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Uloha 2: Editace fagového genomu pomoci systému CRISPR/Cas10 — sezndmen
s vice vektorovym systémem vyuZzivajicim CRISPR/Cas10 pro inaktivaci faga

1. Prostudujte ¢lanek Bari et al., 2019 a vloZenou prezentaci v ppt (ve studijnich materidlech). Jaké

vyhody/nevyhody podle vaseho nazoru pfinasi jednovektorovy nebo vicevektorovy (pfipadné
vicekmenovy) systém?

Obecné lIze fici, Ze dvouvektorovy systém umoznuje variabilnéjsi vyuziti a snaz$i manipulaci. Na druhou
stranu dva vektory v burice mohou predstavovat pro bakterii zatéZ a néktery z vektorl se mlze ¢asem
ztracet. Druhou nevyhodou je, Ze musime pracovat s vektory, které jsou vzdjemné kompatibilni a mohou
se replikovat v jednom hostiteli. Jednovektorovy systém je komplikovanéjsi na konstrukci a druhym
limitujicim faktorem je jeho velikost, pokud ma obsahovat geny pro gRNA, nukledzy a templatovou DNA
pro homologni rekombinaci.

Pro nase Ucely editace fagovych genom( se ndm osvédcil vicevektorovy systém (Obr. 1).

Pro editaci fag mame stabilné pripraveny bakterialni pomnoZovaci kmen S. aureus RN4220 do kterého je
vloZzen vektor s Cas10 nukledzou a pridruzenymi proteiny. Druhy vektor obsahujici sekvenci pro gRNA
mlzeme libovolné ménit a vkladat nami definovanou mezernikovou sekvenci. Naslednym prenosem
druhého vektoru do kmene S. aureus RN4220 ziskdme funkéni editacni (inaktivaéni) systém. Na kmeni
s dvéma vektory fagy, na které cili mezernikova sekvence, neporostou (nepozorujeme plaky).

Zaroven mame pripraveny druhy kmen obsahujici vektor pro homologni rekombinaci (editacni systém).
Na tomto kmeni pomnoZujeme fagy, u kterych chceme zménit sekvenci genomu. Vyuzivdme principu
homologni rekombinace. Ziskdme smésné potomstvo (homologni rekombinace neprobihd se 100%
efektivitou), které nasledné propagujeme na kmeni s dvouvektorovym editacnim systémem, ktery cili na
wt fagy. Na kmeni rostou pouze fagy, u kterych doslo k homologni rekombinaci a jejich DNA neni stépena
CRISPR/Cas10. Takto jsme schopni ziskat pozménéné fagové potomstvo napf. s vlozenou fluorescenéni
znackou.

Obr. 1: Schématické znazornéni trivektorového editacniho systému, ktery vyuziva dva bakterialni kmeny. A.
Inaktivaéni systém cilici na faga 812wt, B. Editacni systém pro homologni rekombinaci.
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2. Popiste dva hlavni rozdily mezi funkénimi slozkami CRISPR/Cas9 a CRISPR/Cas10 systémdi.

CRISPR/Cas9 systém vyzaduje pro navadéni nukleazy na cilovou DNA pfitomnost PAM sekvence. Oproti
tomu Cas10 endonukledza ke Stépeni tuto sekvenci nevyzaduje a stépi DNA i RNA molekulu. Zaroven u
CRSIPR/Cas10 sekvence je ochranny mechanismus, ktery zabranuje stépeni vlastni DNA/RNA. Jedna se o
kratkou sekvenci oznac¢ovanou jako ,tag”.

3. Popiste jednotlivé komponenty a jejich vlastnosti potfebné pro vytvoreni fungujiciho vektoru
pro editaci fagovych genomu vyuZivajiciho CRISPR/Cas10 systém, véetné regulaénich sekvenci,
jako ori, promotory, aj.

Zde budeme popisovat jednovektorovy systém:
i) vychazime vidy z vektoru, ktery je schopen se ucinné replikovat v organismu, ktery sledujeme

ii) vektor obecné musi obsahovat: funkéni pocatek replikace, selekéni marker (pro selekci transformant),
promotor a terminator pro transkripci klonované c¢asti a RBS pro translaci.

iii) slozky Cas10 systému jsou: proteiny Cas10 endonukledza, pomocné proteiny Csm2, Csm3, Csm4, Csm5
a Csm6 s Casb vcéetné promotorl téchto gend; oblast pro naklonovani mezernikové oblasti véetné , anti-
tag” sekvence cilici na wt genom; oblast pro homologni rekombinaci, ktera je zvolena tak, Ze vzniklé
rekombinanty unikaji plsobeni CRISPR/Cas10 systému, dojde k pozménéni oblasti na kterou je navadéna
nukledza Cas10.

