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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
1. Cileni na bakterig pcrispr/o¢.
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spaceru/konstruktu.

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.

Aby bylo mozné systém CRISPR/Cas10 pouzit na editaci faga, je nutné sezndmit se také s principem
imunity vUci systému CRISPR/Cas10 (Obr. 3). Jak bylo uvedeno vy3e, crRNA jsou zpracovavany
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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 vyzaduje komplementaritu crRNA ke kédujicimu fetézci cilové DNA
a také k odpovidajici mRNA. Csm6 nukledza degraduje fagovy transkript.

Pti 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 zddnou komplementaritu s 5’koncem crRNA. Pokud neni splnén tento pozadavek a
sekvence anti-tag je komplementdrni k tag sekvenci na 5’konci crRNA, nedochazi ke Stépeni cilové
fagové sekvence. Tato jedinecna funkce systému typu Il 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
Lprotospaceru” (B), spole¢né s repetitivné oblasti, ktera odpovida 5° crRNA-tag

PoZadavky na protospacer pro editaci fagovych genomd CRISPRCas10:

e Protospacer musi nasedat na kédujici Fetézec DNA.

e Retézec musi byt pfepisovan.

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

PRACOVN[ POSTUP K ULOZE: Editace fagového genomu pomoci systému CRISPR/Cas10

Postup prace v bodech:

Vychozim materidlem je plazmidova DNA pCN51_gRNA a vektor pAH116_spcl (vektor
pCN51_gRNA obsahuje gRNA a misto pro vloZeni mezerniku cilictho na faga 812 pomoci
Bsal, vektor pAH116_spcl obsahuje efektorovy komplex protein( zajistujici Stépeni
cilové sekvence na fagovém genomu Obr. 3), kompetentni burnky E. coli DH5a a E. coli
BL21, S. aureus RN4220 pAH116_spcl

VloZeni mezerniku do pCN51_gRNA: Stépeni vektoru, vyrezani z gelu, spojeni olig
(mezernik), ligace

Transformace upraveneho vektoru do E. coli TOP10F, selekce transformant

Ovéreni transformant pomoci ,,colony PCR”

Izolace vektoru s vlozenym mezernikem, jeho pfenos elektroporaci do bunék S. aureus
RN4220 pAH116_spcl

Test pfipraveného systému pomoci plakové metody na dvouvrstvém soft agaru

A (3325


https://www.python.org/downloads/
https://github.com/ahatoum/CRISPR-Cas10-Protospacer-Selector
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Obr. 3: Schématické znazornéni vektorti pAH116_spc1 a pCN51_gRNA.

1. Priprava kompetentnich bunék E. coli pro transformaci

Jako recipientnich kmen0 pro klonovani cizorodé DNA se nejcastéji vyuziva kmenl E. coli,
které byly mutacemi a metodami genového inzenyrstvi upraveny tak, aby byly schopny s
vysokou ucinnosti pfijimat externi DNA (vétSinou plazmidovou), umoznovaly jeji replikaci a
udrzovaly jeji pavodni strukturu (tj. nezpusobovaly vystépovani naklonované DNA) a
dovolovaly selekci rekombinantnich plazmidid. Podrobna charakteristika téchto kmen(
(zejména jejich genotyp) byva uvadéna v katalozich firem a praktickych priruc¢kach.

Vlastni navozeni kompetence spocivd v pomnozeni bunék pfrislusného kmene E. coli v
tekutém zivném mediu (napt. LB bujonu) do exponencidlni faze rlstu, prevedeni bunék do
roztoku CaCly, v némi se bunky ponechaji nékolik hodin, béhem nichZ dojde k jejich

vyhladovéni a uréitym zméndm v bunécéné sténé, umoznujicim prijmout externi DNA.

Takto pripravené burky lze pouzit bud bezprostfedné, nebo se prevedou do roztoku CaCl; s
pfidavkem glycerolu, v némz je moziné bunky zamrazit na -70°C a pouzit pozdéji (takto
pripravené bunky lze uchovavat nékolik mésict nebo i déle).

Organismy: Bakteridlni kmen E. coli Top10F’, E. coli BL21 (DE3)

Material: LB bujon, sterilni roztok 0,05 M CaCl5 sterilni centrifuga¢ni zkumavky, denzitometr

s pfislusenstvim, chlazena centrifuga T23
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Postup

1. 50 ml LB bujonu v Erlenmayerové barice naockujeme 2 ml bujonové kultury (18 hod/37°C)
a inkubujeme pfi 37 °C na tfepacce do hustoty suspenze ODgqq = 0,3. (Kultivace cca 2 hod.)

