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nebude sa dat" odoslat. V takom pripade budu neplatné. Nenechajte si odoslanie na poslednu
chvilu pre pripadné problémy s internetom alebo kapacitou MS Forms. V pripade rovnosti bodov o
poradi rozhodne ¢as riesenia testu.

* Tento formular zaznamena vase meno, zadajte svoje meno.

Téma: Mutagenéza opakovania
kvasinkovych buniek cas gény

pomocou metody e e
CRISPR/Ca59 CRISPR oblast

Cielena mutagenéza, alebo cielené editovanie gendmu, je proces, pri ktorom do Studovaného
gendmu vnasame konkrétnu zmenu (mutaciu). Cielena mutagenéza je mimoriadne uzitocna
metdda v molekularnej genetike, ktora vedcom umoznuje znefunkcnit' gén v modelovom
organizme, ktory Studuju, aby mohli skimat’ jeho funkciu. Existuje niekolko metdd, ktoré cielenu
mutagenézu umoznuju. Jednou z najrozsirenejSich je v sicasnosti metéda CRISPR/Cas9, za ktoru
bola v roku 2020 udelena Nobelova cena za chémiu pre Jennifer Doudna a Emmanuelle
Charpentier, a ktora umoznuje pomerne rychle a efektivne editovanie genému v Sirokom spektre
modelovych organizmov.

Vasou ulohou bude dnes pochopit, ako CRISPR/Cas9 metdda funguje a vyriesit tlohy tykajuce sa
aplikacie tejto metody v kvasinke Saccharomyces cerevisiae. Nasim cielom bude vyradit’ z funkcie
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gén ADE2, ktory kéduje jeden z enzymov drahy syntézy adeninu. Ak je tento gén znefunkcneny,
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kvasinky si nedokazu samé syntetizovat adenin, a navyse sa v ich bunkach hromadi cerveno
sfarbeny medziprodukt syntézy adeninu, ktory nedokazu odburat’.

Ako CRISPR/Cas9 funguje? Povodna funkcia tohto systému je Specificka bakterialna imunita voci
virusom (bakteriofagom). Enzym Cas9 funguje ako nukleaza, to znamena, ze Stiepi DNA. Cas9
samotna nevie rozoznat, aki DNA ma postiepit; navadzaciu funkciu méa v tomto pripade tzv.
navadzacia (guide) RNA (gRNA), ktora je komplementarna k sekvencii konkrétnej virusovej DNA. Po
infekcii novym typom virusu su kusky DNA virusu zakomponované na Specialne miesto v
genomovej DNA baktérie, z ktorého sa vyraba gRNA: toto miesto sa nazyva CRISPR (clustered
regularly interspersed short palindromic repeats) oblast. V CRISPR oblasti sa striedaju jedinecné
sekvencie nazyvané tzv. oddelovace (spacers), ktorych sekvencia je komplementarna k DNA
roznych virusov, s ktorymi sa baktéria (alebo jej predkovia) stretli, a tzv. opakovania (repeats),
ktorych uloha je ohranicovat jednotlivé oddelovace. (Obrazok znazornuje CRISPR oblast, spolu s
pridruzenymi cas génmi, ktoré sa ¢asto nachadzaju v jej fyzickej blizkosti v genéme. Sivé obdizniky
znazornuju opakovania a farebné Usecky znazornuju oddelovace.).

U baktérii a archednov sa vyskytuje viacero réznych typov CRISPR/Cas systémov, no my sa
zameriame na ten, ktory sa najcastejsie vyuziva na editovanie genomov: CRISPR/Cas9. V pripade
tohto systému sa cela CRISPR oblast prepisuje ako jeden transkript, a Specialny enzym (RNaza III)
Stiepi tento transkript v mieste kazdého opakovania tak, aby sa jednotlivé oddelovace nachadzali
na samostatnych molekulach (QRNA). Kazda gRNA sa potom spoji s enzymom Cas9 za pomoci
dalSej RNA, tzv. tracrRNA, ktora sprostredkuiva spojenie Cas9 a gRNA.