4. Pomoci skriptu v Phytonu navrhnéte mezernik pro editaci major capsid proteinu faga 812
(GenBank: MH844528.1; major capsid protein id. AZB49803.1). Sekvenci spaceru uvedte a
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znazornéte ,anti-tag”. (Odkaz na staZeni Pythonu a skript naleznete v teoretické casti tlohy).

Podrobny néavod véetné vysledkd méte uveden v dokumentu s ndzvem Uloha_2_C_ndvrh_spacer phyton.
Program vyhledal 57 mozZnych protospacer( véetné , anti-tag” sekvenci.

5. Potfebujete vytvofit editaéni systém vyuZivajici systém CRISPR/Cas10 v kmeni S. aureus, ktery
tento systém ve svém genomu neobsahuje. Navrhnéte a) jednovektorovy a b) dvouvektorovy
systém, ktery bude umozZniovat editaci fagového genomu (napf. faga 812). Jak postupovat je
popsano v ¢lanku Bari et al, 2019.

Zvolme napftiklad dvoukmenovy editacni systém. Prvni kmen S. aureus bude slouzit k homologni
rekombinaci a bude obsahovat jediny plazmidovy vektor supravenym homolognim Ulsekem. Po
pomnozeni bakteriofdga (napf. 812) na tomto kmeni vznikne smisené fagové potomstvo, kde se vyskytuji
jak editované, tak ale také wt fagy. Tuto smés fagll je potreba podrobit selekci.

Navrhneme tedy jedno/dvouvektorovy selekéni systém. Bude potfeba druhy — selekéni (inaktivacéni) —
kmen S. aureus. Zvolime napfiklad systém dvouvektorovy (Obr.1):

Prvni vektor bude obsahovat: pocatek replikace, vhodny selekéni marker (atb rezistence), geny Cas10
(endonukleaza)

Druhy vektor bude obsahovat: pocatek replikace, vhodny selekéni marker (atb rezistence odlisnd od
prvniho vektoru), gRNA s vloZzenym mezernikem cilicim na oblast faga tak, aby bylo eliminovano wt fagové
potomstvo

Pokud zvolime jednovektorovy systém, bude selekéni kmen S. aureus obsahovat pouze jeden plazmidovy
vektor, ktery ponese jak geny Cas10, tak gRNA.
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Funkéni slozky CRISPR/Cas10 systému naleznete v genomu S. epidermidis RP62A (CP000029.1). ).
K vyhledani CRISPR/Cas systému vyuzijte nastroje: https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/

K Upravam vyufzijte vektory: stafylokokovy vektor pCN51 (KR781468.1) a pCasSA
(http://www.addgene.org/search/catalog/plasmids/?g=pCasSA)

Popiste funkéni slozky vami navrzenych vektord a vytvorte grafickou mapu vami navrzenych
vektorud (vyuZijte trial verzi softwaru SnapGene pro editaci vektortdi nebo UGENE).

Pozn.: Ve studijnich materidlech naleznete sekvenci a grafické zndzornéni vektoru,
ktery zkonstruovali Beri et al., 2019. Tento vektor miZete pouZit jako inspiraci pro
vytvoreni vaSich konstruktu. V nasi laboratofi vektor vyuZivime spolecné s vektorem
pCN51 jako editacni dvouvektorovy systém pro stafylokokové bakteriofdgy.
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6. Navrhnéte funkcni test, kterym lze ovéfit fungovani navrzeného editacniho systému. Jak ovéfite
genetickou zménu v mutovaném bakteriofagu?

V nasi uloze cilime na ,major capsid protein“ faga 812. Cilem je tento protein upravit tak, aby
obsahoval polycysteinovou znacku, kterou lze vyuzit pro dalsi modifikace faga napf. pfipojeni
fluorescencnich proteind.

V prvni fazi ovérime, Ze nds systém cili na wt faga. Fdg 812wt neroste na kmeni s funkénim
CRISPR/Cas10 systémem cilicim na ,major capsid protein“.

V druhé fazi chceme provést cilenou modifikaci ,major capsid proteinu“ 812. Navrhneme oblast pro
homologni rekombinaci, tak aby doslo k zaclenéni polycysteinové znacky do genu pro ,major capsid
protein“ a zaroven nebyla porusena funkce tohoto proteinu. Takto upravené fagy by mély Uspésné rist
na editaénim kmeni. Kmen s CRISPR/Cas10 systémem nam umozriuje efektivni selekci fagovych
rekombinant.
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