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Příprava kompetentních 
buněk E. coli pro 

klonování (Top10F´) a 
pro expresi (BL21) 

Klonování endolyzinu 

Příprava kompetentních 
buněk E. coli pro 

klonování (DH5 ) a S. 
aureus (RN4220) 

CRISPR/Cas10 inaktivace fága 

Příprava kompetentních 
buněk E. coli pro 

klonování (DH5 ) a pro 
expresi (BL21) 

CRISPR/Cas9 editace E. coli 

Příprava kompetentních 
buněk E. coli pro 

klonování (Top10F´) a 
pro expresi (BL21) 

Příprava fúzního 
proteinu s GFP 

Naštěpení 
vektoru pET28 

Defosforylace 
vektoru 

Extrakce z gelu 

PCR genu pro 
endolyzin 

Přečištění 
produktu,  štěpení 

Extrakce z gelu 

Ligace 

Transformace 

Izolace rekomb. 
vektorů lyzí 

varem 

Transformace do 
expresních buněk 

PCR nebo štěpení 
elektroforéza 

Přeočkování 

Funkční test PAGE a 
zymogram 

Naštěpení 
vektoru 
pCN51 

Purifikace 
vektoru kitem 

Kontrolní elfo 

Spájení oligo 

Ligace 

Transformace do E. coli 

Colony PCR 

Elektroporace do 
S.aureus RN4220 pSpcI 

Elektroforéza 

Přeočkování 

Funkční test citlivosti buněk  
S. aureus k fágům 812 a 812a  

Naštěpení 
vektoru 

p Cas9_T7 

Defosforylace 
vektoru 

Extrakce z gelu 

Spájení oligo 

Ligace 

Transformace 

Colony PCR 

Přeočkování 

Elektroforéza 

Indukce exprese 
Příprava mikroskopického 
preparátu a mikroskopie 

Naštěpení vektoru 
pET28_SH3 

Defosforylace 
vektoru 

Extrakce z gelu 

Vyštěpení 
genu pro GFP 

Přečištění 
produktu 

Elektroforéza 

Ligace 

Transformace 

Colony PCR 

Indukce exprese 

Elektroforéza 

Přeočkování 

Sonikace a purifikace fúzního 
proteinu na FPLC 

Funkční test citlivosti buněk  
S. aureus k endolyzinu 

Hodnocení plak 
Fluorescenční mikroskopie 

buněk s GFP 

(út) 

(čtv) 

(út) 

(čtv) 

(út) 

(čtv) 

(út) 

Harmonogram cvičení z genového inženýrství – Jaro 2022  

Teorie ke čtyřem úlohám bude probírána v úterky pro všechny zapsané studenty společně (3-4  v semestru), 

v učebně E25/209. Potřebné pomůcky: notebook. Účast povinná. Praktická část bude probíhat v cca 4 

týdnech v semestru/skupina. 
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Působení restrikčních enzymů 

N-glykosidická vazba 

RE působí na 
fosfodiesterovou 
vazbu v molekule DNA 

Typy RE: I, II, III a IV 



Definice jednotky enzymu 

Aktivita enzymu 

 závislá na teplotě 

 závislá na typu substrátu 

 závislá na čase 

 závislá na chemických faktorech (druh pufru) 

 závislá na koncentraci (U) 



Závislost na čase 

Classic vs. FastDigest 



Závislost na čase / typu substrátu 



Závislost na typu substrátu 



Závislost na typu substrátu 



Závislost na teplotě a pufru 

https://nebcloner.neb.com/#!/redigest Pozor na současné štěpení více enzymy! 



Závislost na koncentraci 

Menší koncentrace enzymu přemění stejné množství substrátu za delší čas. 

Částečně expirovaný enzym lze kompenzovat: 
1. Prodloužením doby inkubace. 
2. Přidáním počtu jednotek (U/reakci) 

 

Užitečné odkazy a zdroje: 

https://www.neb.com/~/media/nebus/files/chart%20image/cleavage_olignucleotides_old.pdf 

 

https://www.neb.com/~/media/nebus/files/chart%20image/cleavage_linearized_vector_old.pdf 

 

https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/nebuffer-performance-chart-with-

restriction-enzymes 

 

https://nebcloner.neb.com/#!/redigest 

 

https://nebcloner.neb.com/#!/ 

https://www.thermofisher.com/cz/en/home.html 

https://international.neb.com/ 
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Postup klonování 

 

Gen zájmu 
PCR pomocí primerů s RE místy 

 

Naštěpení vektoru pET28 příslušnými 

restriktázami (NcoI, BamHI) 

 





Transformace E. coli 



Exprese heterologního genu v E. coli 
E. coli strain BL21(DE3) 

Genotyp: E. coli B dcm- ompT- hsdS(rB-mB-) gal 

- kmen obsahuje gen DE3 – gen pro T7 RNA polymerázu pod kontrolou promotoru lac UV5 

a lacIq, IPTG je vyžadovaný jako induktor nutný pro expresi T7 RNA polymerázy. 