2. Bunécnou kulturu vytemperujeme na 4 °C v ledové vodni lazni a centrifugujeme 10
min/3000 rpm pfi 4 °C. Od této chvile nesmi teplota prekrocit 4°C!

3. Sediment bunék resuspendujeme v poloviné objemu (25 ml) ledového roztoku CaCl; a

ponechame v lednici pfi 4 °C pfes noc.

4. Buniky centrifugujeme jako v bodé 2) a sediment resuspendujeme v 5 ml (obecné v 1/10
vychoziho objemu kultury) roztoku CaCl,.

5. Takto pripravené kompetentni bunky lze pouzivat pfiblizné jeden tyden. Pro dlouhodobé
uchovavani se k bunécné suspenzi pfidad 1/10 objemu sterilniho glycerolu (4 °C!) a suspenze
se zmrazi na -70 °C.

2. Priprava kompetentnich bunék S. aureus pro transformaci
1. LB bujon (25 ml) zaockujeme 1/10 objemu no¢ni kultury (2,5 ml) a kultivujeme do
ODeoo = 0,4 - 0,7 za tfepdani (160 rpm) pfti teploté 37 °C (asi 4 hod).
2. Chladime cca 30 min na ledé.

Od této chvile pracujeme pfi 4 °C, vsechny zkumavky udrZujeme na ledé a predchladime
centrifugy!

3. Centrifugujeme 10 min/4500 rpm. /4 °C.

4. Odlejeme supernatant, resuspendujeme pelet v 20 ml sachardzy (0,5 M),
centrifugujeme 10 min/5500 rpm. /4 °C.

5. Odlejeme supernatant, resuspendujeme pelet v 10 ml sachardzy (0,5 M),
centrifugujeme 10 min/5500 rpm. /4 °C.

6. Odlejeme supernatant, resuspendujeme pelet v5 ml sachardzy (0,5 M),
centrifugujeme 10 min/5500 rpm. /4 °C.

7. Odlejeme supernatant, resuspendujeme pelet v 125 pl sachardzy (0,5 M).

Buriky miZzeme ihned pouZit, nebo uchovdvame alikvoty kultury (50 ul) pri -80 °C. Buriky
pfipravené timto zplsobem jsou elektrokompetentni priblizné jeden rok.

3. Priprava plazmidoveho vektoru pCN51 ke klonovani spaceru ciliciho na faga
812

Jako hostitelské kmeny pro tento plazmidovy vektor jsou pouzivany kmeny E. coli a S. aureus.
K selekci transformant v kmenech S. aureus se jako selekéni marker pouzZiva erytromycin
(vysl. konc. 10 pg/ml) a v E. coli je selekénim markerem ampicilin (vysl. konc. 100 pg/ml).
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K izolaci DNA vektoru je mozné pouzit nékolika metod, poskytujicich DNA o riizném mnozstvi
a Cistoté. Optimalni je pripravit DNA purifikovanou pres kolonku (spin columns) s vyuZitim
nékterého komeréniho kitu. Je moZné vSak vychdzet i z preparatli, pfipravenych
mikrometodou alkalické lyze, pti niz se ziska DNA v mnoiZstvi nékolika pg s dobrou citlivosti
ke Stépeni restrikénimi endonukledzami a ucinné spojovana ligazou.

4. Nastépeni vektoru restrikéni endonukleazou

SloZeni restrikéni smési pro jednu reakci:

DNA plazmidu 1ug
Restriktaza (Bsal) 1ul
Pufr pro restriktdzu (2x) 2 ul
H,O doplnit do objemu 20 pl

Postup:

1. Smichame vSechny reagencie, restriktazu pridavame jako posledni.
2. Dobfe promichdme a inkubujeme pfi 37 °C 16 hod.
3. Deaktivujeme zahratim na 65 °C po dobu 10 min.

Poznamky:

a) V prGbéhu prace udrzujeme restriktazu v chladicim stojanku, ihned vracime do -
20 °C!

b) Pokud chceme vektor pouzit pro klonovaci ucely, restriktazu nedeaktivujeme, ale bud’
ihned defosforylujeme, nebo precistime extrakci z agarézového gelu (pro odstranéni
nenastépené kontaminanty).

5. Vybeér spaceru
Zdrojem spaceru pro selekci byla zvolena nasledujici oblast genu ORF190 faga 812, ktera
neni pfitomna v mutantni varianté 812a.

