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Uloha 3: Editace septa u E.coli pomoci systému CRISPR/Cas9 — sezndmeni
s vektorem pdCas, Uprava vektoru pro editaci septa v E.coli

1. Jaka je funkce genu ftsZ u E. coli, a jaky fenotypovy projev oCekavate po vyrazeni jeho funkce?
Geny ftsA-ftsZ se Ucastni regulace tvorby septa u E. coli. Pred vlastnim rozdélenim buriky dochazi
k hromadéni protein( Ucastnicich se tvorby septa ve stfedu burky. Struktura se nazyva ,Z-ring”. Z-
ring slouZi jako kostra pro 20 dalSich znamych protein(. Cely tento komplex se nazyva ,divisome“.
Samotny ,Z-ring” je tvoren minimalné Sesti proteiny, vc€etné filamentarniho proteinu FtsZ a
membranovych proteinli FtsA a ZipA. Bunécny obsah proteinu FtsZ musi byt regulovan. Jeho
nedostateCna nebo naopak nadbytecna exprese vede ktvorbé bunék vldknitého tvaru
s nadbyte¢nym poctem kopii bakteridlniho chromozomu. Takovdto zména exprese je pro buriky
E. coli letalni.

2. Popiste jednotlivé komponenty, které jsou nutné pro vytvofeni fungujiciho CRISPR/Cas9 vektoru
pro editaci prokaryotickych genoma.
i) expresni vektor se schopnosti se replikovat v burikach E. coli
ii) vhodny selekéni marker na vektoru pro moznou selekci Uspésnych transformant
iii) pro expresi je ve vektoru nezbytnad pritomnost requlacnich sekvenci pro transkripci (promotor,
termindtor) a translaci (RBS).
iv) vektor musi dale obsahovat tyto slozky CRISPR/Cas9 systému: nukledza Cas9 (v nasem pripadé
bez katalytické domény, pouze pro umlcéeni exprese genu, gRNA — obsahuje sekvenci mezerniku
(crRNA) ciliciho na upravovanou oblast, tracrRNA - kratka RNA tvorici komplex s crRNA navadéjici
Cas9 protein k cilovému mistu editace

3. Zjakych funkcnich domén se sklada Cas9 endonukleaza?

Nukleaza Cas9 se sklada ze dvou funkénich domén. Oblast s nukledzovou aktivitou (NUC) a oblast s
rozpoznavaci funkci (REC) tvorena a-helix (Obr. 1A). Oblast NUC obsahuje tfi domény: i) HNH
nukledzovda doména Stépici cilovy (komplementarnni) fetézec DNA, ii) RuvC nukledzovd doména
Stépici ,nontarget” retézec (nekomplementarni) DNA, Jjii) Oblast REC obsahuje region
rozpoznavajici komplex tvoreny gRNA/cilovd DNA sekvence (Obr. 1B). Pro CRISPR/Cas9 je navic
nutnd pfitomnost PAM sekvence tzv. protospacer-adjacent motiv zajistujici specifické navedeni
Cas9 k cilové DNA sekvenci. PAM sekvence musi byt soucasti cilové sekvence DNA.

Obr. 1. Struktura proteinu Cas9. A. Struktura Cas9 proteinu Streptococcus pyogenes, B. Mechanismus
pusobeni CRISPR/Cas9 systému.
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4. Navrhnéte oliga pro vioZeni mezerniku do upraveného vektoru pdCas tak, aby mezernik cilil na
gen ftsZ. V sekvenci genu ftsZ barevné znazornéte: a. sekvencni oblast na kterou cili vami
navrzeny mezernik, b. PAM sekveci.

Je nutné nejprve najit v nasi cilové sekvenci PAM sekvenci (NGG) v blizkosti 3’konce editovaného genu,
aby bylo moZné expresi genu zastavit co nejdfive a nevznikaly potencidlné funkéni zkradcené produkty.

V sekvenci je vyznacena oblast, ktera byla pouzita pro mezernik vyuzivany v naSem konstruktu
s oznacenim pdCas9_bact_T7p.

