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Uloha 3: Blokovani tvorby septa u E.coli pomoci systému CRISPR/Cas9 —
seznameni s vektorem pACasSA, Uprava vektoru pro editaci genu ftsZ ridiciho
déleni bunék E.coli

Cilem teoretické tlohy je seznamit se podrobné s moznostmi editace prokaryotickych genomu
pomoci systému CRISPR/Cas9.

CRISPR/Cas9 editacni systém

CRISPR/Cas9 systém, plivodné odhalen u bakterii jako forma imunitniho systému, se v soucasnosti stal
vyznamnym nastrojem pro editaci prokaryotickych i eukaryotickych genomu. Systém vyuZiva tfi
komponenty pro Stépeni cizorodych molekul DNA: CRISPR RNA (crRNA), transaktivacni RNA (tracrRNA)
a protein Cas9. Mezernik neboli crRNA (spacer) pfimo cili na komplementarni DNA sekvenci, zajistuje
tak specifitu systému, zatimco tracrRNA je kratka RNA tvofici komplex s crRNA navadéjici Cas9 protein
k cilovému mistu editace. Pro zjednoduseni editacnich systém0 byly spojeny crRNA a tracrRNA do
jednoho lokusu a tvofi v editacnich systémech synteticky pfipravenou gRNA. Cas9 protein je
endonukléza navadéjici gRNA na cilovou sekvenci DNA. Sklada se ze dvou funkénich oblasti — oblast
s nukleazovou aktivitou (NUC) a oblast s rozpoznavaci funkci (REC) tvorena a-helix (Obr. 1A). Oblast
NUC obsahuje tfi domény: i) HNH nukledzova doména Stépici cilovy Fetézec DNA, ii) RuvC nukledzova
doména Stépici ,,nontarget” fetézec DNA, iii) PAM sekvence tzv. protospacer-adjacent motiv zajistujici
specifické navedeni Cas9 k cilové DNA sekvenci. Oblast REC obsahuje region rozpozndvajici komplex
tvoreny gRNA/cilova DNA sekvence (Obr. 1B).

Komplex gRNA/Cas9 vytvari dvouretézcové zlomy na DNA. Sekvenéné specifické delece, bodové
mutace nebo inzerce mohou byt zavadény do editovaného genomu pomoci homologni rekombinace
za pritomnosti vhodného DNA templatu. Systém CRISPR/Cas9 umoznuje efektivné editovat genomy
pomoci navrzeni 20bp regionu, ktery je soucdsti gRNA. Tento region, na ktery cili Cas9, musi byt
v blizkosti PAM sekvence (typicky NGG).

Ve cviceni budeme pracovat s vektorem uréenym pro umlcovani genl ve Staphylococcus aureus. Tento
vektor ma upravenou endonukledzu Cas9, kdy byla odstranéna oblast s nukledzovou aktivitou. Cilem
bude upravit vektor tak, aby ho bylo mozné pouZit v burikach Escherichia coli a abychom cilili na gen
ftsZ, ktery Fidi tvorbu septa u této bakterie.
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Obr. 1. Struktura proteinu Cas9. A. Struktura Cas9 proteinu Streptococcus pyogenes, B. Mechanismus plisobené

CRISPR/Cas9 systému.
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Vektory pCasSA (vektor pro editaci v burikdch S. aureus), pACasSA (vektor

s endonukledzou Cas bez katalytické domény pro umlcovani gend)
Sekvence plvodniho vektoru pCasSA je uvedena zde:
https://www.addgene.org/browse/sequence/183220/

(Chen et al., 2017; DOI: 10.1021/jacs.6b13317)

Jedna se o vektor se zachovanou katalytickou funkci proteinu Cas9. V ramci praktické dlohy budeme
pracovat s vektorem, ktery umozriuje cilené umléovani gend. Pro Ucely teoretické Ulohy budeme
vyuZzivat sekvenci a mapy vektoru pCasSA, pACas_bacteria (Obr.2A, 2B) a sekvenci vektoru, ktery byl
upraven pro Ucely umilc¢ovani genli v E. coli pACas9_bact_T7p_FtsZ_spacer (Obr. 2C).


https://www.addgene.org/browse/sequence/183220/
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Obr. 2: Mapa vektori pCas9SA. A. pCasSA - vektor uréeny k editaci u Staphylococcus aureus (Chen et al.,
2017), B. pdCas9_bacteria — vektor uréeny kuml€ovani gent u bakterii (Qi et al, 2013), C.
pdCas9_bact_T7p_FtsZspacer — vektor upraveny v laboratofi LMDM, cilici na gen ftsZ
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Operon odpovedny za tvorbu septa u E. coli

Uloha ¢&. 3

Reverzibilni indukce vlaknitého ristu u E. coli byla nedavno prokazana kontrolou exprese proteind
FtsZ/FtsA Ucastnicich se bunééného déleni. Pokud hladina proteinu FtsZ klesne pod kritickou Uroven,
buriky se nemohou efektivné délit a nedochazi k tvorbé septa. Buriky v3ak zlstavaji metabolicky aktivni
a pokracuji v replikaci DNA. Takto upravené bunky lze jednoduSe pozorovat pod svételnym

mikroskopem.

Predtim, neZ se bunka E. coli rozdéli na dvé identické dcefiné buriky, proteiny Ucastnici se bunécného
déleni se hromadi ve stfedu bakterie s presnosti asi 2% a tvofi tzv. ,Z prstenec”. Kruhovy atvar ,2“
slouZi jako leSeni na misté budouciho septa pro dalsich vice nez 20 protein(, které tvofi finalni podobu
septa. Samotny Z prstenec je sestaven z Sesti proteind, véetné proteinu tvoficiho filamentarni strukturu
(FtsZ) a proteinu zprostiedkujici jeho vazbu na bunécnou membranu (FtsA a ZipA). Hladina proteinu
FtsZ je regulovana, protoZe nedostatecna nebo nadmérna exprese vede k vldknitym bakteriim nebo

minibunkam bez DNA. V Uloze budeme cilit ndmi upravenym vektorem na gen ftsZ.

Sekvence vektoru, genu ftsZ

Kompletni sekvence plazmidovych vektor(i je k dispozici ve studijnich materidlech ve formatu

GenBank a ve formatu *.dna pro prohlize¢ SnapGeneViewer.

Sekvence genu ftsZ naleznete v genomu E. coli, ktery je volné pfistupny v databazi NCBI pod

pfistupovym cislem NC_000913.3.



