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Escherichia Coli

e Casto studovany prokaryoticky organismus
e objeven Theodorem Escherichem roku 1885
e Escherichia Coli (E. coli)
e bakterie Zijici v travicim (stroji savcil
e vétsSina kmen( neskodnych
e soucasti strevni flory
e zabranuje usazeni patologickych bakterii
e produkuje vitamin K,
e nékteré kmeny mohou zpisobit otravu
e 0157:H7, 0121 a 0104:H21
e produkuji toxin
e maji dobré rezistentni schopnosti vici Iékiim
e kompletni genom sekvenovan 1997 (4288 gentl)
http://www.genome.wisc.edu/


http://www.genome.wisc.edu/
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E. coli jako modelovy organismus

kultivované kmeny (napf. E. coli K12)

e dobre adaptovatelné pro laboratorni prostredi
e postradaji schopnost uchyceni v zaZivacim traktu

detailni znalosti dostupné

e moznost experimentalni manipulace v laboratofich

experimenty s E. coli vedly k zaloZeni biotechnolgie
e technologie rekombinantni DNA (Lobban a Kaiser 1972)
e vyroba rekombinantnich proteind pomoci E.coli (nap¥. insulin)
e kompetentni (“plasmid friendly”) bakterie Ize v CR po¥idit
napf. na www.generi-biotech.com

vvvvvv
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E. coli — zajimavd fakta

délka (linedrniho) retézce DNA je cca 1 mm

velikost bakterie je cca 1 um
rozdil 1000 x

e komprese v prostorovém usporadani DNA

hierarchicka organizace genetického materialu
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Shluk kolonie E. coli
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Kvantitativn? parametry E.coli

Experimentalné zjistény parametr Hodnota v E.Coli

Velikost bunky 1um?3
Pocet molekul proteint v bufice 4.10°
Velikost molekuly proteinu 5nm

Koncentrace jednoho proteinu v burice 1nM
Podil protein(i v obsahu bunky 18%

Doba difize proteinu v burice 0,1s
Doba diftize ostatnich molekul 1msec

Pocet genli v bunce 4500
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Casové dimenze v Zivoté E.coli

Experimentalné zjistény parametr E.Coli

Vazba moleku!y signévlu na transkripcni faktor 1 msec
vedouci ke zméné aktivity faktoru

Vazby aktivniho faktoru na operon DNA 1sec

Transkripce 1min

Translace 2min

Zivotnost mRNA 2-bmin

Trvani jedné generace bunky min. 30min
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Zivotni cyklus E. coli (mitotické délent)

Prokaryotic
chromosome

Plasma
membrane

Duplication
of chromosome

Continued growth
of the cell

/ Division into
two cells

iAddisan Wasiey Longman, Inc
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Zivotni cyklus E. coli — fdze ristu

exponencialni faze
faze odumirani

stacionarni faze

klidova faze

Logaritmicky poéet jedincii

0 5 10
¢as [hod.]
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E. coli biofilm
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E. coli — pohybové tstroji (bicik)
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Kvasinka pivni — Saccharomyces cerevisiae

e jednoduchy eukaryoticky organismus (jedna burika)
e nepohlavni mitotické déleni (puceni), v horSich podminkach
pohlavni déleni (sporulace)
e pouzivany v potravinovém primyslu (proces kvaseni):
e preména glukézy na ethanol + CO, + glycerol
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Kvasinka pioni — Saccharomyces cerevisiae

o velikost buiiky 3 — 4um?3

e pravdépodovné prvni domestikovany organismus (starovéky
Egypt)

e proces fermentace kvasinkami prokazan Louisem Pasteurem
1857

e produkce lihu rozkladem jednoduchych cukri

e bunky nepotrebuji k rlistu slunecni svétlo — zisk energie z
organickych sloucenin

e anaerobické i aerobické dychdni (metabolicky proces produkce
ATP z nutrienti)

e kompletni genom sekvenovdn 1996:
http://www.yeastgenome.org/


http://www.yeastgenome.org/
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Kvasinka pioni — Saccharomyces cerevisiae

jednoducha manipulace v laboratornim prostredi

nejjednodussi a dostupny systém eukaryotické burky

rychld kultivace (za 2 hodiny Ize populaci zdvojnasobit)

mnozeni délenim usnadriuje rekombinaci
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Caenorhabditis elegans

e hadatko obecné

e volné zijici padni helmint z kmene hlistic

e prvni mnohobunécny eukaryoticky organismus s plné
osekvenovanym genomem (1998)
http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/

e vhodny k modelovému vyzkumu

e bunécna diferenciace
e hermafroditni rozmnoZovani
e jednoduchd nervova soustava


http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/
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Caenorhabditis elegans
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Caenorhabditis elegans

e genom obsahuje 97 miliéni nukleotidi

e 18841 gent kddujicich rizné proteiny

e geny maji v DNA C. elegans singularni vyskyty
e vétsina genl podobnych lidskym

e organismus slozen z necelého tisice bunék

e tfetina bunék tvofi nervovy systém
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Centralni dogma

