Bi8313 Praktikum z genového inZenyrstvi Uloha ¢. 1

ODPOVEDNI LIST A PROTOKOL K ULOZE &. 1. Klonovani genu pro endolyzin
bakteriofaga 812F1 ze Staphylococcus aureus — seznameni s expresnim
vektorem pET28a(+) — ndvrh konstruktu pro expresi endolyzinu.

1. Jaka je funkce genu pro endolyzin lysF1 a jaké dalsi proteiny s endolyzinem interaguji
u pfirozeného hostitele?
ODPOVED:
Gen kdduje bakteriofagovy enzym, ktery ma funkci peptidoglykan-hydrolazy a stépi
bunécnou sténu hostitele (Staphylococcus aureus) v prubéhu posledni faze lytického
cyklu.
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Pro ucinnou lyzi a degradaci bunécné stény je potiebny holin, ktery se akumuluje v
v bunécné membrané a po dosazeni kritické koncentrace tvofi péry, umoznujici
pristup endolyzinu k bunécné sténé, coz vede ke smrti buriky.
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2. Zjakych funkénich domén se endolyzin sklada? Uvedte pozice domén na proteinu
a napiste, jakou maji funkci (vyuZijte napft. InterPro, Pfam nebo CD-Search).
ODPOVED:
Sklada se ze dvou domén: CHAP (cysteine, histidine-dependent
amidohydrolases/peptidases) s peptidazovou funkci, Stépi peptidicky mustek v
peptidoglykanu. Popis napft. zde
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(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR007921/) a SH3b (src Homology-3 —
bacterial) doména ma vazebnou funkci a zprostiredkovava interakci proteinu se
substratem a zvyseni koncentrace v misté vazby. Role SH3b domény zatim neni
detailné prostudovang, jiné teorie zikaji, Ze imobilizuje endolyzin na zbytcich
zlyzovanych bunék, aby nedochazelo k lyzi zvnéjsku u dalSich potencialnich hostitell
pro bakteriofaga. Popis napf. zde
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR003646/).

3. MizZe rekombinantni endolyzin LysF1 zpUsobovat lyzi E. coli pfi expresi, a proc?
ODPOVED:
Nemuze, protoZe v systému neni pfitomen holin. Pfesto, pro zajisténi vétsi stability
konstruktu, se doporucuje nejprve vytvoreny konstrukt transformovat do bunék,
které nejsou expresni (TOP10F’) a po selekci klonti transformovat do expresnich
bunék (BL21).

4. Provedte in silico restrikéni analyzu predpokladaného genu pro fagovy endolyzin pomoci
nastroje NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).
ODPOVED:
Gen $tépi nasledujici enzymy, restriktazy Ncol a BamHI, se kterymi planujeme
pracovat, gen nestépi.
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5. Navrhnéte primery s vhodnymi restrikénimi misty tak, aby je bylo mozné pouizit pro
klonovani genu pro fagovy endolyzin LysF1 s His-tagem na C-konci — barevné znazornéte na
sekvenci primert restrikéni mista, ¢ast komplementarni ke genu pro endolyzin, pfipadné
nukleotidy navic a pfipadné nukleotidy pro zménu plvodni sekvence.

ODPOVED: PouZijeme strategii modifikace koncl produktu PCR prostfednictvim
prodlouzenych 5°-koncl primert, které ponesou mista pro restrikéni endonukleazy.
Schématické znazornéni navrhu primert pro klonovani s RE misty je na nasledujicim
obrazku (sekvence je pouze pfiklad, ne z nasi ulohy).
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Extra
) sekvence EcoR | Hybridizagni sekvence
Forward primer 5 TAACTGAATTCTACTAGCTTTTAGGGTTGGG 3"

Extra
sekvence Kpn | Hybridizatni sekvence

Reverse primer  5'TGATGGTACCATAAATCTAGTACTAGCTA3!