>NC 000913.3:105305-106456 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete
genome
ATGTTTGAACCAATGGAACTTACCAATGACGCGGTGATTAAAGTCATCGGCGTCGGCGGCGGCGGCGGTAATGCTGTTG
AACACATGGTGCGCGAGCGCATTGAAGGTGTTGAATTCTTCGCGGTAAATACCGATGCACAAGCGCTGCGTAAAACAGC
GGTTGGACAGACGATTCAAATCGGTAGCGGTATCACCAAAGGACTGGGCGCTGGCGCTAATCCAGAAGTTGGCCGCAAT
GCGGCTGATGAGGATCGCGATGCATTGCGTGCGGCGCTGGAAGGTGCAGACATGGTCTTTATTGCTGCGGGTATGGGTG
GTGGTACCGGTACAGGTGCAGCACCAGTCGTCGCTGAAGTGGCAAAAGATTTGGGTATCCTGACCGTTGCTGTCGTCAC
TAAGCCTTTCAACTTTGAAGGCAAGAAGCGTATGGCATTCGCGGAGCAGGGGATCACTGAACTGTCCAAGCATGTGGAC
TCTCTGATCACTATCCCGAACGACAAACTGCTGAAAGTTCTGGGCCGCGGTATCTCCCTGCTGGATGCGTTTGGCGCAG
CGAACGATGTACTGAAAGGCGCTGTGCAAGGTATCGCTGAACTGATTACTCGTCCGGGTTTGATGAACGTGGACTTTGC
AGACGTACGCACCGTAATGTCTGAGATGGGCTACGCAATGATGGGT TCTGGCGTGGCGAGCGGTGAAGACCGTGCGGAR
GAAGCTGCTGAAATGGCTATCTCTTCTCCGCTCEICOAACATATCOACC TG TG CGCGCGCGGCGTGCTGGTTAACA
TCACGGCGGGCTTCGACCTGCGTCTGGATGAGTTCGAAACGGTAGGTAACACCATCCGTGCATTTGCTTCCGACAACGC
GACTGTGGTTATCGGTACTTCTCTTGACCCGGATATGAATGACGAGCTGCGCGTAACCGTTGTTGCGACAGGTATCGGC
ATGGACAAACGTCCTGAAATCACTCTGGTGACCAATAAGCAGGTTCAGCAGCCAGTGATGGATCGCTACCAGCAGCATG
GGATGGCTCCGCTGACCCAGGAGCAGAAGCCGGTTGCTAAAGTCGTGAATGACAATGCGCCGCAAACTGCGAAAGAGCC
GGATTATCTGGATATCCCAGCATTCCTGCGTAAGCAAGCTGATTAA

Oligo 1_F: 5'GAAACTGGAAGATATCGACCTGTC 3’
Oligo 2_R: 5" AAACGACAGGTCGATATCTTCCAG 3

5. V bodech popiste dalsi kroky klonovani az po funkcni test pdCas.

5 .. GGTCTC(N)T...3
3...CCAGAG(N), ...5

Nejprve vektor pdCas9_bact_T7p Stépime RE Bsal:

Nastépeny vektor zkontrolujeme pomoci ELFO a vyfeZzeme ho z gelu. Vektor pak precistime. Takto se
zbavime nenastépenych fragmentd. Druhou mozZnosti je vektor po Stépeni ihned defosforylovat,
zabranime tak znovuspojeni stépeného vektoru.

Pripravime si kompetentni bunky Escherichia coli DH5a pro transformaci upraveného vektoru dle
protokolu.

Do nastépeného vektoru budeme vkladat nasyntetizované oliga mezerniku ciliciho do sekvence genu ftsZ.
Oliga je nutné spojit. Pfipravime si smés olig, T4 ligacni pufr, T4 polynukleotid ligdzu dle ndvodu. Kratce
zahfejeme na 95°C (denaturace) a nasledné pomalu ochlazujeme, tak aby doslo k spojeni olig
(renaturace).

Nasledné oliga a Stépeny vektor spojime ligaci.
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Takto pripraveny vektor transformujeme do bunék Escherichia coli DH5a. Vektor izolujeme a pfipraveny
konstrukt ovéfime sekvenaci.

Ovéreny konstrukt potom preneseme transformaci do expresnich bunék napf. Escherichia coli BL21.

V dalSim kroku provedeme indukci exprese mezernikové sekvence pomoci anhydrid-tetracyklinu.
Nezapomeneme burky s konstruktem nejprve inkubovat ve vhodném selekénim médiu, aby doslo
k namnoZeni vektoru v burikach (v nasem pripadé se jednalo o pridavek chloramfenikolu).

