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Uloha 3: Blokovani tvorby septa u E.coli pomoci CRISPR-Cas9

Teoreticky tvod

Cilem ulohy je umlceni genu ftsZ pro tvorbu septa u E. coli pomoci systému CRISPR-Cas9 (Obr. 1).
CRISPR interference (CRISPRi) vyuZivajici dCas9-sgRNA je ucinnym ndastrojem genetického inZenyrstvi.
V této uUloze demonstrujeme Upravu klicového procesu v bakteridlnim bunééném cyklu pomoci
CRISPRI.

Experiment vychdzi z publikace Muckl et al., 2018 (https://doi.orq/10.1371/journal.pone.0198058).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni interference gRNA a umiceni exprese genu ftsZ vedouci k defektu ve tvorbé
septa.

MATERIAL:

Bakteridlni kultury: Escherichia coli BL21 DE3 (pACas9_T7_ftsZ) — expresni systém obsahuijici
vektor s mezernikem cilicim na gen ftsZ, pozitivni kontrola; Escherichia coli DH5a — pFiprava

kompetentnich bunék; Escherichia coli BL21 - ptiprava kompetentnich bunék

Plazmidova DNA: pACas9_T7_ztfs), Escherichia coli DH5a (pACas9_T7) - vektor odvozen dle Chen et
al., 2017 - https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jacs.6b13317

Antibiotika: Chloramfenikol (vysl. konc. 25 pg/ml); Tetracyklin (vysl. konc. 10 pug/ml)

PCR primery, oliga: CRISPR Spacer FtsZ: Oligol F: GAAACTGGAAGATATCGACCTGTC; Oligo2_R:
AAACGACAGGTCGATATCTTCCAG

Meédia: 5x25 ml LB


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0198058
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jacs.6b13317
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Postup prace v bodech:

l. Vychozim materidlem je plazmidova DNA pACas9_T7 (vektor pro Cas9 editaci bez
mezerniku, Obr. 2), kompetentni buriky E. coli DH5a a E. coli BL21.

Il. VloZeni mezerniku do pACas9_T7: Stépeni vektoru, vyfezani z gelu, spojeni olig
(mezernik), ligace

Il Transformace upravenehé vektoru (pACas9_T7_ztfs) do E. coli BL21, selekce na
chloramfenikolu

V. Ovéreni transformant pomoci ,,colony PCR”
V. Indukce exprese
VI. Mikroskopie

Obr. 2: Vektoru pACas9_T7 s naklonovanym mezernikem pro editaci tvorby septa cilici na gen ftsZ. A.
Schématicka mapa vektoru s hlavnimi funkénimi ¢astmi. B. Detail sekvence vkladaného mezerniku (zeleny
obdélnik) a gRNA.
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AGATAAAGTTCTTAGTGCATATAACAAACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGTTGACGAATCTTGBAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACA
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[. Priprava kompetentnich bunék E. coli

1. 25 ml LB zaockujeme 1/10 objemu startovaci pfes no¢ni kultury (2,5 ml), nechame rist do ODeoo =
0,27-0,33 pri trepani a 37 °C (1 — 2 hodiny).

2. Nechdme na ledu cca 10 min.

Od tohoto bodu pracujeme pfi 4 °C, centrifugacni zkumavky i rotory centrifug predchladime.

3. Centrifugujeme 10 min/3000g/4°C.

4. Odstranime supernatant, sediment resuspendujeme vortexovanim v polovi¢nim objemu (12,5 ml)
vychlazeného 0,05M CaClz, pfes noc nechame pti 4 °C.

5. Centrifugujeme 10 min/3000g/4°C.

6. Supernatant slijeme, sediment resuspendujeme vortexovanim v desetiné plvodniho objemu (2,5
ml) vychlazeného 0,05M CaCl..

7. lhned pouZivame, nebo pridame desetinu findlniho objemu (0,25 ml) glycerolu a rozpipetujeme po
200 pl a uchovavame pfi -70 °C. Takto pripravené burky funguji vice nez rok.
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[1. VloZeni mezerniku do pACas9_T7

a. NASTEPEN{ VEKTORU RESTRIKTAZAMI

Slozeni reakce

DNA (vektor) 2 ug

RE (Bsal) 0,5 -1 pl, do reakce 5-10 U
Pufr pro RE 3l

H20 X pl

Celkem 30 pl

Postup:

1. Smichat reagencie dle slozeni pracovni smési, RE pridavame jako posledni. Restrikéni smés
promichame.

2. Inkubujeme 37°C/16 h.

3. Deaktivace zahfatim dle manualu vyrobce RE.
4. Ovéreni pomoci ELFO.

Poznamky k prdci:

