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Editace fagového genomu pomoci systému CRISPR/Cas10 — sezndmeni s vice
vektorovym systémem vyuzivajicim CRISPR/Cas10 pro inaktivaci faga

Cilem teoretické ulohy je podrobné se seznamit s moZnostmi editace genomu bakteriofagh pomoci
systému CRISPR/Cas10. Bakteriofagy jako viry bakterii maji fadu praktickych aplikaci a cilené
zmény jejich genomu maji vyuziti v biotechnologiich i mediciné. Efektivni metoda umoZiujici
editaci fagovych genomti také pfispiva vyznamné k jejich vyzkumu.

CRISPR/Cas10 editacni systém a jeho vyuziti pro inaktivaci/editaci fagovych
genomd

CRISPR/Cas10 systém oznacovany jako Type llI-A CRISPR/Cas systém byl poprvé identifikovan u
grampozitivni bakterie Staphylococcus epidermidis. V Uloze vyuZijeme tento systém jako nastroj pro
editaci lytickych fagt Staphylococcus aureus.

Bakteriofdgy cili na bakteridlni hostitele druhové specificky, proto je editaci nutné provést v
prislusném hostiteli. Fagy injikuji svou DNA do hostitele a s vyuZitim jeho replika¢niho aparatu se
mnoZi a nasledné lyzuji hostitelskou buriku béhem nékolika desitek minut. ZpUsob editace fagovy
genom( popisuje Obr. 1 (Bari et al., 2019).
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Obr. 1: CRISPR/Cas systém typu llI-A (Cas10) u S. epidermidis. A. systém koduje tfi spacery (barevné)
ohrani¢ené repetitivnimi sekvencemi a 9 cas/csm genl. Efektorovy komplex proteinli Cas10-Csm je znazornén
hnédou barvou. Systém je vyuzit pro editaci fagovych genom(: B. kmen s plazmidem cilicim na fagovou
sekvenci. V prvnim kroku se ovéfi, zda navrzeny spacer cili na cilového faga a inhibuje jeho replikaci. C. V druhé
fazi je zkonstruovany vektor tak, ze kromé spaceru nese také donorovou DNA s danou mutaci s dostatecné
dlouhymi pfesahy umozhujicimi rekombinaci. Fagy, které rekombinaci ziskaji pozadovanou mutaci, se stavaji
imunni k plvodnimu spaceru v navrzeném systému.
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CRISPR/Cas10 systém je kromé mezernik( tvoren efektorovym komplexem, ktery se sklada z 5
proteinovych podjednotek (Cas10, Csm2, Csm3, Csm4 a Csm5) a crRNA. Nukleaza Casb6 a protein
Csmé6 hraji roli pfi sesttihu pre-crRNA na crRNA a komplex degraduje transkripty bakteriofaga. Systém
pro editaci fagl zahrnuje dvou-krokovy postup popsany ve schématu (Obr. 2). V prvnim kroku je
vytvoren kmen obsahujici plazmid, ktery nese mezernik a efektorovy komplex pro cileni na esencidlni
gen bakteriofaga. Tento kmen slouZi jako kontrolni, ovéfuje spravnost navrhu mezerniku. V druhém
kroku se vyuziva editacni kmen, ktery obsahuje na plazmidu nebo vice plazmidech cilici mezernik a
donorovou DNA. Donorova DNA je sekvence, ktera obsahuje mutovanou sekvenci faga a je
ohranicena z obou stran 500-1000 nt dlouhou sekvenci faga. Bakteriofagy jsou pomnozeny na tomto
editacnim kmeni, Uspésné se pomnozi pouze ,mutantni“ potomstvo, které obsahuje mutovanou
sekvenci (homologni rekombinace) a unika CRISPR/Cas systému. Genomovou sekvenci fagd, u nichz
probéhla rekombinace nebo pfestavba genomu ovérujeme sekvenovanim.

Vybér vhodného spaceru pro editaci fagového genomu
v blizkosti genu, ktery ma byt mutovan.

VloZeni spaceru do plazmidového vektoru pro vytvoreni
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Pfenos plazmidu pcrispr/¢ do kmene s funkénim
CRISPR/Cas10 systémem — tzv. ,.cilici kmen*

Potvrzeni funkénosti spaceru. Infikovani kmene
bakteriofagem.

Imunita?

