

St-Cas3 yra domeninis baltymas, kuriam biidingi nuo vgDNR priklausomi
nukleazinis ir ATPazinis/helikazinis kataliziniai aktyvumai.

St-Cascade kompleksas yra sudarytas i§ 5 Cas baltymy bei subrendusios 61 nt
crRNR molekulés.

St-Cascade kompleksas surisdamas DNR taikinj sudaro R-kilpa, jei Salia taikinio
yra PAM seka.

Nuo PAM sekos nutolusio proskirtuko galo sekos komplementarumas crRNR
lemia R-kilpos stabiluma.

St-Cascade suformuota R-kilpa aktyvina St-Cas3 baltyma, kuris Kkryptingai
sukarpo DNR taikini.



TYRIMU METODIKA

Reagentai

Auks¢iausio grynumo laipsnio cheminés medziagos buvo jsigytos i§ ,,Sigma-
Aldrich*, ,,Roth* , Fluka* ir ,,Thermo Scientific*. Fermentai: DreamTaq, Tagl ir Pful
DNR polimerazé; FastAP Sarminé fosfatazé; T4 DNR ligazé; T4 polinukleotidy kinazé
(PNK); jaucio serumo albuminas (JSA); FastDigest restrikcijos endonukleazés pirktos i$
., Thermo Scientific*. Fermentai naudoti laikantis gamintojo rekomendacijy. P1 nukleazé
pirkta i§ ,,Sigma“.
Molekulinés biologijos rinkiniai

“CloneJET PCR Cloning Kit”, “Rapid DNA Ligation Kit”, “GeneJET Gel Extraction
Kit”, “GeneJET PCR Purification Kit”, “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” ir “T7 high
yield transcription kit” isigyti i§ ,,Thermo Scientific*. “Cycler Reader DNA Sequencing
kit” buvo pagamintas ,,Fermentas jmonéje. ,,Malachite green assays kit rinkinys gautas
i$ ,,BioAssay Systems®. Rinkiniai naudoti laikantis gamintojo rekomendacijy.

Bakterijy kamienai

Escherichia coli DH5a. buvo naudotos klonavimo procediiroms. Cas3 baltymas buvo
sintetinamas E. coli ER2267 kamiene, o Cascade kompleksas — E. coli BL21(DE3).

DNR

Streptococcus thermophilus DGCC7710 genominé DNR gauta i§ DuPont (Dangé-
Saint-Romain, Pranciizija). Cas3 ir Cascade genai buvo klonuoti i raiSkos vektorius:
pBAD24-CHis (Ap"), pCDF-Duetl (Str"; Novagen) ir pACYC-Duetl (Cm'; Novagen) (1
lentel¢). Cas3 HD ir helikazés aktyviu centy aminortigStys pakeistos | alaninus,
kryptingos mutagenezés metodu, Sablonu naudojant pCas3 plazmidg (1 lentele).

Cas3 ATPaziniam ir nukleaziniam aktyvumams tirti buvo naudojamos vg M13mp18
(New England Biolabs) fago genominé DNR ir dg pUC57 (Thermo Scientific) DNR.
Cas3 helikazinio aktyvumo analizei buvo naudoti M13mp18 ir oligonukleotidy (1
lentel¢) daliniai dupleksai.

pSP1-NN (kur N yra PAM sekos nukleotidas A, G, C ar T) ar pSP3-AA (1 lentelé)
plazmidés, turin€ios proskirtuka-1 ar proskirtuka-3 bei atitinkama PAM seka, buvo
naudotos Cas3 ATPazinio ir nukleazinio aktyvumy tyrimams, reakcijoje esant Cascade
kompleksui. Be to, Sios plazmidés naudotos kaip Sablonas gaminant DNR substratus
magnetiniy pincety eksperimentams.

Oligonukleotidai

Visi oligonukleotidai isigyti i§ ,,Metabion (2 lentel¢). Oligonukleotidai buvo
pazyméti 5'-gale, naudojant PNK (Thermo Fisher Scientific) ir [y-""P]JATP (Hartmann
Analytic), bei sulydyti su nezyméta komplementaria DNR.

Magnetiniy pincety eksperimentuose naudotas proskirtuko seka turintis 2,1 kbp PGR
fragmentas, kuris gautas naudojant pradmenis: 5'-
gcgtaagtctcgagaactagttccgtaagatgcttttctgtgact-3° ir 5'-
gcgtaagtgeggecgcettegticcactgagegtcaga-3”. Sis fragmentas liguotas su 1,2 kbp biotinu ir
digoksigeninu zymétais fragmentais, kurie padauginti 5’-gaccgagatagggttgagtg-3” ir 5'-
tttgtgatgctcgtcagggg-3” pradmenimis.
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1 lentelé. Tyrimui naudotos plazmidés.

Plazmidé Aprasymas

Cas3 cas3 genas, jterptas | pPBAD24-CHis vektoriaus Ncol ir Xhol sekas; C-gale Hiss-
P inkaras.

pCas3-D77A | Cas3 HD domene 77 aspartatas pakeistas i alanina.

pCas3-D227A

Cas3 HD domene 227 aspartatas pakeistas { alanina.

pCas3-Q290A

Cas3 helikazés domene 290 glutaminas pakeistas | alanina.

pCas3-K316A

Cas3 helikazés domene 316 lizinas pakeistas | alanina.

pCas3-D452A

Cas3 helikazés domene 452 aspartatas pakeistas i alanina.

pCas3-E453A

Cas3 helikazés domene 453 glutamatas pakeistas i alanina.

pCas3-R663A

Cas3 helikazés domene 663 argininas pakeistas  alanina.

pCas3-R666A

Cas3 helikazés domene 666 argininas pakeistas i alanina.

csel-cse2-cas7-casb-casbe geny kaseté, jterpta i pCDF-Duetl vektoriaus Ncol ir

pCascade Pacl sekas; inkariniy seky néra.

Cas? cas7 genas, iterptas i pBAD24-CHis vektoriaus Ncol ir Xhol sekas; C-gale Hiss-
P inkaras.

0CRh Homogeniskas CRISPR regionas, surinktas i§ oligonukleotidy, buvo iterptas i

pACYC-Duetl vektoriaus Ncol ir Pacl sekas; inkariniy seky néra.

pSP(X)-NN ar
pSP(X)-AY

Oligonukleotidy dupleksai (2 lentel¢), turintys proskirtuka ir tam tikra PAM seka,
buvo jterpti i pUC19 plazmidés Smal seka. (X) — proskirtukas-1 arba proskirtukas-3;
N —A, T, G ar C PAM srityje; Y — pasalinty baziy pory skaic¢ius nuo proskirtuko-1
galo, nutolusio nuo PAM sekos.
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2 lentelé. Tyrimui naudoti oligonukleotidy substratai.

Substratas | Seka Komentaras
S1-AA or | 5/ ~GACCACCCTTTTTGATATAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SP1-TAA 3" -CTGGTGGGAAAAACTATATTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" TAA PAM,

5’ ~GACCACCCTTTTTGATATAACGCAACCCCTCCTTAGACATGGGAACAGTACTAGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-3,
SP3-AA 3" -CTGGTGGGAAAAACTATATTGCGTTGGGGAGGAATCTGTACCCTTGTCATGATCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" AA PAM, "

5’ ~GACCACCCTTTTTGATATCCTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SP1-CC 3" -CTGGTGGGAAAAACTATAGGATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" CC PAM,”

5’ -GACCACCCTTTTTGATATAGTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SPL-AG 3’ -CTGGTGGGAAAAACTATATCATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" AG PAM,”

5’ -GACCACCCTTTTTGATATACTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SPL-AC 3’ -CTGGTGGGAAAAACTATATGATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" AC PAM,”

5’ -GACCACCCTTTTTGATATATTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SPL-AT 3’ -CTGGTGGGAAAAACTATATAATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" AT PAM,”
SP1-GA 5’ -GACCACCCTTTTTGATATGATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3 Proskirtukgs-l,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATACTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" GA PAM,
SPL-GG 5’ —GACCACCCTTTTTGATATGGTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3 Proskirtukgs-l,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATACCATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" | GG PAM,

5’ ~GACCACCCTTTTTGATATGCTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SP1-GC 37 -CTGGTGGGAAAAACTATACGATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5’ | GC PAM,”

5’ ~GACCACCCTTTTTGATATGTTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SPL-GT 3’ —-CTGGTGGGAAAAACTATACAATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5/ | GT PAM,”

5’ ~GACCACCCTTTTTGATATCATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SP1-CA 3’ ~CTGGTGGGAAAAACTATAGTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5’ | CAPAM,”

5’ ~GACCACCCTTTTTGATATCGTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SP1-CG 37 ~CTGGTGGGAAAAACTATAGCATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" | CG PAM,”

5’ ~GACCACCCTTTTTGATATGCTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" | Proskirtukas-1,
SP1-GC 37 ~CTGGTGGGAAAAACTATACGATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" | GC PAM,”

2 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2 lentelés tesinys

SP1-GT

5’ -GACCACCCTTTTTGATATGTTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3'

Proskirtukas-1,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATACAATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" GT PAM,”

5’ ~-GACCACCCTTTTTGATATCATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3 Proskirtukas-1
SP1-CA S

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATAGTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" CA PAM,

5’ ~-GACCACCCTTTTTGATATCGTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA -3 Proskirtukas-1
SP1-CG N S

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATAGCATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" CG PAM,

5/ —-GACCACCCTTTTTGATATCTTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3’ Proskirtukas-1
SP1-CT Proskirtukas-1,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATAAGATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" CT PAM,

5’ —-GACCACCCTTTTTGATATTATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3’ Proskirtukas-1
SP1-TA Proskirtukas-1,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATAATATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" TA PAM,

5’ —-GACCACCCTTTTTGATATTGTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3’ Proskirtukas-1
SP1-TG Proskirtukas-1,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATAACATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" TG PAM,

5/ —-GACCACCCTTTTTGATATTCTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3’ Proskirtukas-1
SP1-TC Proskirtukas-1,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATAAGATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" TC PAM,

5/ —-GACCACCCTTTTTGATATTTTATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3’ Proskirtukas-1
SP1-TT TR AT,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATAAAATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" TT PAM,

5’ ~-GACCACCCTTTTTGATAAAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA -3 Proskirtukas-1
SP1-AAA Proskirtukas-1,

3’ -CTGGTGGGAAAAACTATTTTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" AAA PAM,

5’ ~-GACCACCCTTTTTGATAGAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA -3 Proskirtukas-1
SP1-GAA Proskirtukas-1,

3’ —-CTGGTGGGAAAAACTATCTTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" GAA PAM,

5’ ~-GACCACCCTTTTTGATACAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAAGCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3 Proskirtukas-1
SP1-CAA Proskirtukas-1,

3’ —-CTGGTGGGAAAAACTATGTTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTCGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" CAA PAM,
SPLAD 5'-GACCACCCTTTTTGATATAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATAACGGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3 %' .

A 3'-CTGGTGGGAAAAACTATATTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTATTGCCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" * ' nt’,

51 —GACCACCCTTTTTGATATAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCATTTCGGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3 " | Proskirtukas-1, .

SP1-A4 AA PAM, A4 nt",

3'-CTGGTGGGAAAAACTATATTATATGGATATAGTTACCGGAGGGTGCGTAAAGCCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5"

2 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2 lentelés tesinys

5"'-GACCACCCTTTTTGATATAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACGCTATTCGGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3'

Proskirtukas-1,

#
SP1-A6 31 CTGGTGGGAAAAACTATATTATATGGATATAGT TACCGGAGGGTGCGATAAGCCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5 | AA PAM, A6 T,
SPLAS 5" -GACCACCCTTTTTGATATAATATACCTATATCAATGGCCTCCCACCGTATTCGGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3" %’ ,
) 3" -CTGGTGGGAAAAACTATATTATATGGATATAGT TACCGGAGGGTGGCATAAGCCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" | « » A8 nt,
' A Proskirtukas-1,
SPLALD 5'-GACCACCCTTTTTGATATAATATACCTATATCAATGGCCTCCCGCAGATACGTTCTGAGGGAA-3 M
) 3’ -CTGGTGGGAAAAACTATATTATATGGATATAGTTACCGGAGGGCGTCTATGCAAGACTCCCTT-5" ' » ALY ML,
H1 5'-CCTGCAGGTCGACTCTAGAG-3" Komplementarus
M13mp18
H2 5'-CAUGCCUGCAGGUCGACUCUAG-3' Komplementarus
M13mp18
H3 5’ -GCGCGGGGAGAGGCGGETTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTT-3 ! I\Kﬂcgglg;réentarus
H4 5'-CTTTTCACCAGCGAG-3"' Komplementarus
M13mp18
H5 5’ -GGGGGGGGGGTAGTTGAGAA-3 ' Komplementarus
H7 3’-galui
H6 5’ -CCCGCGCGCGTCGTCATGCG-3 " Komplementarus
H7 5’-galui
H7 5’ -GGGCGCGCGCAGCAGTACGCTAGTACTGTTCCCATGTCTAAGGAGGGGTTGCGTTCTCAACTACCCCCCCCCC-3" ﬁgrﬁpll_'eénemams

" Proskirtuka supancios sekos i§ ALQ13.2 fago; virsutiné proskirtuko seka yra nekoplementari skirtuko sekai, o apatiné — komplementari.
* Proskirtuko-1 sekos galas, nutolgs nuo PAM, buvo sutrumpintas.
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Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanciomis salygomis

Cas3 ir Cascade meéginiy grynumas buvo tikrinamas denatiiruojanc¢iame NDS-PAGE
gelyje. Buvo naudojami dvieju sluoksniy poliakrilamidiniai geliai (Sambrook, 1989).
Koncentruojanti geli sudaré 4% akrilamido/N,N’-metilenbisakrilamido (37,5:1) ir 125
mM Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% NDS buferinis tirpalas, o skiriamaji geli - 12-15%
akrilamido/N,N’-metilenbisakrilamido (37,5:1) ir 375 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% NDS
buferinis tirpalas. Méginiai buvo denatiiruoti 5 min 95°C, po to, frakcionuoti kambario
temperataroje 1-1,5 val. (25 V/cm) elektroforezés buferiname tirpale (25 mM Tris,
190 mM glicinas, pH 8,3, 0,1% NDS). Geliai buvo dazomi ,,Page Blue* (Thermo
Scientific) tirpalu.