>MH844528.1:130545-130832 Staphylococcus phage 812, complete genome
ATGAATAAAGCAGTAGAACAAGCAAGTAATGCATTAGGTCAAGGATTTTCAGCTATGGTATGGCATCA
AGTATTAGTAGGGTTAGGGTTTATTTTATTAGGATTGGTATTATCTTTACTGGTTTGGGTATTAGTAA
AAAAATTCCATGTACCTTTTAATCACCCGACAGCTTTTGTAGTGTACTCAATTATGTTAGTGAGTATT
GTTGCTAGTTTTATTTGGGGCGGTTTACATGTAATTAACCCTGAGTATTATGCTATTTTAGAACTTAA
AGGTTTTATAAAGTAG

Sekvence spaceru
CTAATACTTGATGCCATACCATAGCTGAAAATCCT
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Oligonukleotidy
CR 812 CaslO F':

GTTACCGATCGATACCCACCCCGAAGAAAAGGGGACGAGAACCTAATACTTGATGCCATACC
ATAGCTGAAAATCCTG

CR 812 Casl0O R:

AATTCAGGATTTTCAGCTATGGTATGGCATCAAGTATTAGGTTCTCGTCCCCTTTTCTTCGG
GGTGGGTATCGATCG

6. Spojeni oligonukleotidy a ligace

Prilozeni mezernik(:

Reagencni smés:

1ul  oligo! (100 uM)

1ul  oligo Il (100 uM)

5ul 10X T4 Ligacni pufr (NEB)

1ul T4 Polynukleotid kindza (NEB)

42yl ddH20

Finalni objem =50 ul

1. Smichame reagencie a inkubujeme 1 hodinu v termocycleru pfi teploté 37 °C.
2. Zastavime béh a pfidame 0,5 ul 5M NaCl, jemné promichame pipetou.

w

Inkubujeme 5 min v termobloku nebo termocykleru pti 95 °C. Vypneme termoblok
a nechame pomalu postupné zchladnout aZ na laboratorni teplotu (nékolik hodin!),
nebo pomalu ochlazovat v termocykleru na 25 °C s rychlosti poklesu teploty o

1 °C/min.

4. Pridavame 1ul do ligacni smési.
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Ligacni reakce:

2 ul
0.25 ul
50-75 ng

1ul

ligacni pufr
NEB ligaza
vektor

sparované oligo

Doplnit do 20 pl H.0

Promichdme, nechame inkubovat pfi pokojové teploté 1-1,5 hodiny. Inaktivujeme zahfatim
na 65°C/10 min.

Pozor - ligacni pufr obsahuje BSA, zkontrolovat, zda je tiplné rozpustény. Pokud ne, zahrdt v ruce
nebo krdtce na 50 °C, promichat.

7. Transformace kompetentnich bunék E.coli

1.

v ok

© 0 NP

11.

12.

Kontroly:

Kompetentni buriky nechdme rozmrznout na ledu.

5 ul ligaéni smési promichame s 5 pl TE pufru (pH = 8.0) a pfiddme ke
kompetentnim burikdm.

Promichdame poklepanim na epinku, nemichame $pickami a nevortexujeme!
Nechame 30 min na ledu.

Epinky vloZime do plovaku, umistime do vodni [dzné vytemperované na42 °Cna 1l
min.

Ochladime 2 min na ledu.

Pfidame 1 ml LB na kompetentni buriky a lehce promichame.

Inkubujeme 1 hod /37 °C/ 390 rpm.

Centrifugace 6000 g / 4 min

. Odlijeme supernatant — na dné zkumavky zlstane vlivem povrchového napéti — asi

100 pul — v tomto objemu pelet resuspendujeme pipetou.

Vysejeme na selekéni misky se selekéni pidou.

Druhy den pozorujeme jednotlivé kolonie transformant, nékolik vybereme
a precarkujeme na nové selekéni misky.

Pozitivni kontrola — vektor bez inzertu, kontrolujeme, zda funguje transformace

a kompetentni buriky.

Negativni kontrola — ligacni smés s vektorem bez inzertu.
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Kontrola ligace — ligaéni smés s vektorem nastépenym jen jednou restriktazou. Tento vektor

by mél lehce ligovat a méli by vznikat transformanty s vysokou frekvenci. Pokud nevyrostou
kolonie transformant, pravdépodobné nefunguje ligace.