Funkéni test je proveden pomoci konfokalni mikroskopie, buriky jsou nejprve fixovany na sklicku
plamenem a nasledné barveny bazickym fuchsinem.

6. V laboratofi mate 2 vektory pCasSA a pACas_bakteria, které jste pouzivali na jiné experimenty.
Vytvoite jeden vektor, ktery by obsahoval gen pro ACas9 protein a gRNA, ktera by cilila na
libovolny gen E. coli. Vyuiijte k sestaveni Vaseho vektoru informace, které jste obdrzeli

s v

v teoretické casti ulohy a které jsou uvedeny nize.

Rozepiste v jednotlivych krocich, jak budete pfi vytvareni vektoru postupovat. Cilem je vytvofit
plazmid, ktery bude schopny replikace a exprese v E. coli a bude obsahovat misto pro zaclenéni
mezernikové sekvence pro gRNA (aby se dalo ménit), dCas9 a dalsi komponenty nezbytné pro
spravnou funkci vektoru. Promyslete, co je vhodnéjsi pfesunout do kterého vektoru a zda vSechny
expresni prvky patfi organizmu, v kterém se bude cely systém exprimovat. Pro vizualizaci mlzZete
vyuzit volné dostupny program SnapGene Viewer (https://www.snapgene.com/snapgene-
viewer/)

Vyuzijte k Gpravé tyto dva plazmidy:

pdCas9-bacteria: https://www.addgene.org/44249/
pCasSA: https://www.addgene.org/98211/

Nami upraveny vektor vychazi z vektoru pdCasSA, ktery byl plvodné vytvoren pro umlcovani genl u
druhu Staphylococcus aureus (Chen et al., 2017). Tento vektor bylo nutné upravit tak, aby se naklonované
Casti exprimovaly v bunikach E. coli. Do vektoru byl v prvni fazi vlozen indukovatelny promotor T7,
terminator a RBS pro translaci (vSe pro transkripci a translaci v E. coli).

Soucdsti vektoru je potom oblast pro vkladani mezernikové oblasti restriktdzou Bsal. Nejprve jsme ale
celou kazetu pro vkladani mezernikové sekvence museli do vektoru vloZit nize popsanym zplsobem.

Sekvence oblasti plazmidu pro vkladani CRISPR mezernikové sekvence (vklada se restriktdzou Bsal) ma
tyto hlavni ¢asti:

promotor...... ATGGAAACGAGACCATTGGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAA........ sgRNA
Kompletni sekvence nami vloZzené kazety do naseho vektoru pdCas9 _bact_T7p:

Kazeta ve sméru 5-3:
TCATCCTAGGTAATACGACTCACTATAGGGAATATACAGGGGATTATATATAATGGAAACGAGACCATT
GGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGG
CACCGAGTCGGTGCTTTTTTTGAGATCTGTCCATACCCATGGTCTAGAATGCTCGAGTCAGAAACCGCG
GAGA

Na koncich kazety jsou restrikéni mista Avrll CCTAGG a Sacll CCGCGG, kterymi byla kazeta vloZena do
vektoru. Nasledné byl pomoci Bsal restriktdazy vloZzen mezernik cilici na gen ftsZ (do oblasti zvyraznéné
Zluté).


https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/
https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/
https://www.addgene.org/44249/
https://www.addgene.org/98211/
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Mapa nami vytvoreného vektoru pdCas9 bact_T7p (Obr. 2).
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Obr. 2: Vektor pACas9_T7 s naklonovanym mezernikem pro editaci tvorby septa cilici na gen ftsZ. A.
Schématicka mapa vektoru s hlavnimi funk&nimi ¢astmi. B. Detail sekvence vkladaného mezerniku (zeleny obdélnik)

a gRNA.
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7. Dolozte a popiste foto z mikroskopu.

V mikroskopu po indukci exprese editacniho systému a obarveni bunék bazickym fuchsinem je mozné
pozorovat bunky E. coli filamentdrniho tvaru (Obr. 3B). ProtoZe tato zména je letalni, je nutné mikroskopii
provadét bezprostredné po indukci.

Obr. 3: Funkéni ovéreni editacniho systému CRISPR/Cas9 u E. coli. A. Buriky E. coli bez editace tvorby septa. B.
Buriky E. coli po umi€eni genu ftsZ.

A. buriky E. coli bez editace septa, B. buriky E. coli po umléeni genu ftsZ (svételny mikroskop, barveno bazickym fuchsinem).