1

Kolko samostatnych gRNA vznikne z CRISPR oblasti na obrazku vyssie?
(1 bod)
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CRISPR/Cas9 bol adaptovany pre potreby molekularnobiologického vyskumu s niekolkymi
Upravami. Molekuly gRNA a tracrRNA boli spojené do jednej molekuly, ktord nazyvame sgRNA
(single guide RNA): tdto molekula nesie aj oblast' komplementarnu k cielovej molekule (p6vodné
funkcia gRNA), aj oblasti potrebné pre spojenie s enzymom Cas9 (pévodna funkcia tracrRNA).
Vyhodou toho, Ze sgRNA je jedna molekula, je najma jednoduchsia manipulacia — do buniek,
ktorych DNA chceme editovat, je potrebné dostat iba Cas9 a sgRNA. Co to véak znamena “dostat’
do buniek”? V pripade niektorych modelovych systémov, napr. hlisty Caenorhabditis elegans, ide
doslova o dopravenie tychto molekul do buniek prostrednictvom injekcie — protein Cas9 a sgRNA
vo forme RNA su dopravené do buniek priamo. V pripade kvasiniek sa vSak postupuje

inak. Kvasinky, podobne ako baktérie, maju vo svojich bunkach aj malé kruhové DNA — plazmidy.
Plazmidy je mozné vyuzit ako nastroj v molekularnej biolégii. Na plazmide mézeme do
kvasinkovych buniek dopravit’ gény, ktoré kvasinka potom bude exprimovat — a takymto
sposobom je mozné do kvasiniek dostat” aj gén kddujici Cas9 a gén kodujuci sgRNA.

V nasledujucej praktickej Ulohe spolu prejdeme kompletnou CRISPR/Cas9 mutagenézou kvasiniek,
ktora zahffia nasledujtce kroky:

1. Vyber cielovej sekvencie pre mutagenézu a navrh konkrétnej sekvencie sgRNA
2. Priprava plazmidu nestceho gény pre Cas9 a sgRNA (pEDIT)

3 Dopravenie plazmidu pEDIT a opravného templatu do buniek kvasiniek

4. Analyza fenotypu vzniknutych kvasiniek a vyber mutovanych klonov

5. Overenie editacie gendmu pomocou PCR a restrikéného Stiepenia



= opravny templat

Krok 1: Vyber cielovej sekvencie
pre mutagenézu a navrh )

, . . miesto Stiepenia Cas9
konkrétnej_sekvencie sgRNA

gendémova DNA

Nasim cielom je editacia génu ADE2. Zo sekvencie tohto génu je potrebné vybrat' vhodnu cielovd
sekvenciu, ku ktorej bude sgRNA komplementarna. Principom mutagenézy pomocou CRISPR/Cas9
je, ze Cas9 vniesie na konkrétne miesto v genému dvojvlaknovy zlom — teda prerusi v jednom
mieste obidve vlakna DNA. Bunky spravidla nie su schopné opravit’ takyto typ poskodenia DNA
presne, a preto pri jeho oprave ¢asto dochadza ku vzniku kratkej, zvyCajne jednobazovej inzercie
alebo delécie. Frekvencia vzniku mutacie tymto spésobom vsak nemusi byt dostatocna. Preto sa
spolu s Cas9 a sgRNA do buniek kvasiniek moze dopravit” aj tzv. opravny templat. Ide o Usek DNA,
ktory sa velmi podoba na cielovu sekvenciu (hovorime, Ze je homologicky), ale nesie niektoré
zamerné zmeny — napriklad konkrétnu mutaciu, ktord chceme do gendmu vniest' (obrazok - rozdiel
v sekvencii znazorneny Cervenou). Bunky potom vyuziju opravny templat na opravu poskodene;j
sekvencie, pricom vnesd do gendmu aj konkrétnu mutaciu, ktort opravny templat nesie. (Mutacia
sa nemusi nutne prekryvat's miestom, kde déjde k vneseniu dvojvlaknového zlomu, nemala by
vsak byt prilis vzdialena.)