Elektroforezé agaroziname gelyje nedenatiiruojanciomis sglygomis

Plazmidinés DNR ir PGR produkty méginiai buvo analizuojami 0,8% agarozés gelyje,
pagamintame 100 mM H3;BOs;-NaOH, 15 mM natrio acetato, 2 mM EDTA (pH 8,2)
buferiniame tirpale su 0,5 g/ml etidzio bromidu. Méginiai frakcionuoti 50 min (3 V/cm),
po to, vizualizuoti UV $viesoje.

DNR fragmentali, skirti genu inzinerijos manipuliacijoms, buvo frakcionuojami 1-1,5%
agarozés gelyje, pagamintame 40 mM Tris, 20 mM acto riigsties, 1 mM EDTA (pH 8,0)
buferiniame tirpale be etidzio bromido. IS gelio DNR isskirta naudojant “GeneJET Gel
Extraction Kit” rinkinj, vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.

DNR elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanciomis salygomis

Cas3 nukleazinés bei Cascade ,pédsako™ reakcijos produktai analizuoti
denatiiruojan¢iame  PAGE  gelyje.  Geli  sudar¢  20%  akrilamido/N,N’
metilenbisakrilamido (29:1), 7% karbamido, 100 mM Tris-borato (pH 8,2) ir 2 mM
EDTA buferinis tirpalas. Pries elektroforez¢ DNR méginiai buvo denattiruoti 5 min 95
°C ir staigiai atSaldyti, po to, frakcionuoti 2-3 val. (30 V/cm). I8dZiovinus gelius,
produktai vizualizuoti FLA - 5100 skaitytuvu.

crRNR analizei naudotas denatiiruojantis 15% poliakrilamidinis gelis. Prie$ elektroforez¢
méginiai su crRNR denatiiruoti 10 min 70 °C. Po 30 min (30 V/cm) frakcionavimo,
geliai nudazyti CybrGold (Invitrogen). crRNR vizualizuota UV §viesoje.

Manipuliacijos su rekombinantine DNR

Rekombinantinés plazmidés (1 lentelé) buvo sukonstruotos pagal standartines klonavimo
metodikas (Sambrook, 1989). Plazmidés grynintos “GeneJET Plasmid Miniprep Kit”
rinkiniu. DNR gryninimui i§ agarozinio gelio naudotas “GeneJET Gel extraction Kit”
rinkinys. Fermentai ir ju buferiniai tirpalai, skirti DNR manipuliacijoms, naudoti pagal
gamintojo (Thermo Scientific) rekomendacijas.

Cas3 ir Cascade raiskos vektoriy konstravimas

Cascade ir Cas3 genai padauginti PGR metodu sablonu naudojant S. thermophilus
DGCC7710 genoming DNR. cas3 genas buvo jterptas | pBAD24-CHis ekspresijos
vektoriy per Ncol ir Xhol kirpimo sekas. pCascade gautas, i pCDF-Duetl vektoriaus
Ncol/Pacl kirpimo sekas jterpus csel-cse2-cas7/-casb-cas6e geny kasete. pCas7
sukonstruotas, cas7 gena klonavus | pBAD24-CHis per Ncol/Xhol seckas. IS
oligonukleotidy surinkus CRISPR regiong su 6 kartotinio-skirtuko-1 (kilusio i§ S.
thermophilus CRISPR4) kopijomis ir ji istac¢ius i pACYC-Duetl, sukonstruotas pCRh
vektorius (1 lentelé).
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D77A, D227A, Q290A, K316A, D452A, E453A, R663A ir R66A Cas3 mutantai (1
lentelé) buvo gauti kryptingos mutagenezés metodu, aprasytu (Tamulaitis et al., 2007).
[terptu genu bei tiksliniy mutaciju buvimas buvo patvirtintas, nustac¢ius genu sekas
(Vilniaus Universiteto Biotechnologijos Instituto DNR sekoskaitos centre).

DNR substraty konstravimas

Oligodupleksai, turintys vieng proskirtuko bei PAM seka, buvo surinkti sulydZius du
komplementarius oligonukleotidus tarpusavyje (2 lentelé). Plazmidés su vienu Cascade
taikiniu gautos, klonavus Siuos dupleksus | pUC19 per Smal taikinj (1 lentel¢).

Magnetiniy pincety substratai sukonstruti ligaze susiuvus tris DNR fragmentus, kurie
gauti PGR metodu, Sablonu naudojant pUC19 pagrindu sukonstruotas plazmides (1
lentelé). Vidurinis ~2,1 kbp fragmentas turéjo Cascade taikini. Vienas i$ Soniniu 1,2 kbp
fragmenty buvo modifikuotas biotinu, o kitas digoksigeninu.

Cas3 raiSka ir gryninimas

Transformuotas pCas3 vektoriumi E. coli ER2267 kamienas augintas 37°C LB
terpéje, 1 kurig pridéta ampicilino (100 pg/ml) ir kanamicino (25 pg/ml). Optiniam
tankiui (600 nm; ODgo) pasiekus ~0,5, temperatira sumazinta iki 16°C. Cas3 raiska
indukuota 0,2% arabinoze 20 valandy. Lastelés suardytos ultragarsu, o lasteliy nuolauzos
pasalintos centrifuguojant. Cas3 iSgrynintas skys¢iy chromatografijos metodu, naudojant
Ni?* chelating bei heparino giminingumo kolonéles. Preparato grynumas patikrintas
NDS-PAGE. Cas3 koncentracija nustatyta matuojant sugertj 280 nm bei naudojant 132
700/M/cm ekstinkcijos koeficenta (Gill & von Hippel, 1989).

Cascade komplekso raiska ir gryninimas

E. coli BL21 (DE3) lastelés buvo transformuotos pCascade, pCas7 ir pCRh vektoriais
ir augintos LB terpéje, 1 kuria pridéta ampicilino (25pg/ml), chloramfenikolio
(17 pg/ml), ir streptomicino (25 pg/ml), 37°C temperatiroje iki ~0,5 ODgo. Cascade
komplekso raiska indukuota 3 valandas, pridéjus 0,2% arabinozés ir 1 mM IPTG.
Lastelés suardytos ultragarsu, lasteliy nuolauzos pasalintos centrifuguojant. Kompleksas
18grynintas skysc¢iy chromatografijos metodu, naudojant Ni?* chelatine, gelfiltracing ir
heparino  giminingumo kolon¢les. Komplekso baltymai identifikuoti masiy
spektrometrijos metodu. Bradford reagentu nustatyta Cascade koncentracija, JSA
naudojant kalibracijai. Komplekso molekuliné masé apskaiCiuota, remiantis S.
thermophilus ~ Cascade = kompleksui ~ homologisko  E.  coli ~ komplekso
Csel;:Cse2,:Cas7q:Cas5;:Casbe;.crRNA, stecheometrija (Jore et al., 2011).

crRNR analizé

crRNR 1§ Cascade komplekso buvo iSgryninta fenolio:chloroformo:izoamilo alkohlio
tirpalu. Po elektoforezés denatiiruojan¢iame 15% poliakrilamido gelyje, crRNR
vizualizuota SybrGold dazu.

CcrRNR gryninimui taip pat naudota jony pory atvirkstiniy faziy efektyvioji skyséiy
chromatografija. Taip iSgryninta crRNR analizuota elektros srauto jonizacijos masiy
spektrometrijos metodu (ESI-MS).

Cas3 ATPazinio aktyvumo tyrimas

Cas3 baltymo ATPazinis aktyvumas. ATP hidrolizés reakcijos vyko 30°C
ATPaziniame buferiniame tirpale (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 30 mM KCI, 5% glicerolio,
2 mM MgCl,, 0,1 mg/ml JSA, 0,5 mM ATP), pridéjus 3 nM vgDNR (M13mpl8) ar
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dgDNR (pUC57) bei Cas3 baltymo. | reakcijuy miSinius pridéjus radioaktyvaus
[a**P]ATP (Hartmann Analytic), reakcijos produktai analizuoti, naudojant plonasluoksng
chromatografija. Reakcijose be radioaktyvaus ATP, iSsiskyrusio fosfato koncentracija
matuota, naudojant rinkinj su zaliuoju malachitu (BioAssay Systems). Apskaiciuoti
reakcijy greiciai.

Cas3 baltymo ATPazinis aktyvumas, esant Cascade kompleksui. ATP hidrolizés
reakcijos vyko 37°C ATPaziniame buferiniame tirpale (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 75
mM NaCl, 40 mM KCI, 7% glicerolio, 0,1 mg/ml JSA, 1,5 mM MgCl,, 2 mM ATP),
pridéjus 3 nM plazmidés (1 lentelé), turinCios Cascade taikini, 12 nM Cascade
komplekso ir 300 nM Cas3 baltymo. Reakcijy greiciai nustatyti, naudojant zaliojo
malachito rinkinj.

Cas3 helikazinio aktyvumo tyrimas

Helikazinio aktyvumo tyrimui naudoti daliniai DNR ir RNR-DNR dupleksai, kurie
gauti sulydzius radioaktyvia zyme pazyméta oligonukleotida (2 lentelé) su vVgDNR
M13mp18 (arba komplementariu oligonukleotidu). Helikazés reakcijos vyko 60 minuciy
30°C temperatiiroje, i reakcijos buferinj tirpala (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 25 mM KCl,
15% glicerolio, 1 mM MgCl,, 2 mM ATP [ar AMP-PNP]) pridéjus 0,5 nM substrato ir
Cas3 baltymo. Produktai frakcionuoti 8% poliakrilamido gelyje nedenatiiruojanciomis
salygomis.

Cascade saveikos su DNR tyrimas

Sintetiniai oligodupleksai (2 lentelé), turintys 33 bp proskirtuka ir jvairias PAM
sekas, buvo radioaktyviai pazyméti ir naudoti saveikos su Cascade tyrimui. Cascade
kompleksas risimosi buferiniame tirpale (40 mM Tris, 20 mM acto rugsties, 1 mM
EDTA, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1 mg/ml JSA, 10% glicerolio) ijvairiomis
koncentracijomis sumaisytas su 0,1 nM oligoduplekso bei inkubuotas 20 minuc¢iy 37°C
temperatiiroje. Méginiai frakcionuoti 8% akrilamidiniame gelyje nedenatiiruojanciomis
salygomis. Ky vertés apskaiciuotos pagal tris nepriklausomus eksperimentus, remiantis
Saltiniu (Tamulaitis et al., 2006).

Cascade ,,pédsakas*

SP1-AA, SP1-AG, SP1-CC ir SP3-AA oligodupleksai (2 lentel¢), 5'-gale
radioaktyviai pazyméti ant vienos arba kitos grandinés, buvo naudoti reakcijose su P1
nukleaze. Pazymétas oligodupleksas (2 nM) su 10 nM arba be Cascade 15 minuciy 37°C
temperatiiroje buvo inkubuotas buferiniame tirpale (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM
NaCl, and 0,1 mg/ml JSA). Po to, pridétas toks pats ttris 30 mM natrio acetato buferinio
tirpalo (pH 5,3), turin¢io 1 mU/pl P1 nukleazés, ir inkubuota 10 minuciy 37°C.
Reakcijos produktai analizuoti 20% poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanc¢iomis
salygomis.

Cas3 nukleazinio aktyvumo tyrimas

Cas3 baltymo nuleazinis aktyvumas. Nukleazinés reakcijos vyko 120 minuciy 37°C, {
reakcijos buferini tirpala (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 60 mM KCI, 10% glicerolio, 10 mM
MgCl,), turinti 4 nM vgDNR (M13mp18) ar dgDNR (pUC57), pridéjus 500 nM Cas3.
Produktai frakcionuoti 0,8% agaroziniame gelyje ir vizualizuoti etidZio bromidu.

Cas3 baltymo nukleazinis aktyvumas, esant Cascade kompleksui. Siose reakcijose
substratu naudotos superspiralizuotos arba linijinés pUCI19 pagrindo plazmidés (1
lentelé) arba oligodupleksai (2 lental¢), radioaktyviai zyméti ant vienos ar kitos
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grandinés 5’-galo. Hidrolizés reakcijos vykdytos skirtinga laika 37°C temperatiiroje, i
reakcijos buferinj tirpala (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 75 mM NaCl, 40 mM KCI, 7%
glicerolio, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM NiCl,, 2 mM ATP), turintj 5 nM plazmidés arba 2
nM oligoduplekso, pridéjus atitinkamai 20 nM Cascade ir 100 nM Cas3 arba 4 nM
Cascade ir 100-500 nM Cas3. Plazmidziy produktai frakcionuoti 0,8% agaroziniame
gelyje ir vizualizuoti etidzio bromidu, o oligodupleksu produktai analizuoti 20%
poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojan¢iomis salygomis.
Vienos molekulés eksperimentai

Vienos molekulés eksperimentai su Cascade buvo atlickami pagal (Revyakin et al.,
2005; Seidel et al., 2005), naudojant magnetinius pincetus (Klaue & Seidel, 2009). DNR
substrato biotinu modifikuotas galas buvo pririStas prie streptavidinu padengtos
magnetinés dalelés (MyOne, Invitogen), o digoksigeninu modifikuotas DNR galas
pririStas prie tékmés kameros pavirSiaus, padengtos anti-digoksigeninu (Roche).
Eksperimentai vykdyti kambario temperatiroje 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM
NaCl, 0,1 mg/ml JSA buferiniame tirpale, pridéjus 9 nM Cascade komplekso.
Magnetiniame lauke itempta DNR molekulé buvo teigiamai arba neigiamai
superspiralizuojama. Cascade saveikos su DNR metu stebéti DNR ilgio pokyciai, kurie
atsirado susidarant R-kilpai ar jai iSyrant.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. S. thermophilus CRISPR4-Cas sistema

Siame tyrime buvo analizuota St-CRISPR4-Cas sistemos DNR interferencijos stadija
in vitro. Si sistema priklauso I-E tipui ir yra sudaryta i§ 8 cas geny, kuriy i$sidéstymas
atitinka E. coli K-12 CRISPR-Cas sistema. CRISPR regiona sudaro dvylika 33 bp ilgio
skirtuky, isiterpusiy tarp 28 bp ilgio kartotiniy (1 A pav.).