Transcription

Translation

Biological
Function

PROTEIN
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Hudba Zivota — Genome CD
Denis Noble: Music of Life
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Hudba Zivota — Genome CD
Denis Noble: Music of Life

okoli
reakcni
prostredi

zivy
dynamicky
system
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Hudba Zivota — Genome CD
Denis Noble: Music of Life

reakceni
prostredi

projev funkce

y
dynamicky
system
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Hudba Zivota — Komplexni systém

e komplexni dynamicky jev v ¢ase a prostoru
e napf. kvadrofonni zvukovy zdznam z destného pralesa. ..
e zvuky se vzdjemné ovliviuji...emerguji v komplexni souzvuky...
e pohled 1 (lékar): jak odstranit nezdravé disharmonie?
e pohled 2 (biotechnolog): jak upfednostnit uréité souzvuky pred
jinymi?
e predpovidat a pochopit emergentni vlastnosti
o identifikovat a pochopit jednotlivé interakce
o identifikovat a pochopit vzajemnou soucinnost interakci
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Systémouvd biologie

e novy védecky smér v biologii s podporou nezivych véd
e paradigma: komplexni pohled (opak redukcionismu)
e organismus chapan jako komplexni systém (biologicky systém)
e predmétem studia jsou interakce mezi jeho komponentami
e koreny v zivych i nezivych védach
e biochemie a molekularni biologie (kinetika enzymii)
e matematicka simulace a teorie Fizeni

e intenzivni vyzkum od roku 2000

e vyzaduje Uzkou kooperaci: biolog — matematik — informatik
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Urouné pohledu na biologicky systém

e Kitano H. “Looking beyond the details: a rise in
system-oriented approaches in genetics and molecular
biology”. Curr Genet. 2002

1. zachyceni struktury systému
o interakce latek v burice definované chemickymi reakcemi
e obtiZné ziskat kvantitativni informace (parametry reakci)
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Urouné pohledu na biologicky systém

e Kitano H. “Looking beyond the details: a rise in
system-oriented approaches in genetics and molecular
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o interakce latek v burice definované chemickymi reakcemi
e obtiZné ziskat kvantitativni informace (parametry reakci)
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intra vs. intercelularni pohled
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rtizné metody — experimentalni a vypocetni (simulace)
chovéni v extrémnich podminkdch (hladovéni, tlak,...)
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Urouné pohledu na biologicky systém

e Kitano H. “Looking beyond the details: a rise in
system-oriented approaches in genetics and molecular
biology”. Curr Genet. 2002

1. zachyceni struktury systému

o interakce latek v burice definované chemickymi reakcemi
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3. fizeni systému
e vyvoj léCiv, genetické modifikace
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Urouné pohledu na biologicky systém

e Kitano H. “Looking beyond the details: a rise in
system-oriented approaches in genetics and molecular
biology”. Curr Genet. 2002

1. zachyceni struktury systému
o interakce latek v burice definované chemickymi reakcemi
e obtiZné ziskat kvantitativni informace (parametry reakci)
2. analyza chovani systému
intra vs. intercelularni pohled
zalezi na mire kvantitativnich znalosti
rtizné metody — experimentalni a vypocetni (simulace)
chovéni v extrémnich podminkdch (hladovéni, tlak,...)

3. fizeni systému
e vyvoj léCiv, genetické modifikace

4. konstrukce biologického systému



MODELOVE ORGANISMY ZAKLADN{ PRINCIPY

Prubeh viyzkumu v systémové biologii

experimentalni analyza ) i ziskavani znalosti
overeni/zamitnuti biologicka data modelovani

L L in silico model
in vivo/in vitro

VyVOj hypotezy simulace
technologie analyza

L experimenty
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Prabeh vyzkumu v systémové biologii

experimentalni analyza ) i ziskavani znalosti
overeni/zamitnuti biologicka data modelovani
experimenty
- in silico model
{ in vivo/in vitro

VyVOj hypotezy simulace
technologie analyza
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Biochemické procesy v burice

e molekuldrni komponenty — proteiny, DNA, RNA,. ..

