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Uloha 3: Editace septa u E.coli pomoci systému CRISPR/Cas9 — sezndmeni
s vektorem pdCas, Uprava vektoru pro editaci septa v E.coli

1. Jaka je funkce genu ftsZ u E. coli, a jaky fenotypovy projev oCekavate po vyrazeni jeho funkce?

2. Popiste jednotlivé komponenty, které jsou nutné pro vytvoreni fungujiciho CRISPR/Cas9 vektoru
pro editaci prokaryotickych genomt.

3. Zjakych funkcénich domén se sklada Cas9 endonukleaza?

4. Navrhnéte oliga pro vloZzeni mezerniku do upraveného vektoru pdCas tak, aby mezernik cilil na
gen ftsZ. V sekvenci genu ftsZ barevné znazornéte: a. sekvencni oblast na kterou cili vami
navrzeny mezernik, b. PAM sekveci.

>NC 000913.3:105305-106456 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete
genome
ATGTTTGAACCAATGGAACTTACCAATGACGCGGTGATTAAAGTCATCGGCGTCGGCGGCGGCGGCGGTAATGCTGTTG
AACACATGGTGCGCGAGCGCATTGAAGGTGTTGAATTCTTCGCGGTAAATACCGATGCACAAGCGCTGCGTAAAACAGC
GGTTGGACAGACGATTCAAATCGGTAGCGGTATCACCAAAGGACTGGGCGCTGGCGCTAATCCAGAAGTTGGCCGCAAT
GCGGCTGATGAGGATCGCGATGCATTGCGTGCGGCGCTGGAAGGTGCAGACATGGTCTTTATTGCTGCGGGTATGGGTG
GTGGTACCGGTACAGGTGCAGCACCAGTCGTCGCTGAAGTGGCAAAAGATTTGGGTATCCTGACCGTTGCTGTCGTCAC
TAAGCCTTTCAACTTTGAAGGCAAGAAGCGTATGGCATTCGCGGAGCAGGGGATCACTGAACTGTCCAAGCATGTGGAC
TCTCTGATCACTATCCCGAACGACAAACTGCTGAAAGTTCTGGGCCGCGGTATCTCCCTGCTGGATGCGTTTGGCGCAG
CGAACGATGTACTGAAAGGCGCTGTGCAAGGTATCGCTGAACTGATTACTCGTCCGGGTTTGATGAACGTGGACTTTGC
AGACGTACGCACCGTAATGTCTGAGATGGGCTACGCAATGATGGGTTCTGGCGTGGCGAGCGGTGAAGACCGTGCGGAA
GAAGCTGCTGAAATGGCTATCTCTTCTCCGCTGCTGGAAGATATCGACCTGTCTGGCGCGCGCGGCGTGCTGGTTAACA
TCACGGCGGGCTTCGACCTGCGTCTGGATGAGTTCGAAACGGTAGGTAACACCATCCGTGCATTTGCTTCCGACAACGC
GACTGTGGTTATCGGTACTTCTCTTGACCCGGATATGAATGACGAGCTGCGCGTAACCGTTGTTGCGACAGGTATCGGC
ATGGACAAACGTCCTGAAATCACTCTGGTGACCAATAAGCAGGTTCAGCAGCCAGTGATGGATCGCTACCAGCAGCATG
GGATGGCTCCGCTGACCCAGGAGCAGAAGCCGGTTGCTAAAGTCGTGAATGACAATGCGCCGCAAACTGCGAAAGAGCC
GGATTATCTGGATATCCCAGCATTCCTGCGTAAGCAAGCTGATTAA

5. V bodech popiste dalsi kroky klonovani az po funkéni test pdCas.

6. V laboratofi mate 2 vektory pCasSA a pACas_bakteria, které jste pouZivaly na jiné experimenty.
Vytvoite jeden vektor, ktery by obsahoval ACas9 protein a gRNA, ktera by cilila na libovolny
gen E. coli. Vyuiijte k sestaveni Vaseho vektoru informace, které jste obdrzely v teoretické casti
ulohy a které jsou uvedeny nize.

Rozepiste v jednotlivych krocich, jak budete pfi vytvareni vektoru postupovat. Cilem je vytvofit
plazmid, ktery bude schopny replikace a exprese v E. coli a bude obsahovat misto pro zaclenéni
mezernikové sekvence pro gRNA (aby se dalo ménit), dCas9 a dalsi komponenty nezbytné pro
spravnou funkci vektoru. Promyslete, co je vhodnéjsi pfesunout do kterého vektoru a zda vSechny
expresni prvky patfi organizmu, v kterém se bude cely systém exprimovat. Pro vizualizaci mlzete
vyuzit volné dostupny program SnapGene Viewer (https://www.snapgene.com/snapgene-

viewer/)

Vyuzijte k Gdpravé tyto dva plazmidy:

pdCas9-bacteria: https://www.addgene.org/44249/
pCasSA: https://www.addgene.org/98211/
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Sekvence oblasti plazmidu pro vkladani CRISPR mezernikové sekvence (vklada se restriktazou Bsal) ma
tyto hlavni ¢asti:

promotor..... ATGGAAACGAGACCATTGGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAA........ SgRNA

kompletni sekvence ndmi vlozené kazety do naseho vektoru pdCas9_bact_T7p, ndsledné byl pomoci
Bsal restriktazy vlioZzen mezernik cilici na gen ftsZ (oblast zluté).

Kazeta ve sméru 5-3:
TCATCCTAGGTAATACGACTCACTATAGGGAATATACAGGGGATTATATATAATGGAAACGAGACCATT
GGTCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGG
CACCGAGTCGGTGCTTTTTTTGAGATCTGTCCATACCCATGGTCTAGAATGCTCGAGTCAGAAACCGCG
GAGA

Na koncich jsou restrikéni mista Avrll CCTAGG a Sacll CCGCGG, kterymi byla kazeta vlozena do
plvodniho vektoru. Do kazety byl nasledné vloZzen mezernik pomoci Bsal restriktazy cilici na gen ftsZ.

otdzky k praktické ¢asti

7. Uvedte koncentrace DNA stanovené na Nanodropu
a. Koncentrace izolovaného vektoru
b. Koncentrace stépeného vektoru po defosforylaci a purifikaci z gelu

8. DoloZte a popiste foto ploten s transformovanymi expresnimi E. coli pfislusnymi kontrolami.

9. DoloZte a popiste foto z mikroskopu.
a. Bunky E. coli s vyfazenym genem ftsZ
b. Bunky E. coli wt
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A. bunky E. coli bez editace septa, B. bunky E. coli po umi€eni genu ftsZ (svételny mikroskop, barveno bazickym fuchsinem).