Cascade kartu su Cas3 baltymu yra atsakingi uz E. coli CRISPR-Cas sistemos DNR
interferencija (Brouns et al., 2008). Csel, Cse2, Cas7, Cas5 ir Cas6e (dar vadinami
atitinkamai CasA, CasB, CasC, CasD ir CasE) baltymai saveikaudami su crRNR
formuoja E. coli Cascade kompleksa (Jore et al., 2011). S. thermophilus DGCC7710
CRISPR4-Cas sistema koduoja homologiskus baltymus, todél ji turéty formuoti RNB
kompleksa analogiska E. coli K-12 (1 A pav.). CRISPR4-Cas sistemos cas3 genas
koduoja 926 aminoriigsciy baltyma (~106 kDa). In silico Cas3 baltymo sekos analizé
atskleidé daugiadomening baltymo organizacija (1 B pav.). Cas3 baltymo N-gale
aptinkamos konservatyvios aminoriigStys, biidingos HD Seimos nuo metalo
priklausomoms fosfohidrolazéms (HD domenas) (Aravind & Koonin, 1998), tuo tarpu
C-galo dalis turi helikaziy 2 superSeimai buidingus sekos motyvus (Singleton et al.,
2007).

A casA casB casC casD casE 2 b‘? 33 bp
_I 'Y
cas3 ~ csel cse2 cas7 cas5 cas6e cas1 casZCRISPR4
Cascade BTTTTTCCCGCACACGCGGGGGTGATGE:
D?f D227 Q290 K316 D452 E453 R663 R666
HD — DExD/H ——d HelC }

I I A

1 pav. S. thermophilus CRISPR4-Cas sistema ir Cas3 baltymas. (A) CRISPR4-Cas lokusas
sudarytas 1§ 8 cas geny bei 12 kartotiniy-skirtuky vienety (konservatyvios 28 bp palindrominés
kartotiniy sekos yra atskirtos 33 bp variabiliy skirtuky seky). S. thermophilus Cascade genai
homologiski E. coli Cascade genams yra pabraukti. Geny pavadinimai pagal (Brouns et al.,
2008) pateikti vir§ geno, o pagal (Makarova et al., 2011) — po genu. (B) S. thermophilus Cas3
baltymo domeniné organizacija, nustatyta in silico. HD zymi HD-tipo fosfohidrolazés/nukleazés
domena; DExD/H - DEXD/H helikazini domena; HelC - C-galinj helikazinj domena. Vir$
atitinkamy domeny paZymétos konservatyvios aminortig§¢iy liekanos, kurios Siame tyrime buvo
pakeistos i alanina. I, IT ir VI skaiciais pazyméti konservatyvis helikazés motyvai (Singleton et
al., 2007).

Norédami iSsiaiskinti S. thermophilus CRISPR4-Cas sistemos DNR interferencijos
mechanizma, pirmiausiai iStyréme pavienius interferencijos stadijos komponentus: Cas3
bei Cascade. Po to, $iuos komponentus tyréme drauge, in vitro atkuriant DNR
interferencijos stadija.
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2. Cas3 yra viengrandinés DNR nukleazé ir nuo ATP priklausoma
helikazé

2.1. Cas3 baltymo ekspresija ir gryninimas

S. thermophilus DGCC7710 cas3 genas buvo klonuotas | pPBAD24-CHis plazmidg,
kuri ekspresuota E. coli ER2267 kamiene. Rekombinantinis Cas3 baltymas, turintis C-
gale prilieta Hisg-inkaring seka, buvo gryninamas i$ belastelinio ekstrakto. Laukinio tipo
(WT) bei mutantiniy Cas3 baltymy preparaty homogeniskumas patvirtintas NSD-PAGE
(2 A pav.).

2.2. Cas3 nukleazinis aktyvumas yra lokalizuotas HD domene

Cas3 nukleazinis aktyvumas buvo tirtas naudojant zieding M13mpl8 vgDNR ar
superspiralizuota pUC57 dgDNR plazmid¢ (2 B pav.). M13mp18 vgDNR hidrolizé,
esant Mg?* jonams, priklausé nuo Cas3 koncentracijos ir inkubavimo trukmés (2 B ir D
pav.). Tuo tarpu dgDNR nebuvo karpoma.

<
©
©
©
14

2 pav. Cas3 nukleazinis aktyvumas. (A) ISgryninto Cas3 ir jo mutanty NDS-PAGE. [
kiekviena takeli uznesta po 750 ng baltymo. (B) VgDNR ir dgDNR degradacija. [vairtis Cas3
Kiekiai buvo inkubuoti su 4 nM M13mp18 vgDNR ar pUC57 dgDNR, esant (+) arba nesant (-)
10 mM MgClI; arba 10 mM EDTA, 2 valandas 37°C. (C) Mutacijy jtaka Cas3 nukleaziniam
aktyvumui. 500 nM baltymo buvo inkubuota su 4 nM M13mp18 vgDNR 2 valandas 37°C. (D)
Cas3 nukleazinio aktyvumo priklausomybé nuo laiko. 500 nM baltymo buvo inkubuota su 4 nM
M13mpl18 vgDNR ar pUC57 dgDNR 37°C. Reakcijy trukmé pazyméta vir§ paveikslo. M —
baltymuy ir DNR molekuliniy masiy Zymuo.

20



Iskelta hipotezé, kad konservatyvios aminorigsciuy liekanos (H27, H76, D77 ir
D227), lokalizuotos Cas3 N-galo HD domene (Aravind & Koonin, 1998) (1 B pav.),
sudaro aktyvyji centra, kuris, suriS¢s dvivalencius metalo jonus, katalizuoja vgDNR
hidrolize. Hipotezé buvo patvirtinta, patikrinus D77A ir D227A taskiniy Cas3 mutanty
nukleazini aktyvuma (2 A ir C pav.). Sie mutantai per 2 valandas nesugebéjo sukarpyti
vgDNR, tuo tarpu WT Cas3 bei jo helikazés domeno taskiniai mutantai pilnai degradavo
VgDNR (2 C pav.).

2.3. Cas3 pasizymi VgDNR stimuliuojamu ATPaziniu aktyvumu

Cas3 turi helikazéms charakteringus motyvus (I, II ir VI), kurie atsakingi uz ATP
suriS$ima ir hidroliz¢ (1 B pav.). Spéjamas Cas3 ATPazinis aktyvumas pirmiausiai
patikrintas substratu naudojant radioaktyvy [o**P]ATP (3 A pav.). ATP hidrolizé buvo
stebima, kai 1 reakcijos miSini buvo pridéta Cas3 kartu su vgDNR. Toliau Cas3
ATPazinis aktyvumas, esant vgDNR, dgDNR ar RNR, buvo tiriamas kolorimetri§kai
matuojant iSsiskyrusio fosfato kancentracija (Hyun et al., 2008). Duomenys parod¢, kad
vgDNR reikSmingai padidino Cas3 ATPazinj aktyvuma. Tuo tarpu, dgDNR ir RNR
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Baltymas - + + + + + + + + 250F
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3 pav. Cas3 ATPazinis aktyvumas. (A) Radioaktyvaus ATP hidrolizé. Reakcijos miSiniai,
turintys [a32P]ATP hidrolizés produkty, frakcionuoti ant polietilenimino-celiuliozés
plonasluoksnés chromatografijos ploksteles. (B) ATP hidrolizés priklausomybé nuo
nukleortigsties tipo. ATP hidrolizés metu iSsiskyregs fosfatas buvo nustatomas Zaliuoju
malachitu. Reakcijos miSiniuose buvo ivairios koncentracijos vgDNR (M13mp18), dgDNR
(superspiralizuota pUCS57 plazmidé) ar 2223 nt RNR. (C) ATP hidrolizés priklausomybé nuo
reakcijos trukmés. Reakcijos misiniuose buvo 3 nM vgDNR. Zaliasis malachitas buvo naudotas
ATPazinés reakcijos metu iSsiskyrusio fosfato nustatymui. (D) ATP hidrolizés greiciai. Reakciju
grei¢io konstantos k (min?) atitinka tiesiniy priklausomybiy, pavaizduoty (C), posvyrio kampa.
Paklaidy intervalai vaizduoja <+standartinius nuokrypius, apskaiCiuotus pagal tris
nepriklausomus eksperimentus.
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Cas3 ATPazinio aktyvumo nestimuliavo (3 B pav.). Cas3 hidrolizavo ATP ~38 min™*
grei¢iu (apskaiCiuotas pagal fosfato susidarymo tiesing priklausomybg nuo laiko; 3 C
pav.), reakcijos misinyje esant 0,5 mM ATP. Sie rezultatai rodo, kad Cas3 turi nuo
vgDNR priklausoma ATPazinj aktyvuma.

Norédami patikrinti, ar helikaziniy domenuy konservatyvios aminoriigs¢iy liekanos
yra svarbios ATPaziniam aktyvumui, mes jas pakeitéme alaninu bei patikrinome Q290A,
K316A, D452A, E453A, R663A ir R666A Cas3 mutanty sugebéjima hidrolizuoti ATP
(3 D pav.). Kaip ir buvo tikétasi, mutacijos reikSmingai sumazino ATPazinj aktyvuma.
Tai rodo konservatyviy aminoriigs¢iy lickany svarba ATP suriSimui/hidrolizei.
Priesingai, mutacijos N-galo HD domene neturéjo jtakos ATPaziniam aktyvumui (3 D

pav.).

2.4. Cas3 pasizymi helikaziniu aktyvumu

Nuo vgDNR priklausomas ATPazinis aktyvumas rodo, kad Cas3 galéty funkcionuoti
kaip translokazé/helikazé. Norédami tai irodyti, mes patikrinome, ar Cas3 sugeba
iSvynioti dvi DNR grandines (4 pav.). Tam Cas3 inkubuotas su substratu, gautu
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4 pav. Cas3 helikazinis aktyvumas ir poliSkumas. (A). Duplekso iSvyniojimo aktyvumo
tyrimo schema. (B, C) DNR-DNR ir DNR-RNR dupleksy iSvyniojimas Cas3 baltymu. (B)
32p_zymeéto 20 nt oligodeoksiribonukleotido ar (C) 22 nt oligoribonukleotido, prilydyto prie
MI13mpl18 vgDNR, nuo Cas3 priklausomas iSvyniojimas buvo stebimas poliakrilamidiniuose
gelivose. nA zymi ATP analoga AMP-PNP. D452A ir D77A yra atitinkamai ATPazés ir
nukleazés mutantai. (D) Cas3 poliSkumo tyrimas I. Substratai sudaryti i$ ilgos (keliuy tiikstanc¢iy
nt) vgDNR su 30 nt dupleksais galuose. Vienas i§ dupleksy yra zymétas. (E) Cas3 poliskumo
tyrimas Il. Naudoti 73 nt substratai, turintys 20 bp dupleksa 5'— arba 3'-gale bei 53 nt vgDNR
regiona.
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sulydZius 20 nt oligonukleotida, 5'-gale Zyméta **P, su komplementaria seka turincia
M13mp18 vgDNR (4 A pav.). Eksperimentiniai rezultatai rodo (4 B pav.), kad Cas3 turi
DNR i§vyniojimo aktyvuma, kuri aktyvina Mg®" ir ATP. Reakcijos misinyje ATP
pakeitus nehidrolizuojamu analogu 5’-adenilil-B,y-imidodifosfatu (AMP-PNP), Cas3
helikazinis aktyvumas néra stimuliuojamas. Nukleazés aktyvaus centro mutantas D77A
iSvynioja DNR panaSiai kaip WT baltymas, ta¢iau D452A mutacija ATPazés
aktyviajame centre visiskai nuslopina i$§vyniojimo aktyvuma.

Norédami patikrinti, ar Cas3 baltymas sugeba iSvynioti RNR/DNR heterodupleksus,
sukonstravome substrata, kuriame 22 nt oligoribonukleotidas sulydytas su M13mpl8
vgDNR. Eksperimentas rodo (4 C pav.), kad esant ATP ir Mg*" jonams Cas3 sugeba
nustumti 22 nt oligoribonukleotida. Tad Cas3 galima klasifikuoti kaip DNR-DNR ir
DNR-RNR helikazg.