Bé&hem prace uchovavame restriktazu v chladicim stojanku, ihned vracime do -20 °C. Optimalni pufr
pro restriktazy zjistime z katalogu vyrobce. Vybirdme ten, kde ma enzym 100% ucinnost. Pfi pouZiti
dvou restriktdz soucasné usilujeme o co nejvétsi procento ucinnosti obou enzymui. Pokud chceme
vektor pouzit pro klonovaci Ucely, restriktdzu nedeaktivujeme, ale vektor bud'ihned defosforylujeme,
popfipadé precistime vyrezanim z gelu (pro odstranéni nenastépenych fragmenta).

Tabulka poctu nukleotid(l na 5” konci potfebnych pro nastépeni lineralizované DNA (viz manual
k restrikénim endonukledzam NEB v uloze ¢. 1).

b. VYREZANI Z GELU
Kit: QIAEX Gel Extraction Kit (manual ve studijnich materialech).

Postup:
1. Nachystani 1,2% gelu z low melting agardzy Seakem na vyiezani Stépenych vektord v TAE pufru.

Pozn. PouZit hfeben se Sirokymi nebo slepenymi zuby. Jako negativni kontrola stépeni se pouZiva
nestépeny vektor. Pri vyfezdavadni fragmentu z gelu pracujeme s ochrannymi pomdckami, rukavice,
oblicejovy Stit nebo ochranné bryle - UV zdfeni, Ethidium Bromid (EtBr).

2. Elektroforézu provedeme pfi 5 V/cm 40 min. Gel barvime v lazni s EtBr cca 20-30 min.

3. Na analytickych vahach zvazime Eppendorf zkumavky. Nutné pro dalsi praci s vyfezanym
fragmentem z gelu.
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4. Po ELFO na translumindtoru se ozafi gel UV zafenim a fragmenty viditelné na gelu se oznaci
sterilnimi $pickami/nebo skalpelem. Nasledné se vypne UV zadfeni (nechava se pusténé jen na dobu
nezbytné nutnou) a oznacené fragmenty se z gelu vyreZzou pomoci sterilniho skalpelu. Vyrezané
fragmenty se prenesou do sterilnich Eppendorf zkumavek. Na analytickych vahach se zvaii vytezané
fragmenty.

Dale se postupuje podle protokolu vyrobce:

Pozn. veskeré centrifugacni kroky se provddi pfi 14 500 rom / 1 min.

1. Predehrat ,heatblock” na 50°C a predehrat dostate¢ny objem EB (Elucni pufr) v
Eppendorf zkumavce.

2. Pridat 3 objemy QG pufru k jednomu objemu gelu. (100 mg gelu ~ 100 ul QG pufru)

3. Inkubace 50 °C/ 10 min. Kazdé 2-3 min vortexovat pro lepsi rozpusténi gelu.

4. Pridat pfislusny objem isopropanolu ke vzorku, promichat. (100 mg gelu ~ 100 ul
isopropanolu)

5. Umistit kolonu do sbérné zkumavky a napipetovat vzorek do kolonu. Objem kolony je 800 pl.
Centrifugovat / odstranit roztok ze sbérné zkumavky.

6. Promyt 750 pl PE pufru. (pokud budeme pouZivat produkt na sekvenaci nebo blunt end ligaci
nechat stdt s PE pufrem 2-5 min.)
Centrifugovat / odstranit roztok ze sbérné zkumavky.

7. Kolonu po centrifugaci vlozit do nové sterilni Eppendorf zkumavky.

8. Ptidat 50 ul EB pufru predehiatého na 50 °C.

9. Zméfit koncentraci na NanoDropu.
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c. SPOJENT OLIG + LIGACE
PriloZzeni mezernikl:

Reagencni smés:

1 ul oligo 1 (100 uM)

1 ul oligo 11 (100 uM)

5 ul 10X T4 Ligacni pufr (NEB)

1 ul T4 Polynukleotid kindza (NEB)

42 pl ddH20

Findlni objem =50 pl

Inkubace 37°C/1 h. v termocykleru

Zastavit béh, pfidat 0,5 pul 5M NaCl, jemné promichat pipetou

Inkubovat 5 min v termobloku nebo termocykleru pfi 95 °C. Vypnout termoblok a nechat 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. Pfidat 1ul do ligaéni smési.