2

NiZSie je uvedena teoreticka sekvencia gendmovej DNA a opravného templatu
(OT). Ak by v tejto sekvencii doslo k Stiepeniu pomocou Cas9 nukleazy a bunka by
zlom opravila pomocou opravného templatu, aky typ mutacie by bol do sekvencie
vneseny? (Iba podciarknuta baza je odlisna.)

gDNA:
CTGCGCCGGCGCGGCGCGCCTCTCTGCGCCTGCGCCGGCGCGGCGCGCCTCTCTGLGC
CTGCGCCGG

OorT:
CTGCGCCGGCGCGGCGCGCCTCTGTGCGCCTGCGCCGGCGCGGCGCGLCCTCTCTGCGC
CTGCGCCGG

(Pocet bodov: 2)

O posunova (frameshift) mutacia

O jednobazova inzercia

O jednobazova delécia

O substitlcia
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Tato mutacia:
(Pocet bodov: 2)

O by spbsobila okamzité ukoncenie syntézy polypeptidového retazca
O by mohla byt synonymna
() by mohla viest' ku vzniku STOP kodénu

O by zmenila Citaci ramec pri translacii tejto sekvencie
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V nasom experimente bude opravny templat niest’ mutaciu, ktora sposobi vznik
STOP kodonu. Ak opravny templat nesie STOP koddn, kde v ramci génu by sme
mali vybrat’ cielovd sekvenciu tak, aby sme maximalizovali pravdepodobnost’
znefunkénenia génu?
(Pocet bodov: 4)

Q Blizko START kodénu génu ADE2.

() Blizko STOP kodénu génu ADE2.

Q V strede génu ADE2.

(O Blizko 5" konca vyslednej mRNA.

Q Blizko 3’ konca vyslednej mRNA.

Q Je to jedno, vnesenie STOP kodénu vzdy znefunkcni kazdy gén.
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Zatial sme eSte nespomenuli dolezitu sekvenciu, ktort Cas9 potrebuje pre rozoznanie cielovej
sekvencie. Ide o tzv. PAM (protospacer adjacent motif) miesto. Ide o kratku sekvenciu, 5 NGG 3’ (N
znamena akukolvek bazu), ktora sa musi nachadzat' v gendme hned' za cielovou sekvenciou.
Cielova sekvencia, ktord sgRNA rozoznava, je dlha 20 nt, takze sekvencia, ktora musi byt pritomna
v genéme pred editaciou, je:

5" nnnnnnnnnnnnnnnnninnnNGG 3’
3" nnnnnnnnnnnnnnnnnTnnnNCC 5/,

u_n

kde malé “n” zodpovedaju sekvencii génu pre sgRNA (cielova sekvencia), a "NGG" zodpoveda PAM
miestu. (PAM miesto uz nie je sucastou sekvencie sgRNA!) Samotny transkript sgRNA zodpoveda
sekvencii vlakna, ktoré obsahuje 5 NGG 3’ PAM sekvenciu, samozrejme, obsahuje uracil namiesto
tyminu. Cas9 potom Stiepi 3 bp proti smeru transkripcie (upstream) od PAM miesta, v ramci
cielovej sekvencie (znazornené Sipkami na sekvencii vyssie.)

Miesto v ADE2 géne, ktoré sme si vybrali ako cielové miesto v naSom experimente, je celé
obsiahnuté v tejto sekvencii:

5" AGTGTTCCTGTGGAACAAGCCAGTGAGACGTCCCTATTGAA 3’
3' TCACAAGGACACCTTGTTCGGTCACTCTGCAGGGATAACTT 5

5

Identifikujte v tejto sekvencii spravne PAM miesto a cielovu sekvenciu, a uvedte
sekvenciu transkriptu sgRNA (v smere 5' — 3), ktory zodpoveda identifikovanej
cielovej sekvencii:

(Pocet bodov: 6)
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|| sgRNA

sgRNA
promotor
Krok 2: Priprava plazmidu
nesuceho gény pre Cas9 a -
pR
sgRNA (pEDIT) CAS9
URA3

Yo

Plazmid nesuci gény pre Cas9 a sgRNA pripravime metdédami molekularneho klonovania.
Predpokladajte, Ze mame k dispozicii dve molekuly DNA: 1. plazmid nesuci gén CAS9, ktory bol
postiepeny za prométorovou sekvenciou schopnou stimulovat’ transkripciu sgRNA (vektor) a 2.
gén pre sgRNA (inzert) (obrazok).