Navrh a vloZeni donorové DNA obsahujici poZzadovanou
2. Editace faga mutaci do vektoru pcrispr/d a vvtvoreni pcrisor/d-donorDNA

Prenos plazmidu pcrispr/¢-donorDNA do kmene s funkénim
CRISPR/Cas10 systémem — tzv. .edita¢ni kmen*

PomnozZeni faga na editacnim kmeni. Purifikace plak a
ovéreni vzniku rekombinantnich fagd.

Obr. 2: Schématicky postup editace:
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Aby bylo mozné systém CRISPR/Cas10 pouzit na editaci faga, je nutné seznamit se také s principem
imunity v0¢i systému CRISPR/Cas10 (Obr. 3). Jak bylo uvedeno vy3e, crRNA jsou zpracovavany
endoribonukledzou Cas6. Dalsi non-Cas nukleazy pfrispivaji k tvorbé crRNA, a neni jasné, zda jsou
dllezité-pro imunitu. Zralé crRNA jsou vazany Cas10, Csm2, Csm3, Csm4, a Csm5 za vzniku Cas10 —
Csm complexu. Tento efektorovy komplex detekuje a nici cilové DNA a RNA molekuly zplsobem,
ktery je zavisly na transkripci, coz vyZzaduje komplementaritu crRNA ke kddujicimu retézci cilové DNA
a také k odpovidajici mRNA. Csm6 nukledza degraduje fagovy transkript.

PFi vybéru protospaceru (protospacer= sekvence plazmidové nebo virové DNA, kterd je nasledné
zaclenéna do CRISPR lokusu a tvofi novy mezernik/spacer) je nutné poditat jesté s 8-nukleotidovou
sekvenci, ktera je pred protospacerem a oznacuje se jako anti-tag sekvence. Tato sekvence by méla
mit malou nebo zZddnou komplementaritu s 5’koncem crRNA. Pokud neni splnén tento pozadavek a
sekvence anti-tag je komplementarni k tag sekvenci na 5’konci crRNA, nedochazi ke stépeni cilové
fagové sekvence. Tato jedine¢na funkce systému typu Ill chrani hostitelskou buriku proti cileni lokusu
CRISPR na chromozom hostitele (Obr. 3A).
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Obr. 2: Anti-tag sekvence a imunita vic¢i CRISP/Cas10 systému. A. Efektorovy komplex Cas10 — Csm je
zobrazen nahofe (hnéda barva), naseda na 5konec crRNA. Osm nukleotidd (bila barva) odvozenych od
Lupstream” sekvence nema podobnost s cilovou nukleovou kyselinou. Bé&hem interference efektorového
komplexu s fagovou komplementarni DNA a RNA dochazi k degradaci fagovych nukleovych kyselin. Dllezitym
pozadavkem je absence komplementarity mezi ,tag“ 5'crRNA a protilehlou oblasti sousedici s protospacerem,
nazvana ,anti-tag“. B. Pfiklad permisivniho protospaceru vORF9 faga Andhra, kde ,anti-tag” sdili pouze jeden
nukleotid komplementarity s ,tag” sekvenci (podtrzené nukleotidy). C. Je zobrazen mezernik, ktery odpovida
.protospaceru” (B), spole¢né s repetitivné oblasti, ktera odpovida 5° crRNA-tag

PoZadavky na protospacer pro editaci fagovych genomt CRISPRCas10:

e Protospacer musi nasedat na kddujici fetézec DNA.

e Retézec musi byt prepisovan.

e Sekvence sousedici s protospacerem proti sméru transkripce (anti-tag) nesmi vykazovat
komplementaritu s 5'tag crRNA sekvenci.

e Protospacery by mély mit délku 35 nukleotidl a idedlné by se mély 100% shodovat s oblasti
fagového genomu, ktery chceme upravovat.

e Protospacer by nemél byt od mista, které chceme cilené mutovat ve vzdalenosti vétsi nez
500 nt.
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K navrhu protospacer( slouZi skript vytvoreny pro program Python:

Python nejnovéjsi verze: https://www.python.org/downloads/

Skript a navod, jak ho spustit: https://github.com/ahatoum/CRISPR-Cas10-Protospacer-Selector

Navod na pouZiti skriptu naleznete v ¢lanku Bari et al., 2019, ktery je k dispozici ve studijnich
materialech.
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