Reverse primer el F\GT b
G
« UMY A TCGATCATGATCTAAATA GORY
5 TACTAGCTTTTAGGGTTGGG NMM TAGCTAGTACTAGATTTAT 3*
3'ATGATCGAAAATCCCAACCC ATCGATCATGATCTAAATAS'
SATTCTACTAGCTTTTAGGGTTGGG 3
.‘—N\CTG Forward primer smér syntézy
5

klonovany asek

V dalsim kroku provéfime sekvenci vektoru a restriktazy jejichZ mista budou na 5°-
koncich primert vybirame tak, aby konstrukt obsahoval dtilezZité regulacni signaly
pro expresi, tj. promotor, RBS, start-kodon, His-Tag na C-konci proteinu a stop-
kodon.

17 WM-:;

pET upstream primer #69214-3 -
Balll f T7 promoter .

lac operator Xbal
AGATCTCGATCCCECGAAAT COACTC FAT L GEAATTETEAGC GRATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTRAGAAGEA
Neal His-Tag _Nde| Nhel T7-Tag

TATACCATGGGCAGCAGLCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTEETGLCGCGCEGCAGCCATATOGECTAGCATCGACTECTCGLRACAGLCAA
MetGlySerSerHicsHisHicsHisHisHI eSer3erGlyLeuval FroArgGl ySerHisHetA laSerMetThrGlvGlyGinGIn

—

Eagl
BamH | EcoR | Sacl Sall Hindlll __Notl  Xhol |
ATGGGTCGLGGATCCGAATTCEAGCTCCGTCEACAAGCTTGLEGCCGCACTCGAGCRWCCACCACCACCACT
MetlGlyArgGlySerGluPheGluleuArghrglindlaCyst | yArgThrArgA IO roProProPr

TGAGATCCGGCTECTAACAAAGCCC pET-28al-+]
olLeubrgSerGlyCysEnd

Jelikoz pozadujeme His-Tag na C-konci proteinu, jedinou restriktazou, ktera pfipada
v Uvahu na 3’-konci genu je Ncol. Na 5°-konci genu pfipada v tvahu série
restrikénich mist od BamHI aZ po Xhol.

Primer EndoF1 NcoBam low: nesouci Ncol-misto
(5’- TAAGCYCATGGCTAAGACTCAAGCAGAA -3’)

Primer SH3upB: nesouci BamHI misto
(5’- ATAGY GATCCTTGAATACTCCCCAGG -3’)

komplementarni ¢ast: podtrzeno, restrikéni mista (RE): Zzluté

Stoji za povsimnuti, Ze budouci start kodon ATG je soucasti restrikéniho mista Ncol.
Takto zajistime zachovani spravného cteciho ramce klonovaného genu. Nukleotidy
,havic”’ v primeru (Cerné) vyZzaduji restriktazy, které neumi Stépit DNA, pokud se
jejich RE misto nachazi bezprostiedné na konci produktu PCR. SloZeni této sekvence
je v podstaté libovolné, jen nesmi vést k tvorbé vlasenky a dimery primeru.

6. V sekvenci genu pro endolyzin faga 812F1 barevné znazornéte: start kodon, stop kodon,
sekvenci komplementarni k primerlim navrzenym pro klonovani