Dazniausiai DNR helikazés risasi prie VJDNR regiono ir kryptingai judédamos
iSvynioja ju kelyje pasitaikiusius dgDNR regionus. Siekdami nustatyti Cas3
kryptinguma, pirmiausiai pasiruo$éme du zymetus substratus (4 D pav.), kurie tur¢jo
trumpus DNR dupleksus abiejuose ilgos vgDNR galuose. Cas3 riSantis prie substrato
centre esan¢io VgDNR regiono ir judant 3'—5' kryptimi, tiréty buti iSstumiamas 5'-
zymetas oligonukleotidas. PrieSingai, fermentui migruojant 5'—3' kryptimi, turéty biti
1Sstumiamas 3'-Zymeétas fragmentas. Eksperimentiniai duomenys rodo, kad Cas3 juda
3'—>5" vgDNR kryptimi (4 D pav.).

Mes atlikome alternatyvy i§vyniojimo eksperimenta, naudodami kitokios strukttros
radioaktyviai Zymétus substratus. Sie 73 nt daliniai oligodupleksai turéjo 20 bp DNR
dupleksa 3'- arba 5'-gale bei 53 nt vgDNR regiona (4 E pav.). Cas3 sugebéjo iSvynioti
tik substrata su 5'-dupleksu, taip patvirtindamas 3'—>5’ poliskuma.

3. DNR taikinio atpazinimas Cascade kompleksu

PAM seky bioinformating analize atliko dr. Philippe Horvath (DuPont; Pranciizija).

S. thermophilus Cascade komplekso baltymy ir crRNR masiy spektrometrijos
analizes atliko dr. Sakharam P. Waghmare ir dr. Mark J. Dickman (Sefildo Universitetas;
Didzioji Britanija).

Vienos molekulés eksperimentus su Cascade kompleksu, naudojant magnetinius
pincetus, atliko Maria S. Tikhomirova ir prof. dr. Ralf Seidel (Miunsterio Universitetas;
Vokietija).

3.1. Cascade kompleksas formuoja R-kilpa, riSdamasis su PAM seka turin¢ia
dgDNR

3.1.1. Cascade klonavimas, raiska ir gryninimas

E. coli Csel, Cse2, Cas7, Cas5, ir Cas6e ir crRNR molekulé formuoja Cascade
kompleksa (Brouns et al., 2008), kuris kartu su Cas3 blokuoja svetimos DNR
proliferacija. Iskéléme hipoteze, kad homologiski S. thermophilus Cas baltymai (1 A
pav.) turéty formuoti panasy Cascade kompleksa. Pirmiausiai, sukonstravome pCascade,
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pCasC ir pCRh suderinamus heterologinius vektorius (1 lentelé), kurie kodavo Cascade
komplekso komponentus. Sios plazmidés buvo ekspresuotos E. coli BL21 (DE3)
kamiene, o Cascade kompleksas iSgrynintas skysc¢iuy chromatografijos metodu, naudojant
Ni?* chelatine, gelfiltracine ir heparino kolonéles. Analizuojant iSgryninta kompleksa
NDS-PAGE (5 A pav), buvo stebimos penkios juostelés, atitinkancios Cascade baltymy
molekulines mases. Siy baltymy tapatybé buvo patvirtinta ir masiy spektrometrijos
metodu. Tad S. thermophilus Csel, Cse2, Cas7, Casb, ir Cas6e baltymai tikrai formuoja
kompleksa, panaSy i E. coli Cascade. Pasalinus Cascade baltymus, aptikome, kad
Cascade kompleksas buvo isgrynintas drauge su maza crRNR molekule (5 B pav.).

3.1.2. S. thermophilus CRISPR4-Cas crRNR charakterizavimas

Toliau tyréme subrendusias Cascade komplekso crRNR molekules, naudodami RNR
denatiiruojancia chromatografija drauge su ESI-MS. crRNR molekulés i§ Cascade
komplekso iSgrynintos, naudojant jony pory atvirkstiniy faziy chromatografija (Dickman
& Hornby, 2006; Waghmare et al., 2009). Jy ilgis buvo ~60 nt (5 C pav.). Analizuojant
crRNR ESI-MS, nustatyta 19482 Da crRNR molekuliné masé (5 D pav.). Subrendusi
crRNR  molekulé buvo paveikta RNaze T1 ir RNaze A, o susidarg
oligoribonukleotidiniai  fragmentai analizuoti ESI-MS/MS. Panaudojus crRNR
fragmentacijos duomenis bei pilno ilgio molekulés masg, nustatyta, kad St-CRISPR4-
Cas subrendusios crRNR yra 61 nt ilgio molekulés (turincios 7 nt 5’-peti, 33 nt skirtuka
ir 21 nt 3'-petj) su 5’-OH ir 3'-P; (MW 19481.5 Da) (5 E pav.).
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5 pav. S. thermophilus Cascade kompleksas. (A) NSD-PAGE gelyje Coomassie blue
nudazyti Cascade komplekso baltymai. (B) Cascade kompleksas riSa mazas crRNR molekules.
Nukleortigstys, iSgrynintos i§ Cascade komplekso, buvo paveiktos RNazeA/T1 ar DNazel. (C)
Subrendusiy crRNR molekuliy chromatografiné analizé. (D) ISgryninty S. thermophilus crRNR

molekuliy ESI-MS analizé. Padidinta 22-kriivio blisena parodyta isiuve. (E) Cascade komplekse
suriStos crRNR architektiira.
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3.1.3. S. thermophilus CRISPR4-Cas sistemos PAM sekos analizé

I ir Il tipo sistemose PAM seka, aptinkama greta proskirtuko, yra biitina svetimos
DNR ribojimui (Deveau et al., 2008; Horvath et al., 2008; Sapranauskas et al., 2011;
Semenova et al., 2011). E. coli I-E tipo sistemos PAM yra 5'-AWG-3' seka, lokalizuota
pries proskirtuka (Mojica et al., 2009), ir batina E. coli Cascade riSimuisi ir po to
sekanc¢iai DNR interferencijai (Semenova et al., 2011). Norédami nustatyti CRISPR4-
Cas sistemos PAM seka, mes iSanalizavome CRISPR4 skirtuky sekas. CRISPR4 lokusas
randamas DGCC7710 (Horvath & Barrangou, 2010) bei dar trijuose S. thermophilus
kamienuose (DuPont kultary kolekcija). CRISPR4 lokusas DGCC7710 kamiene turi 12
unikaliy skirtuky, o kiti trys CRISPR4 teigiami kamienai turi 26 unikalius skirtukus.
Didzioji skirtuky dalis (26 i8 38) atitiko S. thermophilus fagy sekas (proskirtukus).
Tolimesnei analizei atrinktos 106 proskirtuky sekos, identiskos skirtuky sekoms.
Spéjamai PAM sekai nustatyti buvo naudojamos sekos, aptinkamos iSkart prie§ ir uz
proskirtuko sekos. Atmetus perteklines sekas, gautos 15 nt ilgio 28 unikalios sekos prie$
proskirtuka ir 21 seka uz proskirtuko, kuriy konservatyvumas pavaizduotas Weblogo
programa (Crooks et al., 2004) (6 A pav.). Buvo aptiktas dvieju baziy pory
konservatyvus motyvas 5'-AA-3" iSkart prie$ proskirtuka.

3.1.4. Cascade riSimuisi su proskirtuku yra reikalinga PAM seka

Norédami patikrinti, ar sp¢jama PAM seka yra svarbi taikinio atpazinimui, mes
analizavome Cascade riSimasi su grupe sintetiniy 73 bp oligodupleksy, kurie turéjo
proskirtuko-1 seka ir skirtingus nukleotidus -2 ir -1 spéjamo PAM pozicijose (6 B pav.).
Cascade saveika su radioaktyviai pazymétais oligodupleksais buvo tiriama
elektroforezinio judrumo poslinkio metodu (EJPM). Sis tyrimas atskleidé, kad, pagal
saveikos su Cascade stipruma, oligodupleksus galima suskirstyti i tris grupes. Spé€jamo
PAM srityje N(-2)A(-1) sekas turintys oligodupleksai yra labai giminingi Cascade (Kq
~0,2 nM). Tuo tarpu N(-2)T(-1) bei A(-2)G(-1) sekas turintys oligodupleksai su Cascade
saveikauja silpniau (Kyg <10 nM), o kity oligodupleksu saveikos stiprumas panasus i
nespecifinio substrato, vietoje proskirtuko-1 turincio nekomplementary proskirtuka-3.
Taigi, rezultatai rodo, kad CRISPR4-Cas sistemos PAM seka yra tik vienas A arba T
(W) nukleotidas -1 pozicijoje. Sioje pozicijoje netoleruojami G ir C nukleotidai, i§skyrus
A(-2)G(-1) dinukleotida (6 C pav.).

Siekdami isitikinti, kad nekonservatyvi -3 pozicija Salia spéjamo PAM yra nesvarbi
taikinio atpazinimui, patikrinome Cascade saveika su oligodupleksais, turinciais
konservatyvu A(-2)A(-1) dinukleotida ir bet kokj nukleotida -3 pozicijoje (SP1-TAA,
SP1-AAA, SP1-GAA ir SP1-CAA). EJPM analizé¢ patvirtino, kad Cascade
giminingumas substratams, su variabiliu N(-3), buvo panasus (6 C pav. isiuvas), tad -3
pozicija yra nesvarbi Cascade ri§imuisi.
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6 pav. Nuo PAM priklausomas Cascade riSimasis. (A) CRISPR4-Cas sistemos spéjama PAM
seka. Proskirtukus, kurie identiski CRISPR4 skirtuky sekoms, supanciy 15 nt ilgio seky
konservatyvumas pavaizduotas Weblogo programa. VirSuje pateiktas prie§ proskirtuka
aptinkamy seky palyginys, apacioje — uz proskirtuko. ISkart prie§ proskirtuka lokalizuota 2-nt
PAM (5'-AA-3") seka. (B) Sp¢jamos R-kilpos struktiiros, susidarancios Cascade riSantis prie
73-bp oligodeoksiribonukleotido, schema. Spéjamos PAM sekos nukleotidai NN buvo kei¢iami
—1 ir —2 pozicijose. Susidarant R-kilpai, crRNR bazés poruojasi su komplementarios
proskirtuko grandinés bazémis, tuo tarpu nekomplementari grandiné yra iSstumiama kaip
VvgDNR. (C) PAM jtaka Cascade riSimuisi prie proskirtuko-1. Histogramoje pateiktos
disociacijos konstantos Ky reik§més, nustatytos EJPM. Paklaidy intervalai atitinka trijy
nepriklausomy eksperimenty standartini nuokrypi nuo Kg vidurkio. Oligodupleksas su
nekomplementariu proskirtuku-3 naudotas kaip nespecifinés DNR kontrolé. Ky vertés gautos,
keiciant -3 pozicija greta spéjamo PAM, pateiktos isiuve.

| tipo CRISPR-Cas sistemose, pavyzdziui, E. coli ir Pseudomonas aeruginosa
taikinio atpazinumui svarbi pradzios seka, lokalizuota crRNR skirtuko 5’-galo regione
(Semenova et al., 2011; Wiedenheft et al., 2011). Manoma, kad $i seka inicijuoja R-
kilpos susidaryma. R-kilpoje crRNR skirtuko seka poruojasi su komplementaria
proskirtuko grandine, o nekomplementari grandiné yra iSstumiama vgDNR pavidalu.
Patikrinome, ar ir S. thermophilus Cascade, saveikaudamas su DNR taikiniu, sudaro R-
kilpa. Tam naudojome P1 nukleazg, kuri specifiskai karpo vgDNR regionus (Jore et al.,
2011) (7 pav.). P1 nukleazé karpé nekomplementarias grandines SP1-AA ir SP1-AG
oligodupleksuose, kurie turi geras PAM sekas, neliesdama komplementariy proskirtuko
grandiniy. Kita vertus, P1 nekarpé nei vienos grandinés oligodupleksuose, kurie turi
bloga PAM (SP1-CC) ar nekomplementary proskirtuka (SP3-AA). Vadinasi, R-kilpos
susidaro tik tada, kai substratas turi gera PAM seka ir Komplementary proskirtuka.
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3.2. Vienos Cascade molekulés sudaromos R-kilpos tiesioginis stebéjimas

3.2.1. R-kilpos susidarymo stebéjimas magnetiniais pincetais

Tiriant Cascade komplekso saveika su DNR taikinio molekulémis biocheminiais
metodais tirpale, nustatyta, kad esant tinkamai PAM sekai susidaro R-kilpa (8 A pav.).
Norédami stebéti R-kilpos susidaryma pavienése DNR molekulése, mes panaudojome
magnetiniy pincety metoda (Brutzer et al., 2010; Mosconi et al., 2009) (8 B pav.). Prie
vieno 2,1 kbp DNR molekulés, turinéios viena proskirtuka ir PAM seka, galo buvo
pritvirtinta magnetiné dalelé, o kitas galas prikabintas prie tékmés kameros pavirSiaus.
Magnety poros pagalba DNR molekulg su prikabinta magnetine dalele galima iStempti ir
keisti DNR superspiralizacija, o videokamera registruojant dalelés padéti, galima
ivertinti DNR ilgio pokyc¢ius (Klaue & Seidel, 2009). Pastoviai keiCiant sukimo
momentg, DNR ilgis pradzioje nekinta. Pasiekus kritini sukimo momenta, DNR pradeda
trumpeti dél susidaranciy plektoneminiy superspiraliy. Gauti charakteringi sukimo
kreivés ir sukimo momento profiliai (8 B pav.) naudojami kiekybinei duomeny analizei
(Forth et al., 2008; Kauert et al., 2011; Mosconi et al., 2009; Oberstrass et al., 2012).