Na to, aby sa tento plazmid udrzal v bunkach baktérii, nesie gén AmpR — tento gén zabezpecuje
baktériam, ktoré obsahuju plazmid, prezitie na médiach s pridavkom ampicilinu. Pre udrzanie sa v
bunkach kvasiniek obsahuje plazmid gén URA3: tento gén umoznuje bunkam kvasiniek, ktoré
nemaju funkcny gén URA3 vo svojom vlastnom gendme, prezit' na médiach bez uracilu, kedZe gén
URA3 je nevyhnutny pre jeho syntézu.

Tieto dve molekuly DNA, z ktorych chceme pripravit’ plazmid pEDIT, spojime v procese ligacie,
pomocou enzymu nazyvaného ligaza. Tato reakcia je efektivna vtedy, ak je v nej DNA vektoru a
inzertu pritomna vo vhodnom pomere.

6

Obe molekuly mate k dispozicii v koncentracii 10 ng/pl. Idedlny pomer na ligaciu
je 80 ng inzertu k 100 ng vektora. Aky objem roztoku inzertu musite pridat’ do
ligacnej reakcie, ak ste do nej pridali 50 ng vektora? Vysledok uvedte v pl.

(Pocet bodov: 3)
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Aky objem ligazy potrebujete v tejto reakcii pouzit, ak mate k dispozicii jej roztok
s koncentraciou 10 jednotiek/pl, a idealne mnozstvo ligazy v reakcii by bola 1
jednotka na 10 ng DNA? Vysledok uvedte v pl.

(Pocet bodov: 3)

8

Plazmid pEDIT, ktory vznikne ako vysledok ligacie, bude vneseny (transformovany)
do buniek baktérii, ktoré popri tom, ako sa budu samé delit, namnozia aj plazmid
pEDIT, ktory tak budeme schopni ziskat' spat z baktérialnej kulttry vo vysokej
koncentracii.

V akom type zivného média musime pestovat  bunky baktérii, v ktorych chceme
namnozit plazmid pEDIT?
(Pocet bodov: 2)

O Médium s pridavkom ampicilinu.

O Médium bez ampicilinu.

Q Médium s pridavkom ampicilinu, ale bez uracilu.

Q Médium bez ampicilinu a bez uracilu.
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Krok 3: Dopravenie plazmidu plazmidu pEDIT a opravného
templatu do buniek kvasiniek

Potom, ako identititu plazmidu pEDIT overime sekvenovanim (metéda schopna precitat” sekvenciu
DNA), mézeme pokracovat v experimente: transformaciou plazmidu pEDIT do kvasinkovych
buniek. Transformacia je proces, pri ktorom je DNA (ako napr. plazmid) dopravena do buniek
baktérii ¢i kvasiniek. V ramci tohto procesu je bunkova stena mikroorganizmov opracovana takym
sposobom, aby bola priepustna pre DNA. V pripade nasho experimentu opracujeme bunkovu
stenu kvasiniek chemicky, obmyvanim roztokom s pridavkom chloridu litneho, a naslednym
tepelnym Sokom, pocas ktorého sa v bunkovej stene vytvoria pory, cez ktoré DNA prenikne
dovnutra buniek kvasiniek.

9

Aky genotyp musia mat  bunky kvasiniek, ktoré vyuzijeme na transformaciu
plazmidu pEDIT? (Velké pismena oznacuju funkcnu alelu génu, malé nefunkcnu
alelu; pracujeme s haploidnym kmenom kvasiniek.)

(Pocet bodov: 2)

O ade2, ura3

() ADE2, ura3

() ADE2, URA3

Q ade2, URA3
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Krok 4: Analyza fenotypu vzniknutych kvasiniek a vyber
mutovanych klonov

Po transformacii vysejeme kvasinky na vhodné rastové médium, kde sa v priebehu niekolkych dni
vytvoria koldnie.