Ligacni reakce:

2ul ligaéni pufr

0.25 pl NEB ligaza
50-75 ng vektor

1ul sparované oligo
Doplnit do 20 pl H,O

Promichdme, nechame inkubovat pfi pokojové teploté 1-1,5 hodiny. Inaktivujeme zahratim 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.
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I1. TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BUNEK
1. Kompetentni buriky nechame rozmrznout na ledu
2. 5 ulligaéni smési promichame s 5 ul TE pufru (pH = 8.0) a pfiddme ke kompetentnim
bunkam.
Promichame poklepanim na epinku, nemichame Spickami a nevortexujeme!
Nechame 30 min na ledu.
Epinky vlozime do plovaku, umistime do vodni |dzné vytemperované na 42°C na 1 min.
Ochladime 2 min na ledu.
Pfiddme 1 ml LB na kompetentni bunky a lehce promichame.
Inkubujeme 1 hod /37 °C/ 390 rpm.
Centrifugace 6000g / 4min
10. Odlijeme supernatant — na dné zkumavky zlstane vlivem povrchového napéti —asi 100 pl —

L XN U AW

v tomto objemu pelet resuspendujeme pipetou.

11. Vysejeme na selekéni misky se selekéni padou.

12. Druhy den pozorujeme jednotlivé kolonie transformant, nékolik vybereme a prec¢arkujeme na
nové selekéni misky.

Kontroly:

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

buriky.

Negativni kontrola — ligacni smés s vektorem bez inzertu.

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.

[V. Ovéreni transformant pomoci , colony PCR*
COLONY PCR

Pouzivame, pokud mame primery na amplifikaci klonovaného inzertu. Pouzivamé Taq polymerazu.
Ptipravime jednu mastermix pro vice vzorkd, potom rozpipetujeme po 25/50 ul na reakci. Templat se
v kazdé reakci lisi, pfidavdme az po rozpipetovani.

Reagencie na 25 ul reakeci:

10x Taq buffer (without MgCI2) — 2,5 ul

25mM MgCl; sollution — 1,5-2,5 pl

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

10 uM Reverse primer — 0,5 pl

Tag DNA pol (5U/ul) - 1,25 U (0,25 pl)

DMSO (pokud GC pomér primertd > 60%, jinak nepridavame) — 0,75 pl
Nuclease-free H,O doplnit do 25 pl

Jako templdt pouZijeme kolonii transformant. Sterilni 100 pl Spickou se jemné dotkneme kolonie
(nenabrat agar) a resuspendujeme v reakcéni smési.
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Thermocycling conditions:

1. Pocatec¢ni 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

VZdy pouZijeme pozitivni kontrolu (templdtovd DNA pro origindini amplifikaci inzertu, pro ovéreni
ucinnosti PCR). Jako negativni kontrolu miGZeme pouZit transformantu prdzdného vektoru, pokud jsme
pouzivali prazdny vektor jako kontrolu transformace.

Pokud nevychdzi colony PCR, pouzijeme na izolaci plazmidu kit.

Pritomnost plazmidu a naklonovaného inzertu se ovéfi na ELFO.

V. Indukce exprese

Potvrzené transformanty se po precdrkovani prenesou do 1 ml LB bujonu a chloramfenikolem

o koncentraci 25ug/ml a kultivuji se pti 37°C 1 hodinu. Pro indukci se ptida tetracyklin do vysledné
koncentrace 10 pg/ml s kterym se kultivuji dalsi hodinu.

VI. MIKROSKOPIE
Na skli¢ko se nanesou 2 kapky kultury v spodnich 2/3 skli¢ka a roztdhnou se po plose sklicka sterilni
Spickou. Kapky se nechaji uschnout, jinak by se béhem fixace plamenem buriky znicily.

Gramovo farbenie:

Fixace nad plamenem — sklicko se protdhne pfes plamen 3 x a necha se vychladnout.
Sklicko se vloZi do nadoby s krystalovou violeti na 30 s, oplach vodou.

Sklicko se vloZi do nadoby s Lugolovym roztokem na 30 s, oplach vodou.

Buriky se odbarvi nakapanim roztoku EtOH/aceton na 10 s, oplach vodou.

vk wnNE

Sklicko se vloZi do nadoby s bazickym fuchsinem na 60 s, oplach vodou.
Osuseni spodni strany sklicka pomoci papirové utérky.
Pro zvyraznéni pouze bunécnych kontur staci buriky obarvit pouze bazickym fuchsinem (5. krok).

Pro pozorovdni bunék pouZijte zvétseni 20x a 40x. Popiste rozdil mezi indukovanou kulturou, kterd
obsahuje vektor bez spaceru a kulturou s vektorem, ktery cili na gen ftsZ.