Jei baltymas, prisiriSdamas prie DNR lokaliai iSvynioja DNR (pvz., susidarant R-
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8 pav. Cascade komplekso R-kilpy susidarymas ir iSirimas (disociacija) vienos molekulés
sukimo eksperimentuose. (A) Schematinis R-kilpos (33 bp) piesinys. (B) DNR sukimo
magnetiniais pincetais principas. Esant tam tikram siikiy skaiciui, susidaro R-kilpa, kuri lokaliai
iSvynioja DNR grandines, todél pakinta DNR superspiralizacija ir ilgis. (C ir D) R-kilpos ciklai,
esant 10 nM Cascade komplekso. Veikiant 0,31 pN jégai, vedlio crRNR komplementary
proskirtuka/PAM turinti DNR (A) yra neigiamai superspiralizuojama, skatinant R-kilpos
susidaryma (mélyna kreivé). Teigiamai superspiralizuojant DNR, yra tikrinamas R-kilpos
buvimas (zalia kreive). R-kilpa disocijuoja, padidinus tempimo jéga iki 3,0 pN (raudona kreive).
Mélyna strélyté zymi R-kilpos susidarymo pozicija, o raudona — disociacijos. (D) paveiksle
virSutin¢ ir apatin¢ superspiralizacijos kreivé gauta be Cascade komplekso (pilkos kreivés),
naudojant ta pacia DNR molekulg ir ja tempiant atitinkamai 0,31 ir 3,0 pN jéga. (E)
Superspiralizacijos  kreiviu  poslinkiai, sukelti ~Cascade komplekso. Pavaizduoti
superspiralizacijos kreivés kairiojo Sono poslinkiai po R-kilpos susidarymo (pilki stulpeliai; D
pazymeéta —Nyiipa) ir po pilnos R-kilpos disociacijos (stulpeliai vientisu juodu kontiiru; D
pazyméta +Nilpa). Juodo briksninio kontiiro stulpeliai vaizduoja R-kilpos pirmojo disociacijos
zingsnio poslinki (9 A pav.).

kilpai), kei¢iasi DNR superspiralizacija, ir tai sukelia visos sukimo kreivés poslinki arba
DNR ilgio pokyti (Howan et al., 2012) (8 B pav.). Norédami pritaikyti $§i metoda
Cascade formuojamos R-kilpos susidarymo tyrimui, atlikome DNR, turinCios
komplementary proskirtuka ir 5-AA-3' PAM scka (8 A pav.), superspiralizacijos
eksperimentus, kuriuos pavadinome ,,R-kilpos ciklais“. Pirmiausiai, veikiant nedidele
jéga, DNR buvo siek tiek iSvyniota (neigiama superspiralizacija), taip skatinant R-kilpos
susidaryma (8 C ir D pav. meélyna kreive). Po to, susukdami DNR (teigiama
superspiralizacija), stebéjome R-Kilpos susidaryma (8 C ir D pav. Zalia kreivé). Cascade
sudaromos R-kilpos (100% i$ visy tirty atveju; n = 89) buvo stebimos kaip sukimo
kreivés kairiojo Sono poslinkis | neigiamy sukiniy puse, lyginant su kreive, gauta be
baltymo (8 D pav.). Esant mazai neigiamai superspiralizacijai (nuo -1 iki -2 sukiy),
Cascade R-kilpa sudarydavo akimirksniu. R-kilpos buvo stabilios esant teigiamai DNR
superspiralizacijai ir mazai tempimo jégai (tikrinimo kreivés desiniojo Sono poslinkis) (8
D pav.). R-kilpy iSirima buvo galima stebéti kaip staigu DNR pailgéjima, padidinus
tempimo jéga (tai atitinka padidéjusi sukimo momenta) (8 C ir D pav.). DeSiniojo
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superspiralizacijos kreivés Sono poslinkis atitiko —2,62 + 0,04 (R-kilpos susidarymas) ir
+2,67 + 0,03 (R-kilpos iSirimas) stikius. Tuo tarpu kreivés maksimumo poslinkis buvo
2,81 + 0,07 siikiai (8 E pav.). Sios vertés yra $iek tick maZesnés, nei buvo tikétasi (3,1
stikiai, skaiCiuojant pagal DNR spiralés 10,5 bp Zingsnj), greifiausiai, dél DNR
superspiraliSkuma kompensuojanc¢io DNR lenkimo, kurj sukelia Cascade ri§imasis
(Westra et al., 2012b).

3.2.2. R-kilpos susidarymo ir disociacijos priklausomybé nuo sukimo momento

Norédami kiekybiskai jvertinti anks¢iau pasitilyta DNR superspiralizacijos jtaka R-
Kilpos susidarymui (Westra et al., 2012b) bei R-kilpos energetinius parametrus, mes
pamatavome R-kilpos susidarymo ir isirimo (disociacijos) Kinetines priklausomybes nuo
sukimo momento, veikian¢io DNR (9 A pav.). Nustatétme, kad tiek R-kilpos
susidarymas, tiek iSirimas yra priklausomi nuo sukimo momento (9 B pav.). R-kilpos
iSirimui reikia apie keturis kartus didesnio sukimo momento nei R-Kilpos susidarymui.
Didzioji dalis stebétu disociacijos ivykiy (76%; n = 482) turé¢jo nuo Sukimo momento
priklausancia trumpai gyvuojancia tarping stadija, atitinkancia 0,9 + 0,1 siikius (8 E bei 9
A ir B pav.). Pritaike¢ Arrhenius modeli sukimo momento kinetikai (9 B pav.),
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formavimas disociadija Sakiai
- -1,8 -16 -14 -12
£.100F formavimas .
W Y Y @ LT ]
. | g [ form. ]
E | 10s . A 2s g | — ]
= — 2]
5 : - . & ]
206 %
x o
& 04 2 10} :
c H 3
0,2 =
© H i
s [ . ]
fovg " : " ésk' 4 fesi N-3 \
S 1 ukimo momentas nm
2 [ [ R bicakad
= 10F } ; t 4 2 100Edisociacija -
~ 5 8 ¢ s ¢ Tais :
D= )| L2, ST T XTI VLI EL LI CIXY L EL e Lt e e DT ET Y L ettt X 1
n L T Tgis.
0 50 100 150 = 0 F X3 i
Laikas (s) 8 P ]
C o s :
c | § ANgL=-0,31£0,05 !';: ]
i 0 ! ;
! =
} = 8
: ‘ el *2
- 5 Lo v S ANgis=0,15£0,06 :
-6,3 ki-2,1 kgT i 2,8 sikiai " = Bl 16 18 20 22 24

Sukimo momentas (pN nm)

9 pav. Cascade R-kilpos susidarymo ir disociacijos priklausomybé nuo sukimo momento.
(A) Cascade R-kilpos susidarymo (—1,6 stikiuose, 0,36 pN) ir disociacijos (+8 stikiuose, 2,2 pN)
kartotiniai ciklai. R-kilpos susidarymas yra registruojamas kaip DNR ilgio sumazéjimas, o R-
Kilpos disociacija — kaip padidéjimas (padidinti vaizdai virSuje; vertikalios linijos atitinka 100
nm mastelj). Mélynos rodyklés zZymi R-kilpos susidaryma, o rudos — R-kilpos disociacijos
tarpines stadijas. (B) Vidutiniy R-kilpos susidarymo (mélyni taSkai) ir disociacijos laiky
(pirmaji disociacijos Zingsni Zymi raudoni taSkai, o antrgji — rudi) priklausomybé nuo sukimo
momento. Duomeny svyravimai tarp skirtingg DNR molekuliy pavaizduoti skirtingais
simboliais. IStisinés linijjos Zymi duomenuy atitikima eksponentinio modelio priklausomybei,
pagal kurig apskaiCiuoti atstumai tarp tarpiniy buiseny. (C) Cascade formuojamos R-kilpos
energetiniai biiviai, gauti i§ sukimo momento priklausomybiuy.
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apskaiCiavome atstumus tarp tarpiniy biiseny (ANgm = 1,5 + 0,2 stkiai R-kilpos
susidarymui; ANgis® = 0,31 + 0,05 ir ANgis> = 0,15 + 0,06 sukiai dviems tarpinéms
disociacijos buisenoms). Nustatéme, kad R-kilpos formavimui reikia 2,1-6,3 kgT
laisvosios energijos. Apibendrindami Siuos duomenis, pasitiléme supaprastinta Cascade
formuojamos R-kilpos energetiniy btiviy schema (9 C pav.).

3.2.3. Mutacijos PAM sekoje daro poveikj R-kilpos susidarymui, bet ne stabilumui

Siekdami istirti PAM sekos itaka R-Kilpos susidarymo greiciui bei stabilumui,

magnetiniy pincety eksperimentuose naudojome DNR substratus, turinCius ta pati
proskirtuka, bet skirtingas PAM sekas, kuriy giminingumas Cascade skyrési (AA > TT >
AG >> CC). R-kilpos buvo stebimos su TT ir AG PAM sekas turinCiais substratais,
taciau, lyginant su AA PAM seka, ju susidarymui reikéjo labiau isvynioti DNR (t.y.,
reikalinga didesné neigiama superspiralizacija/ didesnis sukimo momentas) (10 A ir B
pav.). Susidarius R-kilpoms, nuo sukimo momento priklausomi vidutiniai disociacijos
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10 pav. PAM sekos jtaka R-kilpos susidarymui ir disociacijai. (A) Kartotiniai Cascade R-
kilpu ciklai, naudojant DNR su komplementariu proskirtuku-1 bei skirtingomis PAM sekomis
(taikinio seka virSuje). Kreiviy spalvos ir eksperimentinés salygos tokios pat kaip 9 pav. C ir D.
R-kilpy susidarymui substrate su CC PAM seka reikéjo —200 siikiy (2,0 pN; mélyna kreive). R-
kilpos buvima rodo poslinkis kontrolinéje kreivéje (Zalia) bei disociacijos Zingsnis (raudona
kreivé; mastelio juostelé lygi 10 s). (B) R-kilpos susidarymo ir disociacijos vidutinio laiko
priklausomybés nuo sukimo momento skirtinga PAM seka turinCiuose substratuose (spalvinis
kodavimas pateiktas paveikslélyje). Apskritimai Zymi pirmaji disociacijos Zingsnj, trikampiai —
antraji. Nepriklausomy nuo stkiy skaic¢iaus sukimo momento reikSmiy intervalas nuspalvintas

pilkai.
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laikai abiem disociacijos Zingsniams buvo vienodi (paklaidy ribose). Tai rodo, kad
susidariusiy R-kilpy stabilumas yra vienodas ir nepriklauso nuo PAM sekos.
Substratuose su CC PAM seka tose paciose salygose uzregistruoti R-kilpy susidarymo
nepavyko. Tiesa, padidinus tempimo jéga ir labai neigiamai superspiralizavus DNR, t.y.,
praktiSkai mechaniSkai atskyrus DNR grandines, R-kilpos buvo stebimos [35% i$ visy
tirty atveju, atlikus —200 stkiy (n = 51), 19% — —100 stkiy (n = 27); 0% — —10 sukiy (n
= 78)] ir CC PAM seka turin¢iuose substratuose. Pazymétina, kad CC PAM turinCiuose
substratuose susidariusios R-kilpos yra taip pat stabilios. Palyginus su AA, TT ir AG
PAM sekas turiniais substratais, $iu R-Kilpy pirmojo disociacijos zingsnio vidutinio
laiko priklausomybé nuo sukimo momento nesiskyré, taciau antrojo disociacijos
zingsnio laikas reikSmingai sumazéjo (10 B pav.). Apibendrinant galima teigti, kad PAM
reguliuoja R-kilpos susidarymo greiti, bet neturi jtakos disociacijai.

3.2.4. Proskirtuko galo trumpinimas kei¢ia R-Kilpos stabilumg

Magnetiniy pincety eksperimentai parodé, kad PAM seka lemia R-kilpos susidarymo
greit], taciau neturi itakos susidariusios R-kilpos stabilumui. Norédami patikrinti, ar R-
kilpos susidarymas yra vienkryptis, mes iStyréme substratus, kurie nuo PAM
nutolusiame gale turi laipsniskai sutrumpintus proskirtukus (11 A pav.). Eksperimentai
parode, kad R-kilpos susidaré ir substratuose su trumpesniais proskirtukais. Trumpéjant
komplementariai proskirtuko daliai, proporcingai trumpéjo ir stikiy poslinkis (11 B pav.).
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11 pav. Proskirtuko sutrumpinimas sumazina R-Kilpos stabilumg. (A) Proskirtuko-1 galas,
esantis prieSingoje puséje nei PAM, buvo sutrumpintas 2, 4, 6, 8 ar 10 bp. (B) 2, 4, 6 ir 10 bp
sutrumpinto proskirtuko-1 R-kilpy tikrinimo ir disociacijos kreivés, esant Cascade kompleksui.
Stebimos stabilios (mélyna) ir nestabilios (tamsiai pilkos) R-Kilpos. VirSuje pateiktas
procentinis R-kilpy stabilumas ir rotaciniy poslinkiy dydziai. (C) Vidutiniy disociacijos laiky
priklausomybé nuo sukimo momento (apskaiciuota i§ B pateikty eksperimenty) stabilioms 0, 2,
ir 4 bp sutrumpintoms R-kilpoms. Pilni apskritimai Zymi pirmaji disociacijos zingsni, o tusti
trikampiai — antraji.
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Proskirtuka sutrumpinus 6 bp arba daugiau, R-kilpos tapo nestabilios (11 B pav.) ir
iSirdavo esant nedidelei teigiamai superspiralizacijai, DNR tempiant nedidele jéga
(disociacijos Siems substratams pamatuoti nepavyko). Naudojant substratus, turincius 2
ar 4 bp sutrumpintus proskirtukus, buvo stebimos tiek stabilios, tiek nestabilios R-kilpos
(11 B pav.). Tiriant stabiliy R-kilpy frakcijos disociacija, nustatyta, kad 2 bp trumpesniy
R-Kkilpy disociacijos greitis buvo Siek tiek padidéjes, o 4 bp trumpesniu R-Kilpy pirmo
zingsnio disocijos greitis zymiai padidéjo lyginant su pilno ilgio proskirtuku (11 C pav.).