- dcm (DNA-cytosine methyltransferase) - deficientní 

- ompT (outer membrane protease) – deficientní 

- hsdS (restrikčně-modifikační systém) – deficientní pro restrikci a modifikaci 

- gal operon – metabolismus galaktózy 

 



Exprese heterologního genu v E. coli 

IPTG 
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CRISPR/Cas9 editační systém  

Cas9 protein je endonukléza navádějící gRNA na cílovou sekvenci DNA. 

Dvě funkční oblasti: 

- oblast s nukleázovou aktivitou (NUC) a oblast s rozpoznávací funkcí (REC) 

tvořená α-helix (Obr. 1A).  

Oblast NUC obsahuje tři domény:  

i) HNH nukleázová doména štěpící cílový řetězec DNA 

ii) RuvC nukleázová doména štěpící „nontarget“ řetězec DNA,  

iii) PAM sekvence tzv. protospacer-adjacent motiv zajišťující specifické navedení Cas9 

k cílové DNA sekvenci (PI – PAM-interacting domain). 



CRISPR/Cas9 editační systém  

sgRNA – crRNA (navrhujeme) + tracrRNA 

crRNA – jak ji navrhnout? 

1. Ručně 
2. Pomocí vhodných on-line nástrojů 

https://chopchop.cbu.uib.no/# 

https://arep.med.harvard.edu/CasFinder/ 



Schématické znázornění interference gRNA a umlčení exprese genu ftsZ 
vedoucí k defektu ve tvorbě septa. 

A. buňky E. coli bez editace septa, běžný fenotyp 

B. buňky E. coli po umlčení genu ftsZ  

Světelný mikroskop, barveno bazickým fuchsinem. 



Návrh spaceru pro editaci septa u E. coli 

1. Identifikace genu ftsZ v genomu E. coli – NCBI databáze 
2. Návrh spaceru cílícího na danou DNA sekvenci (ručně, pomocí nástrojů např. chochop)  

navržené spacery +/- řetězec efektivita štěpení 



Návrh spaceru pro editaci septa u E. coli 

1. Identifikace genu ftsZ v genomu E. coli – NCBI databáze 
2. Návrh spaceru cílícího na danou DNA sekvenci (ručně, pomocí nástrojů např. chochop)  



Představení vektoru pro editaci CRISPR/Cas9 

Chloramfenikol 25 µg/ml 
Tetracyklin (indukce exprese) 10 µg/ml  



Představení vektoru pro editaci CRISPR/Cas9 

promotor......ATGGAAACGAGACCATTGGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAA........sgRNA 

Kazeta ve směru 5-3: 

 

TCATCCTAGGTAATACGACTCACTATAGGGAATATACAGGGGATTATATATAATGGAAAC

GAGACCATTGGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTT

ATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTGAGATCTGTCCATACCCATGG

TCTAGAATGCTCGAGTCAGAAACCGCGGAGA 

AvrII 

SacII 



Představení vektoru pro editaci CRISPR/Cas9 

Kazeta ve směru 5-3: 

 

TCATCCTAGGTAATACGACTCACTATAGGGAATATACAGGGGATTATATATAATGGAAACGAGACCATTGGTCTCAGTTTTAGAGCTAG

AAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTGAGATCTGTCCATACCCAT

GGTCTAGAATGCTCGAGTCAGAAACCGCGGAGA 

AvrII 

SacII 
Kazetu štěpíme BsaI restriktázou: 

ACAGGGGATTATATATAATGGAAACGAGACCATTGGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG 

tgtcccctaatatatattacctttgctctggtaaccagagtcaaaatctcgatctttatcgttcaattttattccgatc 

5´ 3´ 

5´ 3´ 

ACAGGGGATTATATATAATGGAAACGAGACCATTGGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG 

tgtcccctaatatatattacctttgctctggtaaccagagtcaaaatctcgatctttatcgttcaattttattccgatc 

5´ 3´ 

5´ 3´ 

Po štěpení BsaI 

GAAACTGGAAGATATCGACCTGTC oligo 1 

GACCTTCTATAGCTGGACAGCAAA oligo 2 

Oligo 1 a Oligo 2 – sekvence mezerníku cílící na gen ftsZ doplněná o přesahy 

komplementární k naštěpené kazetě ve vektoru 



Exprese dCas9 indukovaná tetracyklinem 



Exprese dCas9 indukovaná tetracyklinem 

Postup práce v bodech:  
I. Výchozím materiálem je plazmidová DNA 

pΔCas9_T7 (vektor pro Cas9 editaci bez 

mezerníku, Obr. 2), kompetentní buňky E. coli 

DH5α a E. coli BL21. 

II. Vložení mezerníku do pΔCas9_T7:  štěpení 

vektoru, vyřezání z gelu, spojení olig (mezerník), 

ligace 

III. Transformace upravenehé vektoru 

(pΔCas9_T7_ztfs) do E. coli BL21, selekce na 

chloramfenikolu 

IV. Ověření transformant pomocí „colony PCR“ 

V. Indukce exprese 

VI. Mikroskopie 