8. Ovéreni transformant pomoci ,colony PCR“

Pouzivame primery na amplifikaci klonovaného inzertu. Pouzivamé Taq polymerdzu.
Pfipravime jednu mastermix pro vice vzorkl, potom rozpipetujeme po 25/50 pl na reakci.
Templat se v kazdé reakci lisi, pfidavame az po rozpipetovani.

Reagencie na 25 ul reakeci:

2,5 ul 10x Taq buffer (without MgCl2)

1,5-2,5 ul 25mM MgCl; sollution

0,5 ul 10 mM dNTPs — (ze zasobnich roztok( NTP fedénim v nuclease-free H,0)
0,5 ul 10 uM Forward primer

0,5 ul 10 uM Reverse primer

0,25 ul Taq DNA pol (5U/ul)

0,75 ul DMSO (pokud GC pomér primerl > 60 %, jinak nepfidavame)

Nuclease-free H,0 doplnit do 25 ul

Jako templat pouzijeme kolonii transformant. Sterilni 100 pl Spickou se jemné dotkneme
kolonie (nenabrat agar) a resuspendujeme v reakéni smési.

Thermocycling conditions:

1. Pocatecni denaturace 95 °C/10 min (nutné, varem dojde k lyzi bunék)
2. Denaturace 94 °C/1 min

3. Annealing Tm(primers) - 5 °C (45-72 °C)/30's

4. Extension 72 °C-1 min/kb

Kroky 2 az 4 opakujeme 30 - 35 krat

5. Final extension 72 °C/5 min
6. Hold 4°C
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VZdy pouzijeme pozitivni kontrolu (templdtova DNA pro origindlni amplifikaci inzertu, pro
ovéreni ucinnosti PCR). Jako negativni kontrolu muZeme pouZit transformantu prdazdného
vektoru, pokud jsme pouZivali prdzdny vektor jako kontrolu transformace.

Pokud nevychdzi colony PCR, pouZijeme na izolaci plazmidu kit.

PFitomnost plazmidu a naklonovaného inzertu se ovéfi na ELFO.

9. Izolace plazmidové DNA

Plazmidovda DNA kompletniho vektoru pCN51_gRNA (s vloZenym spacerem) je izolovdna
komercnim kitem dle manualu vyrobce kitu.

10. Transformace kompetentnich bunék S. aureus elektropolaci

1. Pripravit DNA pro elektroporaci do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek (5 ng — 2 ug ne ve
vétsim objemu neZ 20ul). Je mozZno vyzkouset rGzné koncentrace/objemy elektroporované
DNA (5ul, 10ul a 20ul).

2. Rozmrazit kompetentni bunky pfi pokojové teploté. Pridat 50 pl bunék ke kazdému
vzorku DNA, opatrné promichat pipetou. Inkubace vzork( pti pokojové teploté/30 minut.
Pfipravit pro kazdy vzorek 1 ml BHI média a 0,2 cm kyvety (vSe pfi pokojové teploté).

3. Nastaveni pristroje Gene Pulser Xcell:
a. Zapnout pfistroj, pfipojit modul pro kyvety

b. Otevrit , Pre-Set protocol”; Bacteria protocol screen (zmdacknout 4; potom dvakrat
Enter).

c. Pro vybér protokolu pro burky S. aureus zmacknout 6; potom Sipkami vybrat S.
aureus.

4. Pfenést smés kompetentnich bunék a DNA do 0,2 cm kyvety a uzavfit kyvetu vickem.
5. Umistit kyvetu do modulu pro kyvety. Zmacknout cervené tlacitko ,Pulse”.

6. Nasledné pridat do kyvety 1 ml BHI média a opatrné prepipetovat smés do sterilni
mikrozkumavky vhodného objemu.

7. Inkubovat 1 h./37°C/250 rpm. Vyset pfislusné objemy elektroporovanych bunék (50 pl,
100 pl, 200 ul v triplikatech) na TSA misky s ptisluSnou selekéni latkou.

8. Inkubace 36 — 48 h./37 °C.

9. Selekeni test pomoci plakové metody
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1. Na MPA misky s pfislusnymi selekénimi latkami (erythromycin, chloramfenikol) vysejeme
100 pl noéni kultury modifikovaného kmene S. aureus RN4220 [pCN51_gRNA,
pAH116_spcl].

2. Kapkovou metodou infikujeme bakteridlni vrstvu fagy 812 a 812a, inkubujeme pfi 37 °C
pfes noc.