10

Kvasinky, u ktorych prebehla Uspesne transformacia plazmidu pEDIT do buniek a
aj nasledné editovanie genomu:
(Pocet bodov: 2)

O vytvoria biele kolonie

O vytvoria ruzoveé koldnie

O nevytvoria koldnie na médiu bez uracilu

O vytvoria ruzové kolonie iba na médiach s uracilom
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V tabulke nizsie vidite vysledky nasho experimentu, pri ktorom boli pouZité rozne
mnozstva plazmidu pEDIT a opravného templatu (OT) pri transformacii kvasiniek,
kde bol zaznamenany pocet bielych a ruzovych kolonii kvasiniek, ktoré vyrastli na
zivnom médiu v Petriho miskach po transformacii. Z vysledku tohto experimentu

vyplyva, Ze:

(Pocet bodov: 2)

| Mnozstvo plazmidu [pg] ' Mnozstvo OT [pg] | Pocet ruzovych kolonii ' Pocet bielych kolonii
0,5 0 0 5
0,5 0,2 0 5
0,5 0,3 2 -+
0,5 0,5 4 1
1 0,5 8 1
2 0,5 13
3 0,5 20 6

O Pocet kvasiniek, ktoré v procese transformacie prijmu plazmid, sa zvySuje s mnozstvom
plazmidovej DNA.

O Pocet kvasiniek, ktoré v procese transformacie prijmud plazmid, sa zvySuje s mnozstvom DNA
opravného templatu.

O Pritomnost  opravného templatu zvySuje pravdepodobnost cielenej editacie gendmu.

O Pritomnost” opravného templatu znizuje pravdepodobnost’ cielenej editacie gendmu.
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Krok 5: Overenie editacie gendomu pomocou PCR a restrikcného
Stiepenia

Koldnie, u ktorych na zaklade analyzy sfarbenia predpokladate, Ze doslo k editovaniu genédmu,
nechate rozrast' v tekutom médiu, a ziskate z nich genémovu DNA na dalSiu analyzu.

Sekvencia opravného templatu, ktory sme pouzili v naSom experimente, sa od sekvencie
gendémovej DNA lisi nasledovne (obidve sekvencie st uvedené v smere 5" — 3', odlisné su iba

podciarknuté bazy):

gDNA: TAATCAAAAATGGTATAGCAGTTACCCAAAGTGTTCCTGTGGAACAAGCCAGTGAGACGTCCC
OoT: TAATCAAAAATGGTATAGCAGTTACCCAAAGTGTTCCTGTGGAACAAGCTAGCGAGACGTCCC

12

Uvedte sekvenciu STOP koddnu, ktory mutacia v opravnom template vniesla do
genomovej sekvencie:
(Pocet bodov: 4)
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Okrem STOP kodonu zaroven mutacie na opravnom template vnasaju do
sekvencie génu ADE2 rozoznavacie miesto pre restrik¢nli endonukleazu — enzym,
ktory je schopny viazat konkrétnu sekvenciu v DNA a postiepit DNA na tomto
mieste. V tabulke nizsie su uvedené rozpoznavacie miesta pre vybrané restrikcné

endonukleazy.

Rozoznavacie miesto ktorej restrikcnej endonukleazy bolo vnesené do génu ADE2
prostrednictvom mutacii na opravnom template?

(Pocet bodov: 3)

Restrikéna endonukleaza Rozoznavacie miesto (5 — 3°)
Asel ATTAAT
Nrul TCGCGA
Zral GACGTC
HindIII AAGCCT
Nhel GCTAGC
Ncol CCATGG
Xhol CTCGAG
O Asel
() Nrul
(:) Zral
() Hindlll
() Nhel
O Ncol
() Xhol
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sekvencia namnozena v PCR

v

-

rozoznavacie miesto
restrikénej endonukledzy

primer 1 l primer 2
o [ |
T —

0 389 1716
gén ADE2

Rozoznavacie miesto pre tuto restrikcnd endonukledzu nebolo predtym pritomné v sekvencii génu
ADE2, takze nam umoznuje overit, ¢i prebehla editacia gendmu s vyuzitim opravného templatu.
Toto overenie prebehne v dvoch krokoch:

1. Pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR) namnozime iba Usek DNA z gendmu kvasinky,
ktory obsahuje gén ADE2. Na ohranicenie Useku, ktory ma byt takto namnozeny sa pouzivaju tzv.
primery, kratke sekvencie DNA (obrazok). PocCas PCR reakcie je Usek ohraniceny primermi
namnozeny miliardy krat, a vysledkom je velké mnozstvo konkrétneho Useku DNA.