e interakce na riznych drovnich (transkripce, metabolismus,...)
e prijem signald na membrané
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Funkcént vsrtvy bunky

Literature

% . System boundary
Metabolome space
Metabolic metabolite

networks

metabolite3

metabolite2
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Gene RNA1
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Funkcént vrstvy bunky

vrstva metabolismu
e rozsahly soubor katalytickych (enzymovych) reakci
e prijem a zpracovani energie v bunce
e rozklad a syntéza latek

transdukce signalu
e kaskady reakci zpravovavajici externi/interni signdl
e receptory externich signald na membrané

interakce proteint
e tvorba proteinovych komplex
o transkrip¢ni faktory a enzymy metabolismu

transkripcni regulace

e fizeni proteosyntézy
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Genotyp — Fenotyp

Hierarchie interakct

DNA

PROTEINY, PROTEINOVE PRODUKTY
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MODULY INTERAKCI (DRAHY)
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SITE INTERAKCI
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Koncept hierarchie

model bunky (in silico)

moduly (obvody)

sité

kom ponenty ® relace

geny reakce
proteiny vazby

slouceniny

srovnej bottom-up vs. top-down pohled na systém
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Od komponent k hypotézam

[ Genomika ] [ Proteomika ] [ Metabolomika J

[ Rekonstrukce siti biochemickych reakci ]

‘ [ Struktura ] [ Vymezeni ] [ Dynamika ] [ Citlivost ] [ Ruch ] ‘

infinitni prostor hypotéz a interpretaci
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Komponenty vs. systémy

e biologické komponenty maji kone¢nou zivotnost

vyména molekul v burice (hodiny az dny)
obnova koZnich bunék (jednotky aZ desitky dnf)

L]
°
e obnova bunék v ledvinach (rok)
o

e na organismus nahlizime nezdvisle na Zivotnosti komponent

e interakce mezi komponentami umoznuji tento pohled
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Puvod interaket

v bunce determinovdny chemicky: reakce a asocia¢ni vztahy

mezi komponentami

e v mezibunécném kontextu determinovany slozitymi vztahy
vyssiho radu

e prototypové interakce na drovni bunky jsou bilineadrni:

e kovalentni vazby (makromolekuly, metabolické reakce)
e nekovalentni vazby (napf. vodikova vazba mezi proteiny,
struktura proteind, DNA, vazby DNA:protein, ...)

e katalyza (interakce determinovana enzymaticky, tzv.
“absolutné”)

e termodynamické podminky ( “relativni” pavod)
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Determinace interakce enzymaticky

(o ™\
(ij
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Vv prostredi na projev interakci

e projev interakci je ovlivnén charakterem prostredi v bunce

e viskozita

e osmoticky tlak

o elektricky potencidl

e struktura média (srovnej membrana vs. cytoplazma)
[ ]

e vyznamna role 3D prostoru

e kombinatoricka exploze funkénich stavi interakénich siti
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Koncept vymezeni podprostoru funkcnich stavi

omezeni okolnimi podminkami vnitfni omezeni

evoluéni selekce

[ U [ —

celkovy stavovy prostor

cil evoluce?



MODELOVE ORGANISMY ZAKLADN{ PRINCIPY

Biologicke sité a drdhy

e biochemicka interakce molekul popsana grafem
o uzly
e molekuly/komplexy biochemickych latek
e biochemické reakce
e hrany
o regulace (aktivace, represe, katalyza)
e prislusnost k reakci (produkt, zdroj)
e drahy — zaméFené na urdita specifika (latky, reakce)
o typicky signdlni drahy
e sité — komplexni interakce

e r(izné Grovné abstrakce, riizné notace, napr. Kohn's diagrams
http://www.nature.com/msb/journal/v2/n1/full/
msb4100044 .html


http://www.nature.com/msb/journal/v2/n1/full/msb4100044.html
http://www.nature.com/msb/journal/v2/n1/full/msb4100044.html
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Priklad komponenty biologické sité
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Biologicke sité a drdhy

komplexy vzdjemné interagujicich chemickych reakci

klicem ke studiu fyziologie organismu

predstavuji zakladni informaci pro tvorbu in silico modelu

v priibéhu evoluce mize dochdzet k pridavani/ubirdni hran



MODELOVE ORGANISMY ZAKLADN{ PRINCIPY

Biologicke sité a drahy

O v

® neformélni notace

® vyvijeji se standardy — SBGN (podporuje napt. CellDesigner)
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Metabolickad sit — ad hoc diagram
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Signalni sit — SBGN
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Signalni sit — Kohnova mapa
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