>EF136588.1 Staphylococcus phage 812 strain phi812F1 putative holin and truncated
endolysin genes, complete cds
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TTAGAAGATTTAGATAACAAACAAATGTCTGAAGTTATCAAAAAACTAAACCAAATTAATGAGTAAGTG
TTAAATTAATATAGATAAACATGACCGACCTACTGTTATATTATTGTTAGAAATAAATATAATAGAAAG
GTCGGTTTTTTAATGGCTAATGAAACTAAACAACCTAAAGTTGTTGGAGGAATAAACCTTAGCACAAGA
ACTAAGAGCAAAACATTTTGGGTAGCAATTATATCAGCAGTAGCATTATTTGCTAACCAAATTATAGGT
GCTTTCGGTTTAGACTACTCAGCTCAAATTGAGCAAGGTGTAAATATTGTAGGTTCTATACTAACACTA
TTAGCAGGTTTAGGTATTATTGTTGATAATAATACTAAAGGTCTTAAAGATAGTGATATTGT TCAAACA
GACTATCTTAAACCTCGTGATAGTAAAGACCCTAATGAATTCGTTCAATGGCAAGCAAATGCAAATAAC
ACTAGTACTTTTGAGATAGACAGCTACGAAAACAATGCAGAACCTGACACAGATGATAGTGATGAAGTA
CCTGCTATTGAAGATGAAATTGATGGTGGTTCAGCACCTTCTCAAGATGAAGAAGATACCGAGGAACAT
GGTAAAGTATTTGCAGAGGAGGAAGTTAAGTARBEGCTAAGACTCAAGCAGAAATAAATAAACGTTTAG
ATGCTTATGCAAAAGGAACAGTAGATAGCCCTTACAGAGT TAAAAAAGCTACAAGTTATGACCCATCAT
TTGGTGTAATGGAAGCAGGAGCCATTGATGCAGATGGTTACTATCACGCTCAGTGTCAAGACCTTATTA
CAGACTATGTTTTATGGTTAACAGATAATAAAGTTAGAACTTGGGGTAATGCTAAAGACCAAATTAAAC
AGAGTTATGGTACTGGATTTAAAATACATGAAAATAAACCTTCTACTGTACCTAAAAAAGGTTGGATTG
CGGTATTTACATCCGGTAGTTATGAACAGTGGGGTCACATAGGTATTGTATATGATGGAGGTAATACTT
CTACATTTACTATTTTAGAGCAAAACTGGAATGGTTATGCTAATAAAAAACCTACAAAACGTGTAGATA
ATTATTACGGATTAACTCACTTCATTGAAATACCTGTAAAAGCAGGAACTACTGTTAAAAAAGAAACAG
CTAAGAAAAGCGCAAGTACACCGGCAACTAGACCAGTTACAGGTTCTTGGAAAAAGAACCAGTACGGAA
CTTGGTATAAACCGGAAAATGCAACATTTGTCAATGGTAACCAACCTATAGTAACTAGAATAGGTTCTC
CATTCTTAAATGCTCCAGTAGGCGGTAACTTACCGGCAGGGGCTACAATTGTATATGACGAAGTTTGTA
TCCAAGCAGGTCACATTTGGATAGGTTATAATGCTTACAACGGTAACAGAGTATATTGCCCTGTTAGAR
CTTGTCAAGGTGTTCCACCTAATCAAATACCTGGCGTTGCCTGGGGAGTATTCAAANMEAATATARATT
TAGACGGATTTAAAATCCGTCTATTTTTTTTGCAAAAAAGTGTTGACAAAATTAAATACATAGTGTATA
GTTATATATGTAATCAAATAAAGGAGGAATTACATGGCACTACTTTTAACATATTTTGCTATTTTTATT

Start kodon: zelené, stop kodon: ¢ervené, komplementarni sekvence k templatu:
Zluté a podtrzeno. Pfirozeny stop-kodon neni soucasti reverzniho primeru, protoze
chceme aby sekvence byla preloZena az po His-Tag, kdy bude vyuzZit stop-kogon za
His-Tagem na vektoru. Pfi ndvrhu reverzniho primeru a pfipojovani restrikéniho
mista vénujeme pozornost tomu, abychom zachovali spravny ¢teci ramec pro
preklad His-Tagu (varianty plasmidu a-c se zde mohou lisit).