4. Cas3 degraduoja Cascade suriStus DNR taikinius

4.1. Cascade sgveika su proskirtuku stimuliuoja Cas3 ATPazinj aktyvumg

Risdamasis prie proskirtuko, Cascade kompleksas formuoja R-kilpa (6 B pav.),
kurioje nekomplementari grandiné¢ yra iSStumiama vgDNR formoje, tad §i grandiné
galéty buti Cas3 riSimosi vieta. Patikrinome, ar Cascade su dgDNR taikiniu skatina
ATPazini Cas3 aktyvuma. Cas3 baltymas buvo maiSomas su Cascade kompleksu ir
plazmide, neturin¢ia arba turinc¢ia proskirtuka-1 bei PAM seka (lentelé 2). Cas3
ATPazinis aktyvumas buvo skatinamas tik pSP1-AA plazmide, turin¢ia komplementary
proskirtuka-1 bei gera PAM seka (12 A pav.). Plazmidé su kitu proskirtuku (pSP3-AA),
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12 pav. Cascade saveika su proskirtuku stimuliuoja Cas3 ATPazinj bei nukleazinj
aktyvumus. (A) ATP hidrolizés greiciai. Reakcijos grei¢io konstantos k (min™) apskaiciuotos
pagal iSsiskyrusio fosfato koncentracijos priklausomybe nuo laiko, id¢€jus fiksuota Cas3 kieki.
Reakcijos misinyje buvo 3 nM superspiralizuotos plazmidés, 12 nM Cascade bei 300 nM Cas3
ar jo mutanto D452A. Paklaidy intervalai Zymi trijy nepriklausomu eksperimenty +standartin
nuokrypi. (B) Nikelio jonai yra geresnis Cas3 HD domeno kofaktorius nei magnio jonai. (C)
Cas3, Cascade, ir ATP yra reikalingi dgDNR degradacijai. Substratu naudota superspiralizuota
pSP1-AA plazmidé (5 nM). (D) PAM ir proskirtukas yra biitini DNR degradacijai.
Superspiralizuotos (5 nM) plazmidés hidrolizuotos reakcijos miSiniuose, turin¢iuose 100 nM
Cas3 ir 20 nM Cascade.
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bloga PAM seka (pSP1-CC) ar neturinti proskirtuko nei PAM (pUC) Cas3 ATPazinio
aktyvumo nestimuliavo. ATPazinis aktyvumas nebuvo stebimas ir su Cas3 ATPazinio
centro mutantu D452A. Taigi, rezultatai patvirtina Cas3 ATPazinio aktyvumo sasaja su
vgDNR regionu, susidariusiu Cascade riSantis su komplementariu proskirtuku,
lokalizuotu $alia teisingos PAM sekos.

4.2. Cascade saveika su proskirtuku stimuliuoja Cas3 nukleazinj aktyvuma

S. thermophilus Cas3, taip pat kaip Thermus thermophilus Cas3 baltymas (Mulepati
& Bailey, 2011), M13mp18 vgDNR degraduoja Zymiai grei¢iau esant Ni** jonams, nei
esant Mg® jonams (12 B pav.). Kadangi ATPazinis Cas3 aktyvumas néra
stimuliuojamas Ni?* jony, tolimesniems eksperimentams buvo naudojamas Mg®" ir Ni**
jony misinys, katalizuojantis Cas3 ATPazini/helikazini bei nukleazini aktyvumus.

Norédami iSsiaiskinti, ar Cascade formuojama R-kilpa stimuliuoja Cas3 nukleazini
aktyvuma, substratu naudojome dgDNR plazmides. pSP1-AA plazmidé inkubuota su
Cascade ir ATP, po to pridéta Cas3 baltymo. pSP1-AA plazmidés degradacija priklausé
nuo Cascade bei Cas3 koncentracijos ir reakcijos laiko (12 C ir D pav.). Tuo tarpu Cas3
nekarpé plazmidziy, neturinciy taikinio (pUC19), turin¢iy nekomplementary proskirtuka
(pSP3-AA) ar bloga PAM seka (pSP1-CC) (12 D pav). Be to, pSP1-AA plazmidés
degradacijai buvo reikalinga ATP hidrolizé. | plazmid¢ buvo jvedamas viengrandinis
DNR trikis, kai reakcijos miSinyje nebuvo ATP (12 C pav.) arba reakcijose su ATP
vietoj WT Cas3 baltymo naudojant ATPazinio centro mutanta D452A (12 D pav.). Cas3
HD domeno mutantas D227A plazmidziy nekarpé. Vadinasi Cas3 ATPazinis/helikazinis
bei nukleazinis aktyvumai yra atsakingi uz pSP1-AA plazmidés degradacija, reakcijoje
esant Cascade kompleksui.

4.3. Cas3 degraduoja plazmides su PAM seka ir ,,uzrakinta“ R-kilpa

Cascade saveikos su DNR analizé¢ parodé, kad Cascade riSimuisi prie
komplementaraus proskirtuko reikalinga teisinga PAM seka (6 C pav. ir 10 A pav.).
Norédami isitikinti, kad plazmidZziy karpymas vyksta pagal ta pacia priklausomybg nuo
PAM seckos kaip ir riSimasis, sukonstravome plazmides su visais -2 ir -1 pozicijos
deriniais. Plazmidziy karpymas stebétas, pridéjus Cascade, ATP ir Cas3 (13 A pav.).
Nustatéme, kad greta komplementaraus proskirtuko-1 A(—1), T(-1), ar A(—2)G(-1)
sekas turin¢ios plazmidés buvo efektyviai karpomos. Plazmidés su B(—2)G(—1) (kur
B=T ar C, ar G) arba C(—1) sekomis karpomos nebuvo. Sie rezultatai atitinka Cascade
riSimosi rezultatus. Tad DNR riSimo ir karpymo eksperimentai jrodo, kad Cascade
proskirtuka atpazista priklausomai nuo PAM sekos, o Cascade suformuota R-kilpa yra
signalas Cas3 baltymui sukarpyti dgDNR.

33



A NAA NA NT NG NC
pSP1- CAAGAAAAATAA TA GA CA AT TT GT CT AG TG GG CG AC TC GC CC

Cas3+CascadeM -~ + - + - + - + - + - + - + -+ - + -+ -+ -+ -+ -+ -+-+-+-+-+

LI

B — PSP1-sutrumpinimai —
A0 | A2 | A4 | A6 | A8 |A10,A33
Cas3 M|— +|— +|— +|— +|- +|- +|- +

13 pav. Skirtingas PAM sekas bei sutrumpintus proskirtukus turin¢iy DNR karpymas. (A)
Skirtingas PAM sekas turin¢iy DNR karpymas. Plazmidés turéjo komplementary proskirtuka-1
bei pateikta sekos varianta -3,-2 ir -1 pozicijose. (B) Sutrumpintus proskirtukus turin¢iy DNR
karpymas. Plazmidés turéjo AA PAM seka bei proskirtuka-1, sutrumpinta nuo PAM
nutolusiame gale. A0 ir A33 atitinka pilnai komplementary ir nekomplementary proskirtuka.
Superspiralizuota plazmidé (5 nM) buvo hidrolizuojama reakcijos misinyje, kuriame nebuvo (-)
arba buvo (+) 20 nM Cascade ir 100 nM Cas3.

Magnetiniy pincety eksperimentais pademonstravome, kad, proskirtukui pilnai
susiporavus su CrRNR, R-kilpa yra ,uzrakinama®, susidarant labai stabiliam
Cascade-DNR kompleksui (11 pav.). Patikrinome, kokia jtaka proskirtuko galo,
nutolusio nuo PAM sekos, trumpinimas turi plazmidziy degradacijai. Proskirtuka
sutrumpinus 2 bp, plazmidés buvo karpomos panasiu greiciu kaip ir plazmidés su pilno
ilgio proskirtuku. Sutrumpinus proskirtuka 4 ir 6 bp karpymo greiciai Zymiai sumazg¢jo,
o plazmidés su daugiau kaip 6 bp sutrumpintais proskirtukais buvo nekarpomos (13 B
pav.). Tad stabili ,,uzrakinta“ R-kilpa yra biitina Cas3 riSimuisi bei DNR karpymui.

4.4, Cas3 kerpa DNR proskirtuko sekoje ir uz jos

Siekdami nustatyti Cas3 kirpimo pozicijas reakcijos miSinyje su arba be ATP,
naudojome radioaktyviai pazymétus SP1-AA, SP1-CC ir SP3-AA oligodupleksus. Be
ATP Cas3 kerpa tik nekomplementaria SP1-AA oligoduplekso granding proskirtuko
sekoje, o komplementari grandiné néra hidrolizuojama (14 A ir C pav.). [ reakcijos
misinj pridéjus ATP, kerpamos abi SP1-AA oligoduplekso grandinés (14 B ir D pav.).
Komplementari grandin¢ hidrolizuojama proskirtuko sekoje bei netoli 5'-galo uz PAM
sekos. Nekomplementari grandiné intensyviausiai skeliama proskirtuko sekoje bei
silpniau netoli 5'- ir 3'-galy (14 D pav.). Taip pat kaip ir plazmidés, oligodupleksai be
komplementaraus proskirtuko (SP3-AA) ar su bloga PAM seka (SP1-CC) nebuvo
hidrolizuojami. Be to, nukleazés mutantas D227A nekirpo SP1-AA substrato. ATPazinio
centro mutantas D452A kirpo tik nekomplementaria granding esant ATP (14 A ir B
pav.). Tai paaiSkina, kodél D452 mutantas, esant ATP, ar WT Cas3 be ATP | plazmidg
iveda viengrandinj triki. [domu tai, kad didzioji dalis kirpimo pozicijy yra lokalizuotos
pirimidino (T ar C) bazés 3’-gale (14 C ir D pav.). Nekomplementarios grandinés
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14 pav. Cas3 kirpimo pozicijos Cascade atpaZjstamoje dgDNR molekuléje. Oligodupleksai,
pazymeéti komplementarios arba nekomplementarios grandinés 5’-gale, inkubuoti su Cascade ir
reakcijos miSinyje (A) be arba (B) su ATP. Reakcijos produktai, matomi
denatiiruojanc¢iame poliakrilamidiniame gelyje, atitinkamai pazyméti SP1-AA sekoje (C, D).
Vientisos linijos geliy kairéje (A ir B) zymi proskirtuky ribas. Strélés (C ir D) zymi kirpimo
pozicijas, o ju aukstis koreliuoja su santykiniu kirpimo produkty kiekiu po 10 min inkubavimo.

Cas3

Kirpimo pozicijas netoli 5'-galo galima paaiSkinti Cas3 translokacija 3'—5" kryptimi,
kuria seka DNR degradacija.

4.5. Cas3 degraduoja DNR kryptingai

Norédami jsitikinti, ar Cas3 karpymas yra kryptingas, mes susikonstravome linijinius

DNR

substratus,

perkirpdami  pSP1-AA  plazmid¢ skirtingomis restrikcijos

endonukleazémis (Xapl, BamHI, Pdml, AlwNI). Siuose substratuose proskirtuko pozicija
nuo DNR galo skyrési (15 A pav.). Proskirtukas pSP1-AA-Xapl molekuléje yra
lokalizuotas Salia nekomplementarios grandinés 5’-galo, o pSP1-AA-Pdml DNR - ~800
bp nuo 5'-galo. Tuo tarpu proskirtukas pSP1-AA-BamHI yra lokalizuotas Salia 3'-galo, 0
pSP1-AA-AlwNI — ~900-bp nuo 3'-galo. Cas3 degradavo pSP1-AA-BamHI molekulg
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15 pav. Cas3 degraduoja DNR Kkryptingai. (A) Linijiniy 2759 bp DNR substraty
pSP1-AA-Xapl, pSP1-AA-Pdml, pSP1-AA-BamHI ir pSP1-AA-AIWNI degradavimas. Siuose
DNR substratuose proskirtuko seka yra lokalizuota skirtingais atstumais nuo DNR galo. DNR
molekuliy, susiriSusiy su Cas3 ir Cascade, schemos pateiktos greta atitinkamuy geliy. (B)
CRISPR interferencijos kompleksas lieka susiri$gs su proskirtuku po reakcijos. Reakcijoms,
kuriose buvo (+) arba nebuvo (-) Cascade ir Cas3, naudotas pSP1-AA-AlwNI linijinis
substratas. Reakcijos po 10 min buvo stabdytos NDS/EDTA arba fenolio/chloroformo tirpalu
(FC), kuris atpléSia baltymus nuo DNR. Juodos strélés rodo pakitusios migracijos DNR
fragmentus.

panasiai kaip zieding DNR, o pSP1-AA-Xapl substrato degradacijos nebuvo. pSP1-AA-
Pdml ir pSP1-AA-AlwNI substratai buvo perkirpti, susidarant atitinkamai ~1,9 ir ~0,9 kb
produktams, o Kiti kirpimo produktai buvo hidrolizuoti | smulkesnius fragmentus (15 A
pav.). ldomu tai, kad ~0,9 kb produkto, susidariusio po SP1-AA-AIwNI hidrolizés,
migravimas gelyje yra pakites (15 B pav.). Tai reiskia, kad Cascade (ar Cacade-Cas3)
kompleksas grei¢iausiai licka susiri$es su perkirpta DNR. Sie duomenys nepriestarauja
modeliui, kuriame Cas3 pirmiausiai perkerpa abi proskirtuko grandines, o po to,
judédamas nekomplementaria grandine 3'—5’ kryptimi, sukarpo DNR granding uz
proskirtuko. Tode¢l likusi DNR grandinés dalis lieka nepaliesta.