2. Vysledok PCR — PCR produkt — nasledne postiepime restrikcnou endonukleazou, ktord sme
identifikovali v otazke 13. Vysledok Stiepenia vyhodnotime prostrednictvom agardzovej gélovej
elektroforézy — tato metéda nam umozni urcit, aké velké fragmenty DNA sa nachadzaju v zmesi.

14

Na zaklade informacii uvedenych vyssie, aku velkost fragmentov ocakavate?
(Pocet bodov: 2)

KedZe restrik¢na endonukledza nepostiepi sekvenciu ADEZ, ak v nej nedoslo k mutacii, v
takomto pripade ocakavam pritomnost’ jediného fragmentu s velkostou 1716 bp.

KedZze restrik¢na endonukleaza postiepi sekvenciu ADEZ, ak v nej doslo k mutacii, v takomto
pripade ocakavam pritomnost  dvoch fragmentov s velkostou 389 a 1327 bp.

KedZe restrik¢na endonukledza nepostiepi sekvenciu ADEZ, ak v nej nedoslo k mutacii, v
takomto pripade ocakavam pritomnost’ jediného fragmentu s velkostou 389 bp.

KedZze restrik¢na endonukleaza postiepi sekvenciu ADEZ, ak v nej nedoslo k mutacii, v
takomto pripade ocakavam pritomnost  dvoch fragmentov s velkost'ou 389 a 1327 bp.
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Nizsie vidite vysledok agardzovej gélovej elektroforézy. Principom tejto metddy je
umiestnenie gélu, v ktorom je pritomna DNA, do elektrického pola, kde sa DNA,
kedZe je zaporne nabita, pohybuje smerom ku kladnej elektrode. Cim je DNA
mensia, tym rychlejsie sa pohybuje v géli, preto nam tato metoda umoznuje
rozdelit DNA podla velkosti. V prvej vertikalnej drahe vidite velkostny marker —
zmes molekul DNA so znamou velkostou, podla ktorého potom mozeme odditat’
aj velkost molekl, ktoré nas zaujimaju. Cisla 1 - 5 oznacuju koldnie, z ktorych ste
ziskali gendbmovu DNA pre vasu analyzu.

Ktoré z analyzovanych kolonii obsahuju bunky, u ktorych doslo k editacii genému
s vyuzitim opravného templatu?
(Pocet bodov: 6)
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U kolonii, ktoré ste identifikovali, prebehla Uspesna CRISPR/Cas9 editacia genému: gén ADEZ bol
mutovany, a nie je viac funkcny. V pripade tohto génu uz vieme, naco slizi, a mézeme si na nom
overit' fungovanie tejto metddy v kvasinkach. CRISPR/Cas9 vSak mozno pouzit’ aj na editaciu
gendmu inych organizmoy, vratane ludskych bunkovych kultdr. Vedci na celom svete dnes tuto
metodu pouzivaju ako jeden z najucinnejsich nastrojov na studium funkcie doteraz nepopisanych
génov. Samozrejme, tato metdda moze mat’ aj medicinske uplatnenie — ak by sme dokazali
pozmenit' gendm pacientov, ktori trpia na geneticky podmienené ochorenia tak, aby ich bunky
produkovali funkcny protein, ktory bol predtym mutovany, bolo by mozné tychto pacientov vyliecit
aj zo zavaznych ochoreni. Metoda CRISPR/Cas9 ako terapeuticky pristup vsak este stale Celi
mnohym technickym problémom a bioetickym dilemam, a jej pouZzitie v medicine je teda eSte stale
otvorenou otazkou.
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Poznamky k Ulohe (nepovinné):
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