7. Uvedte vami navrZenou sekvenci konstruktu LysF1+His-tag od start kodonu aZ po stop
kodon, ovérte translaci in silico. Jaka je délka genu a proteinu?
Start kodon: zelené, velkymi pismeny sekvence genu bez stop-kodonu, malymi

pismeny sekvence z vektoru, stop-kodon: cervené
-GCTAAGACTCAAGCAGAAATAAATAAACGTTTAGATGCTTATGCAAAAGGAACAGTAGATAGCCCTTACA
GAGTTAAAAAAGCTACAAGTTATGACCCATCATTTGGTGTAATGGAAGCAGGAGCCATTGATGCAGATGGTTA
CTATCACGCTCAGTGTCAAGACCTTATTACAGACTATGTTTTATGGTTAACAGATAATAAAGTTAGAACTTGGG
GTAATGCTAAAGACCAAATTAAACAGAGTTATGGTACTGGATTTAAAATACATGAAAATAAACCTTCTACTGTA
CCTAAAAAAGGTTGGATTGCGGTATTTACATCCGGTAGTTATGAACAGTGGGGTCACATAGGTATTGTATATG
ATGGAGGTAATACTTCTACATTTACTATTTTAGAGCAAAACTGGAATGGTTATGCTAATAAAAAACCTACAAAA
CGTGTAGATAATTATTACGGATTAACTCACTTCATTGAAATACCTGTAAAAGCAGGAACTACTGTTAAAAAAGA
AACAGCTAAGAAAAGCGCAAGTACACCGGCAACTAGACCAGTTACAGGTTCTTGGAAAAAGAACCAGTACGG
AACTTGGTATAAACCGGAAAATGCAACATTTGTCAATGGTAACCAACCTATAGTAACTAGAATAGGTTCTCCAT
TCTTAAATGCTCCAGTAGGCGGTAACTTACCGGCAGGGGCTACAATTGTATATGACGAAGTTTGTATCCAAGCA
GGTCACATTTGGATAGGTTATAATGCTTACAACGGTAACAGAGTATATTGCCCTGTTAGAACTTGTCAAGGTGT
TCCACCTAATCAAATACCTGGCGTTGCCTGGGGAGTATTCAAggatccgaattcgagctccgtcgacaagettgeggecgeact
cgagcaccaccaccaccaccac-

Protein charakterizujeme napf pomoci https://web.expasy.org/protparam

Number of amino acids: 305

Molecular weight: 33700.87

Theoretical pI: 9.18
MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQODLITD
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YVLWLTDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVETSGSYEQWGHIGI
VYDGGNTSTFTILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVKAGTTVKKETAKKSAST
PATRPVTGSWKKNQYGTWYKPENATEFVNGNQPIVTRIGSPFLNAPVGGNLPAGATIVYDE
VCIQAGHIWIGYNAYNGNRVYCPVRTCQGVPPNQIPGVAWGVEKDPNSSSVDKLAAALEH
HHHHH*

8. Uvedte vhodné reakcni podminky pro PCR s navrzenymi primery pro klonovani, vezméte v

9.

uvahu Tm primert, délku produktu, interakce primerd.

ODPOVED: Pokud je k dispozici ovéfeny protokol, je idedlni Fidit se timto protokolem.
V opacném pripadé pouzijeme nasledujici postup:

Vidy se vsak optimalizuje Annealing temperature — teplota pro hybridizace primert
a doba jejich prodluzovani. Pro vypocet Annealing temperature je vhodné vyuzit
néktery z online nastroji — napfiklad T,, Calculator (ThermoFisher Scientific). Vystup
po vloZzeni komplementarnich sekvenci primert:

Results

Export table data into Excel

1D #1 Sequence #1 Molecular Extinction Tm ID#2 Sequence #2 Molecular Extinction Tm Annealing

weight coefficient  °C weight coefficient °C Temperature

gimol li{mol cm) g/mol l{mol’cm) *C

Primer#1  ATGGCTAAGACTC 6472.3 218800.0 624 Primer#2 TTGAATACTCCCC 4841.2 1511000 546 54.6
AAGCAGAA AGG

Doporucovana Annealing Temperature je pro tento par primerti 54,6 °C.