5. I-E tipo CRISPR-Cas sistemos interferencijos mechanizmas

CRISPR-Cas sistemos skirstomos 1 tris tipus, kurie tarpusavyje skiriasi RNB
kompleksy, dalyvaujan¢iy svetimy nukleorig§iy interferencijoje, struktiirine
organizacija bei veikimo mechanizmais (Bhaya et al., 2011; Sorek et al., 2013; van der
Oost et al., 2014; Westra et al.,, 2012a; Wiedenheft et al., 2012). I-E tipo E. coli
CRISPR-Cas sistemos formuoja dideli RNB kompleksa, vadinama Cascade, kuris
atpazista DNR taikinj ir kartu su Cas3 baltymu riboja svetima DNR (Brouns et al.,
2008). S. thermophilus DGCC7710 kamieno CRISPR4-Cas sistema (Horvath &
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Barrangou, 2010) yra homologiska E. coli sistemai. Mes parodéme, kad ortologiski S.
thermophilus Cas baltymai sudaro panasy Cascade kompleksa, kuris kartu su Cas3
sunaikina DNR taikinj in vitro. DNR interferencijos mechanizma (16 pav.) CRISPR4-
Cas sistemoje galima perskelti | taikinio atpazinimo ir kirpimo stadijas, Kkurias
atitinkamai vykdo Cascade kompleksas ir Cas3 baltymas.

2 Cascade

PAM

5: lf_\ £ 3‘
e (]|
[—. 4 3!

- /
/L\Tli-’/4 3 N ATP
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(4,
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16 pav. I-E tipo CRISPR-Cas sistemos DNR interferencijos mechanizmas. Cascade
kompleksas ieSko proskirtuko ir PAM sekos svetimoje DNR. Identifikavus teisinga PAM seka ir
trumpa komplementaria pirming seka (1), crRNR vedlio seka pilnai hibridizuojasi su
proskirtuko komplementaria seka, susiformuojant R-kilpai. Jei nuo PAM nutolgs proskirtuko
galas yra komplementarus crRNR, tai jis yra ,,uzrakinamas®, susidarant labai stabiliai R-Kilpai
(2). Isstumta nekomplementari proskirtuko grandiné yra Cas3 riSimosi platforma (3). Nesant
ATP, Cas3 nukleaziniu (HD) domenu kerpa tik nekomplementaria proskirtuko granding (4) ir
susidaro viengrandinis DNR trikis (5). Esant ATP, Cas3, greiCiausiai, pertvarko Cascade-DNR
kompleksa taip, kad prieity prie abiejuy proskirtuko grandiniy (6). Cas3 helikaziniy domeny
(Hel) pagalba juda 3'—>5' kryptimi, tuo tarpu HD domenas karpo DNR (6; 7), susidarant
degradacijos produktams tik vienoje proskirtuko puse¢je (8).

Taikinio atpazinimo stadijoje Cascade kompleksas atpaZzista ir riSasi su svetima DNR
(Jore et al., 2011). Cascade taikini apibrézia dvi sekos: (i) proskirtuko seka,
komplementari crRNR vedlio sekai, bei (ii) keliy bp PAM seka, randama iskart prie$
proskirtuka. PAM seka yra svetimos DNR indikatorius, kurio néra savoje DNR (pvz.,
CRISPR regionai turi crRNR vedliui komplementarias sekas, taciau greta ju néra PAM
sekos, todél CRISPR-Cas sistema ju ,nemato®). Skirtingi kompleksai dazniausiai
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atpazjsta skirtingas PAM sekas (Mojica et al., 2009). Parodyta, kad E. coli Cascade
komplekso Csel subvienetas dalyvauja PAM sekos (5'-AWG-3’) atpazinime (Sashital et
al., 2012). Mes nustatéme, kad St-Cascade atpazista platy PAM seky spektra: A(-1), T(-
1) ar A(-2)G(-1). Isibrovéliai (t.y. fagai) mutuoja PAM sekas, siekdami iSvengti
CRISPR-Cas interferencijos (Samson et al.,, 2013), todél neiSrankus PAM sekai
Seimininkas turi didesng tikimybe apsiginti nuo mutavusio isibrovélio.

Mes pademonstravome, kad teisinga PAM seka yra Cascade riSimosi pradzios taskas,
nuo kurio prasideda crRNR poravimasis su komplementaria proskirtuko grandine,
susidarant R-kilpai. E. coli Cascade R-kilpos susidarimui reikalinga greta PAM esanti 8
nt seka, vadinama pradzios seka (Semenova et al., 2011). Greiciausiai, pradzios seka
reikalinga pradiniam DNR grandiniy atskyrimui. Jei pradzios sekai poruojantis su
proskirtuko grandine visos bazés yra komplementarios, tai hibridizacija tgsiasi iki vedlio
sekos pabaigos. Visiskai komplementarios R-kilpos yra labai stabilios, taciau jei bent 6
nt proskirtuko gale, nutolusiame nuo PAM, yra nesuporuoti su crRNR, tai R-kilpos yra
,neuzrakinamos“ ir linkusios disocijuoti. Sis papildomas patikros punktas jvertina, ar
vedlio seka yra visiSkai komplementari proskirtukui. E. coli Cascade komplekso
struktiiriniai duomenys (Mulepati et al., 2014) rodo, kad Cse2 subvienctai galéty biti
atsakingi uz R-Kilpos ,,uzrakinimg‘.

Taikinio karpymo stadijoje R-kilpa aktyvina Cas3 baltyma, kuris sunaikina DNR
taikinj. Cas3 baltymo HD domenas yra atsakingas uz nukleazinj aktyvuma, o helikaziniai
domenai — uz ATPazini/helikazini aktyvuma. Vienas Cas3 baltymas karpo vgDNR bei
juda vgDNR 3'—5" kryptimi, hidrolizuodamas ATP, ta¢iau dgDNR S§iy aktyvumu
nestimuliuoja. Cascade suformuotoje R-kilpoje, crRNR hibridizuojasi su proskirtuko
komplementaria grandine, iSstumdama nekomplementaria granding kaip VQDNR, kuri
galéty biiti Cas3 taikiniu. IS tiesy, Cas3, nesant ATP, kerpa nekomplementaria DNR
granding proskirtuke, susiriSusiame su Cascade. ATP stimuliuoja abiejy grandiniy
kryptinga hidroliz¢. Neseniai analogiski aktyvumai buvo pademonstruoti I-E tipo E. coli
CRISPR-Cas sistemos Cas3 baltymui, kuris saveikaudamas su Cascade Csel subvienetu,
hidrolizuoja DNR taikinj (Hochstrasser et al., 2014; Mulepati & Bailey, 2013; Westra et
al., 2012b). Be to, panasus kirpimy profilis stebimas ir I-A tipo Thermoproteus tenax
CRISPR-Cas sistemoje (Plagens et al., 2014).

Apibendrinant, Cascade ir Cas3 sudaro efektorini kompleksa, kuris degraduoja DNR
taikinj in vitro. Mes sitilome molekulinj S. thermophilus CRISPR4-Cas sistemos DNR
interferencijos mechanizma (16 pav.), kuris, greiciausiai, yra panasus ir Kitose | tipo
sitemose. Vedamas crRNR, Cascade kompleksas aptinka teisinga PAM seka turinti DNR
taikini. PAM seka inicijuoja Cascade riSimasi su komplementaria proskirtuko grandine,
susidarant R-kilpai, kuri yra stabilizuojama, uzrakinant nuo PAM nutolusi proskirtuko
gala. Prie R-kilpos vgDNR riSasi Cas3, kuris galbiit permodeliuoja Cascade kompleksa ir
kerpa abi DNR grandines proskirtuko sekoje. Po to Cas3, hidrolizuodamas ATP, juda
nekomplementaria grandine 3'—5' kryptimi, o HD domenas Sia granding sukarpo.

Issiaiskinus DNR interferencijos molekulini mechanizma, atsiveria kelias jo
praktiniam pritaikymui. Neseniai buvo pademonstruoti keli I-E tipo sistemy pritaikymo
pavyzdziai. E. coli CRISPR-Cas sistema buvo panaudota bakterijy kamieny, perne$anciy
antibiotiky atsparumo genus, selektyviam sunaikinimui (Gomaa et al.,, 2014) bei
bakteriofagy genomu modifikacijoms (Kiro et al.,, 2014), o Cascade kompleksas
panaudotas tiksliniy geny raiskos slopinimui (Luo et al., 2014).
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ISVADOS

1. S. thermophilus Cas3 baltymo HD domenas kerpa vgDNR nepriklausomai nuo
sekos, 0 helikaziniai domenai, hidrolizuodami ATP, 3'—=5’ kryptimi i§vynioja
DNR dupleksa.

2. S. thermophilus Cascade kompleksa sudaro Csel, Cse2, Cas7, Cas5 ir Cas6e
baltymai, suris$¢ 61 nt ilgio crRNR molekule, kuri sudaryta i§ 33 nt skirtuko bei
ji supanciy 7 nt kartotinio 5'-peties ir 21 nt kartotinio 3'-peties.

3. S. thermophilus Cascade kompleksas atpazista dgDNR taikinj, turintj
komplementary proskirtuka ir PAM seka.

4. S. thermophilus Cascade saveika su dgDNR taikiniu prasideda A(-1), T(-1) ar
A(-2)G(-1) PAM sekoje, nuo Kkurios crRNR vedlio seka poruojasi su
komplementaria proskirtuko grandine, susidarant R-kilpai.

5. Nuo PAM nutolusio proskirtuko galo poravimasis su crRNR vedlio seka lemia
R-kilpos ,,uzrakinima“ ir Cascade-DNR komplekso stabiluma.

6. R-kilpa, susidariusi Cascade kompleksui saveikaujant su DNR taikiniu, aktyvina
Cas3 baltyma, kuris kryptingai sukarpo DNR, pradédamas nuo proskirtuko.
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SUMMARY

Prokaryotic cell is a subject for virus (phage) infection; therefore, prokaryotes have
developed a multilayered defence barrier interfering with every step of the phage attack
(Labrie et al., 2010; Samson et al., 2013). One of the layers is an adaptable defence
system of prokaryotes, which is comprised of clustered regularly interspaced short
palindromic repeat (CRISPR) locus and CRISPR associated (cas) genes (Barrangou et
al., 2007). CRISPR is an array of repetitive sequences (repeats) interspaced by unique
non-repetitive sequences of extracellular origin called spacers (Bolotin et al., 2005;
Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005). A cluster of cas genes encode proteins that
execute the CRISPR-Cas immunity (Brouns et al., 2008; Gasiunas et al., 2012; Hale et
al., 2009).

Mechanism of CRISPR-Cas defence systems can be dissected into tree stages: (i)
adaptation, (i) expression and processing, and (iii) interference (van der Oost et al.,
2014). Cell intruder is recognized and its small DNA fragment is integrated into the
CRISPR locus as a new spacer during the adaptation stage (Barrangou et al., 2007). In
the expression and processing stage, small CRISPR RNA (crRNA) molecules are
generated from a long transcript of CRISPR array, which is cut within the repeat
sequences (Carte et al., 2008; Deltcheva et al., 2011). In the interference stage, mature
crRNA together with Cas proteins assemble into an effector complex, which targets and
destroys foreign nucleic acid containing a crRNA-complementary sequence termed
protospacer (Brouns et al., 2008; Gasiunas et al., 2012; Hale et al., 2009; Jinek et al.,
2012; Tamulaitis et al., 2014).

Composition of cas genes as well as action mechanisms diverge between different
CRISPR-Cas systems; therefore, these systems are classified into three types, which are
further subdivided into subtypes (Makarova et al., 2011). Type | and type Il systems
interfere with double-stranded (ds) DNA, while single-stranded (ss) RNA is targeted by
the type 111. Multiple Cas protein subunits assemble on the crRNA molecule, forming a
ribonucleoprotein complex termed Cascade, which is responsible for DNA target
recognition in type | systems (Jore et al., 2011). However, an accessory Cas3 protein is
required for DNA interference in the type | (Brouns et al., 2008).

Besides complementary protospacer, DNA targets has a protospacer adjacent motif
(PAM), which is the main determinant discriminating foreign from self DNA (Deveau et
al., 2008). PAM sequences are divers and in most cases are specific for CRISPR-Cas
system (Mojica et al., 2009). DNA target recognition leads to an R-loop formation where
target DNA strand of the protospacer is base-paired with the crRNA, while non-target
strand is displaced as an sSDNA (Jore et al., 2011). The R-loop formation triggers target
DNA destruction.

The main objective of this study was to establish mechanistic details of DNA
interference stage in type | CRISPR-Cas systems. Type I-E CRISPR4-Cas from
Streptococcus thermophilus DGCC7710 strain was used as a model system (Horvath &
Barrangou, 2010). It is comprised of eight cas genes and a CRISPR region bearing
twelve spacers. The csel-cse2-cas7-casb-cas6e gene cassette encodes proteins that form
Cascade complex, while cas3 gene encodes a large multidomain protein.
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In this work we for the first time provide biochemical characterization of the Cas3
protein that is a hallmark protein for type | systems. We show here that Cas3 combines
both an ssSDNA nuclease and ATPase/helicase catalytic activities. We have isolated and
established molecular composition of the S. thermophilus Cascade complex, and
demonstrated that it binds DNA targets, containing promiscuous PAM sequence.
Furthermore, we provide first experimental evidences for the R-loop formation by a
single Cascade molecule that revealed locking step of the stable R-loops. Last but not
least, we show Cascade-triggered directional degradation of the DNA target by the Cas3
protein. Summarising our results, we propose detailed mechanism of DNA interference
stage for the type | CRISPR-Cas systems, which sets the stage for molecular exploitation
of the Cas machinery.

45



LITERATUROS SARASAS

1. Aravind L, Koonin EV (1998) The HD domain defines a new superfamily of metal-
dependent phosphohydrolases. Trends Biochem Sci 23: 469-472

2. Barrangou R, Fremaux C, Deveau H, Richards M, Boyaval P, Moineau S, Romero
DA, Horvath P (2007) CRISPR provides acquired resistance against viruses in
prokaryotes. Science 315: 1709-1712

3. Bhaya D, Davison M, Barrangou R (2011) CRISPR-Cas systems in bacteria and
archaea: versatile small RNAs for adaptive defense and regulation. Annu Rev Genet
45: 273-297

4. Bolotin A, Quinquis B, Sorokin A, Ehrlich SD (2005) Clustered regularly
interspaced short palindrome repeats (CRISPRS) have spacers of extrachromosomal
origin. Microbiology 151: 2551-2561

5. Brouns SJ, Jore MM, Lundgren M, Westra ER, Slijkhuis RJ, Snijders AP, Dickman
MJ, Makarova KS, Koonin EV, van der Oost J (2008) Small CRISPR RNAs guide
antiviral defense in prokaryotes. Science 321: 960-964

6. Brutzer H, Luzzietti N, Klaue D, Seidel R (2010) Energetics at the DNA
supercoiling transition. Biophys J 98: 1267-1276

7. Carte J, Wang R, Li H, Terns RM, Terns MP (2008) Cas6 is an endoribonuclease
that generates guide RNAs for invader defense in prokaryotes. Genes Dev 22: 3489-
3496

8. Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner SE (2004) WebLogo: a sequence logo
generator. Genome Res 14: 1188-1190

9. Deltcheva E, Chylinski K, Sharma CM, Gonzales K, Chao Y, Pirzada ZA, Eckert
MR, Vogel J, Charpentier E (2011) CRISPR RNA maturation by trans-encoded
small RNA and host factor RNase Ill. Nature 471: 602-607

10. Deveau H, Barrangou R, Garneau JE, Labonte J, Fremaux C, Boyaval P, Romero
DA, Horvath P, Moineau S (2008) Phage response to CRISPR-encoded resistance in
Streptococcus thermophilus. J Bacteriol 190: 1390-1400

11. Dickman MJ, Hornby DP (2006) Enrichment and analysis of RNA centered on ion
pair reverse phase methodology. RNA 12: 691-696

12.Forth S, Deufel C, Sheinin MY, Daniels B, Sethna JP, Wang MD (2008) Abrupt
buckling transition observed during the plectoneme formation of individual DNA
molecules. Phys Rev Lett 100: 148301

46



13.Gasiunas G, Barrangou R, Horvath P, Siksnys V (2012) Cas9-crRNA
ribonucleoprotein complex mediates specific DNA cleavage for adaptive immunity
in bacteria. Proc Natl Acad Sci U S A 109: E2579-2586

14.Gill SC, von Hippel PH (1989) Calculation of protein extinction coefficients from
amino acid sequence data. Anal Biochem 182: 319-326

15.Gomaa AA, Klumpe HE, Luo ML, Selle K, Barrangou R, Beisel CL (2014)
Programmable removal of bacterial strains by use of genome-targeting CRISPR-Cas
systems. MBio 5: e00928-00913

16.Hale CR, Zhao P, Olson S, Duff MO, Graveley BR, Wells L, Terns RM, Terns MP
(2009) RNA-guided RNA cleavage by a CRISPR RNA-Cas protein complex. Cell
139: 945-956

17.Hyun M, Bohr VA, Ahn B (2008) Biochemical characterization of the WRN-1 RecQ
helicase of Caenorhabditis elegans. Biochemistry 47: 7583-7593

18.Hochstrasser ML, Taylor DW, Bhat P, Guegler CK, Sternberg SH, Nogales E,
Doudna JA (2014) CasA mediates Cas3-catalyzed target degradation during
CRISPR RNA-guided interference. Proc Natl Acad Sci U S A 111: 6618-6623

19.Horvath P, Barrangou R (2010) CRISPR/Cas, the immune system of bacteria and
archaea. Science 327: 167-170

20.Horvath P, Romero DA, Coute-Monvoisin AC, Richards M, Deveau H, Moineau S,
Boyaval P, Fremaux C, Barrangou R (2008) Diversity, activity, and evolution of
CRISPR loci in Streptococcus thermophilus. J Bacteriol 190: 1401-1412

21.Howan K, Smith AJ, Westblade LF, Joly N, Grange W, Zorman S, Darst SA, Savery
NJ, Strick TR (2012) Initiation of transcription-coupled repair characterized at
single-molecule resolution. Nature 490: 431-434

22.Hsu PD, Lander ES, Zhang F (2014) Development and Applications of CRISPR-
Cas9 for Genome Engineering. Cell 157: 1262-1278

23.Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA, Charpentier E (2012) A
programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity.
Science 337: 816-821

24.Jore MM, Lundgren M, van Duijn E, Bultema JB, Westra ER, Waghmare SP,
Wiedenheft B, Pul U, Wurm R, Wagner R, Beijer MR, Barendregt A, Zhou K,
Snijders AP, Dickman MJ, Doudna JA, Boekema EJ, Heck AJ, van der Oost J,
Brouns SJ (2011) Structural basis for CRISPR RNA-guided DNA recognition by
Cascade. Nat Struct Mol Biol 18: 529-536

25.Karvelis T, Gasiunas G, Miksys A, Barrangou R, Horvath P, Siksnys V (2013)
crRNA and tracrRNA guide Cas9-mediated DNA interference in Streptococcus
thermophilus. RNA Biol 10: 841-851

47



26.Kauert DJ, Kurth T, Liedl T, Seidel R (2011) Direct mechanical measurements
reveal the material properties of three-dimensional DNA origami. Nano Lett 11:
5558-5563

27.Kiro R, Shitrit D, Qimron U (2014) Efficient engineering of a bacteriophage genome
using the type I-E CRISPR-Cas system. RNA Biol 11: 42-44

28.Klaue D, Seidel R (2009) Torsional stiffness of single superparamagnetic
microspheres in an external magnetic field. Phys Rev Lett 102: 028302

29. Labrie SJ, Samson JE, Moineau S (2010) Bacteriophage resistance mechanisms. Nat
Rev Microbiol 8: 317-327

30.Luo ML, Mullis AS, Leenay RT, Beisel CL (2014) Repurposing endogenous type |
CRISPR-Cas systems for programmable gene repression. Nucleic Acids Res

31.Makarova KS, Haft DH, Barrangou R, Brouns SJ, Charpentier E, Horvath P,
Moineau S, Mojica FJ, Wolf YI, Yakunin AF, van der Oost J, Koonin EV (2011)
Evolution and classification of the CRISPR-Cas systems. Nat Rev Microbiol 9: 467-
477

32.Mojica FJ, Diez-Villasenor C, Garcia-Martinez J, Almendros C (2009) Short motif
sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR defence system.
Microbiology 155: 733-740

33.Mojica FJ, Diez-Villasenor C, Garcia-Martinez J, Soria E (2005) Intervening
sequences of regularly spaced prokaryotic repeats derive from foreign genetic
elements. J Mol Evol 60: 174-182

34.Mosconi F, Allemand JF, Bensimon D, Croquette V (2009) Measurement of the
torque on a single stretched and twisted DNA using magnetic tweezers. Phys Rev
Lett 102: 078301

35. Mulepati S, Bailey S (2011) Structural and biochemical analysis of nuclease domain
of clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)-associated
protein 3 (Cas3). J Biol Chem 286: 31896-31903

36. Mulepati S, Bailey S (2013) In vitro reconstitution of an Escherichia coli RNA-
guided immune system reveals unidirectional, ATP-dependent degradation of DNA
target. J Biol Chem 288: 22184-22192

37.Mulepati S, Heroux A, Bailey S (2014) Crystal structure of a CRISPR RNA-guided
surveillance complex bound to a SSDNA target. Science 345: 1479-1484

38.0berstrass FC, Fernandes LE, Bryant Z (2012) Torque measurements reveal
sequence-specific cooperative transitions in supercoiled DNA. Proc Natl Acad Sci U
S A 109: 6106-6111

48



39.Plagens A, Tripp V, Daume M, Sharma K, Klingl A, Hrle A, Conti E, Urlaub H,
Randau L (2014) In vitro assembly and activity of an archaeal CRISPR-Cas type I-A
Cascade interference complex. Nucleic Acids Res 42: 5125-5138

40.Pourcel C, Salvignol G, Vergnaud G (2005) CRISPR elements in Yersinia pestis
acquire new repeats by preferential uptake of bacteriophage DNA, and provide
additional tools for evolutionary studies. Microbiology 151: 653-663

41.Revyakin A, Ebright RH, Strick TR (2005) Single-molecule DNA
nanomanipulation: improved resolution through use of shorter DNA fragments. Nat
Methods 2: 127-138

42.Rouillon C, Zhou M, Zhang J, Politis A, Beilsten-Edmands V, Cannone G, Graham
S, Robinson CV, Spagnolo L, White MF (2013) Structure of the CRISPR
interference complex CSM reveals key similarities with Cascade. Mol Cell 52: 124-
134

43. Sambrook J (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

44.Samson JE, Magadan AH, Sabri M, Moineau S (2013) Revenge of the phages:
defeating bacterial defences. Nat Rev Microbiol 11: 675-687

45, Sapranauskas R, Gasiunas G, Fremaux C, Barrangou R, Horvath P, Siksnys V
(2011) The Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas system provides immunity in
Escherichia coli. Nucleic Acids Res 39: 9275-9282

46.Sashital DG, Wiedenheft B, Doudna JA (2012) Mechanism of foreign DNA
selection in a bacterial adaptive immune system. Mol Cell 46: 606-615

47.Seidel R, Bloom JG, van Noort J, Dutta CF, Dekker NH, Firman K, Szczelkun MD,
Dekker C (2005) Dynamics of initiation, termination and reinitiation of DNA
translocation by the motor protein EcoR1241. EMBO J 24: 4188-4197

48. Semenova E, Jore MM, Datsenko KA, Semenova A, Westra ER, Wanner B, van der
Oost J, Brouns SJ, Severinov K (2011) Interference by clustered regularly
interspaced short palindromic repeat (CRISPR) RNA is governed by a seed
sequence. Proc Natl Acad Sci U S A 108: 10098-10103

49.Singleton MR, Dillingham MS, Wigley DB (2007) Structure and mechanism of
helicases and nucleic acid translocases. Annu Rev Biochem 76: 23-50

50.Sorek R, Lawrence CM, Wiedenheft B (2013) CRISPR-mediated adaptive immune
systems in bacteria and archaea. Annu Rev Biochem 82: 237-266

51. Staals RH, Agari Y, Maki-Yonekura S, Zhu Y, Taylor DW, van Duijn E, Barendregt
A, Vlot M, Koehorst JJ, Sakamoto K, Masuda A, Dohmae N, Schaap PJ, Doudna
JA, Heck AJ, Yonekura K, van der Oost J, Shinkai A (2013) Structure and activity

49



of the RNA-targeting Type I11-B CRISPR-Cas complex of Thermus thermophilus.
Mol Cell 52: 135-145

52. Tamulaitis G, Kazlauskiene M, Manakova E, Venclovas C, Nwokeoji Alison O,
Dickman Mark J, Horvath P, Siksnys V (2014) Programmable RNA Shredding by
the Type I1I-A CRISPR-Cas System of Streptococcus thermophilus. Mol Cell 56:
506-517

53. Tamulaitis G, Mucke M, Siksnys V (2006) Biochemical and mutational analysis of
EcoRII functional domains reveals evolutionary links between restriction enzymes.
FEBS Lett 580: 1665-1671

54. Tamulaitis G, Zaremba M, Szczepanowski RH, Bochtler M, Siksnys V (2007)
Nucleotide flipping by restriction enzymes analyzed by 2-aminopurine steady-state
fluorescence. Nucleic Acids Res 35: 4792-4799

55.van der Oost J, Westra ER, Jackson RN, Wiedenheft B (2014) Unravelling the
structural and mechanistic basis of CRISPR-Cas systems. Nat Rev Microbiol 12:
479-492

56.Waghmare SP, Pousinis P, Hornby DP, Dickman MJ (2009) Studying the
mechanism of RNA separations using RNA chromatography and its application in
the analysis of ribosomal RNA and RNA:RNA interactions. J Chromatogr A 1216:
1377-1382

57.Westra ER, Swarts DC, Staals RH, Jore MM, Brouns SJ, van der Oost J (2012a) The
CRISPRs, they are a-changin': how prokaryotes generate adaptive immunity. Annu
Rev Genet 46: 311-339

58.Westra ER, van Erp PB, Kunne T, Wong SP, Staals RH, Seegers CL, Bollen S, Jore
MM, Semenova E, Severinov K, de Vos WM, Dame RT, de Vries R, Brouns SJ, van
der Oost J (2012b) CRISPR immunity relies on the consecutive binding and
degradation of negatively supercoiled invader DNA by Cascade and Cas3. Mol Cell
46: 595-605

59. Wiedenheft B, Sternberg SH, Doudna JA (2012) RNA-guided genetic silencing
systems in bacteria and archaea. Nature 482: 331-338

60. Wiedenheft B, van Duijn E, Bultema JB, Waghmare SP, Zhou K, Barendregt A,
Westphal W, Heck AJ, Boekema EJ, Dickman MJ, Doudna JA (2011) RNA-guided
complex from a bacterial immune system enhances target recognition through seed
sequence interactions. Proc Natl Acad Sci U S A 108: 10092-10097

50