Cas prodluzovani primerli je vyrobcem Tag-polymerazy doporuéovan 15 -
30 sekund na kb. Budeme-li pocitat s 30 s na kazdou kb u naseho genu, vyjde nam
optimalni potfebny cas pfriblizné 25s. Dale mliZeme optimalizovat koncentraci
MgC|2.

V bodech popiste dalsi kroky klonovani aZ po expresi fagového endolyzinu a funk¢ni test pro
ovéreni exprese.

a) Stépeni vektoru i inzertu a defosforylace §tépeného vektoru

b) Ligace vektoru s inzertem

c) Transformace E. coli TOP10F’, ovéfeni pozitivnich klond

d) Pretransformovani do expresnich bunék BL21

e) Indukce exprese pomoci IPTG a test citlivosti k rekombinantnimu endolyzinu na
plotnach

Protokol z praktické ulohy

10. Uvedte koncentrace DNA stanovené na Nanodropu

a. Koncentrace izolovaného vektoru
b. Koncentrace Stépeného vektoru po defosforylaci a purifikaci z gelu
c. Koncentrace PCR produktu po Stépeni restriktazami a precisténi

Namérené koncentrace pouzijeme v nasledujicim prikladu
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11. Vypocitejte sloZeni ligacni smési:

Mate vektor s délkou 5369 bp a inzert o velikosti 855 bp. Vektor ma koncentraci 25 ng/ul,
inzert 60 ng/ul. Kolik pl vektoru a inzertu date do 20 ul ligaéni smési, pokud chcete

dosdahnout moldrni pomér 1:3.

Trochu jiny vzorec, nei jste méli v zadani:

(ng) vektoru x (kb) velikost inzertu L, . inzert )
x molarni pomér———— = ng inzertu

(kb) velikost vektoru vektor

Na 25 ng (1 pl) vektrou pfidame do ligacni smési:
[(25 x 0,855)/5,369]x3/1 = 11,9 ng inzertu, tj. 0,2 pul uvazujeme-li koncentraci 60

ng/ul

12. Dolozte a popiste.
a. Foto gelu se stépenym vektorem s kontrolou

b. Foto gelu s PCR produkty s kontrolou

Stépeny vektor

Nestépeny vektor

Produkt PCR

Skrining klonG pomoci PCR z kolonii
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13. Dolozte a popiste foto ploten s transformovanymi E. coli TOP10F’s pfisluSnymi kontrolami.

14. K ¢emu dochazi pfi plisobeni par chloroformu na expresni buriky E. coli v kterych je
pFitomen expresni vektor s naklonovanym genem pro endolyzin.

Po ptidani IPTG nejprve inkubueme kulturu nékolik hodin, aby doslo k expresi.
Potom plsobime parami chloroformu, kdy dojde k naruseni bunécné stény

a membrany E. coli a k uvolnéni exprimovaného endolyzinu. Lytickou aktivitu
prokazeme prelitim plotny agarem s bunécnymi sténami stafylokokd.

15. Dolozte a popiste foto ploten s chloroformovym testem s pfisluSnymi kontrolami.

Foto ploten s chloroformovym testem s pfisluSnymi kontrolami. Kolem pozitivnich klont
jsou patrné lytické zéonky.

16. Dolozte a popiste foto zymogramu s pfislusnymi kontrolami.
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Nahote standardni SDS-PAGE gel obarveny Coomassie Brilliant Blue.

Dole zymogram — renaturovany SDS-PAGE gel, do kterého jsou zalité bunécné stény
stafylokoka, obarveny metylénovou modfi.

Vz, bakterialni proteiny po expresi; FT, proteiny z kultury BL21 bez plazmidu; M, marker;
D4-D8, frakce purifikovaného proteinu

Vz FT A8 CB8 C8 C10 M D4 DE DB

~™ kDa -)

70

40

35‘ v'l

SDS-PAGE

25

ZYMOGRAM

Zymogram student(, kde renaturovany gel neni obarveny a lyticka zéna je vidét pfimo na ubytku
zakalu bunécnych stén pridanych do gelu



