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GENOVE TECHNOLOGIE

Modelové organismy:

Modelové organismy vyuzivané v biotechnologii — bakterie (E. coli), kvasinky (Pichia, Saccharomyces) a houby
(Penicillium), Caenorhabditis elegans (hadatko), Drosophila melanogaster, Danio rerio (Danio pruhované), mys domaci,
zivoCisSné bunécné kultury, Arabidopsis thaliana (Husenicek rolni), viry (bakteriofagy, retroviry).
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Modeloveé organismy

— DNA se nachazi ve vsech zivych organismech a virech
— Detailné je zkouman pouze zlomek tzv. modelovych organismu

— U modelovych organismU dnes zname kompletni genom

— Modelové organismy vyuzivame:

- jako model pro studium podobnych organismu
- v celé Fadé biotechnologickych procesu
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Bakterie

— Tahoun modelovych organism
— Tvofi cca. 50% vSech zivych organismu (5 x 1030)

— Schopnost preziti v extrémnich podminkach —teplota (Thermus
aquaticus), pH (Acidothiobacillus)

— NejCasteji vyuzivana je Escherichia coli
- gram-negativni tyCka
- na povrchu ma cca. 10 flagel a tisice pili
- vétSina kmenu je neSkodna
- E. coli O157:H7 — dva toxiny zodpovédné za krvavé prujmy
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Bakterie

GRAM-NEGATIVE (e.g., E. coli)
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E. coli

— Rychly naruast kultury

— Muze rast pouze v médiu obsahujicim mineralni soli a

cukr

— Tekuta kultura vydrzi tydny v lednici
— MuUzZe byt zamrazena na -70°C az na 20 let
— Muze rust jak za aerobnich tak anaerobnich podminek

— Ma jeden kruhovy chromosom obsahuijici asi 4000

genu
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Plasmidy

— V ramci strategie preziti nutna kompetice s ostatnimi

organismy

— Cela rada bakterii sekretuje toxiny nazyvane

bakteriociny

— E. coli produkuje tzv. koliciny (E1, M) — prodéravéni

plasmatické membrany, degradace DNA/RNA

— Imunitni proteiny bakterie neutralizuji u€inek toxinu

— Schopnost produkce kolicint je dana pfitomnosti

plazmidud (ori misto)

— Tyto plazmidy byly modifikovany pro biotechnologicke

ucely
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Plasmid pET28

TT7 promoter primer #59348-3
i >
pET upstream primer #69214-3
> Bglll T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGA
Ncol His*Tag Ndel Nhel T7+Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGLCGLGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuVa lProdrgG IvSerHisMetA laSerMet ThrG 1yGlyGInGin
Eag| thrombin
BamH| EcoR| Sacl _Sall Hindll _ Notl  Xhol His-Tag
ATGEGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGGCCGLAC TCGAGCACCACCACCACCACCACT GAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE  pET-28al+)
MetGlyArgG lySerGluPheG luleulrghrgG InAlalysGlyArgThrArgAloProProProProProleuldrgSerG lyCysEnd
. GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGC TAACARAGCCC pET-28k(+]
GlyArghspProbdsnSerSerSerValAsplysleuldlchdlohlaleuGluHisH isHisHisHisH isEnd
. . GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC TGCTAACAAAGCCC pET-28c (+]
Glyargl leArgl leArgh loProSerThrSerLeuldrgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThrlysPro
Bpu1102 1 T7 terminator
GAAAGGAAGC TGAGTTGGCTGL TGCCACCGLTGAGLAATAAC TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTC TTGAGGGGTTTTTT G

:'h

terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region
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Bakterie v biotechnologii

— Badcillus subtillis — produkce proteaz a
amylaz

— Pseudomonas putida — schopnost
degradace celé rady aromatickych latek

— Streptomyces coelicolor — degraduje
celulézu a chitin, produkce celé rady
antibiotik

— Corynebacterium glutamicum — produkce
L-glutamatu a L-lysinu

— Streptococcus zooepidemicus — produkce
K. hyaluronové
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Eukaryota

— Cela fada eukaryot je diploidni (dvé kopie kazdého PJ.,", -
chromozomu) 4 {

— Cela fada rostlin je naopak polyploidni (pSenice =
hexaploidni, rajce = tetraploidni) T

— U zvirat je rozdil v zarodeCnych a somatickych bunikach
- z diploidnich zarodec€nych linii vznikaji haploidni gamety
(vajicka a spermie)
- somatické bunky jsou diploidni — somatické mutace se
pfenasi v ramci organismu

Nk
. z v r v _ Single
- somatické mutace se nepfenasi na potomstvo \ W
— U vétsiny rostlin jsou buriky totipotentni \l =1l ¢
Root of Root cells in Cell division Young Adult
— U zvifat tuto vlastnost nesou pouze kmenové buriky camotpiant growimedium i culture e
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Somatické mutace

Somatic stem
cells

Germ line

| —
L —_—

Clark and Pazdernik, 2016
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All cells in this
lineage have the
defective gene

Mutation l

Other
organs

@ Brown right eye

Sperm or eggs to next generation,
passing on genetic information
for brown eyes.
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Kvasinky a Houby

— Houby jsou tradicné pouzivany v biotechnologii — Penicillium roqueforti (Roquefort), P. candidum,
caseicolum a camembertri (Camembert), Aspergillus oryzae (sojova omacka), Penicillium notatum
(Penicilin), Aspergillus niger (k. citronova)

Agitation system

— Obvykle kultivovany v bioreaktorech

~System monitor

— Kvasinky maji vyhody bakterii i eukaryot
— Nejpouzivanéjsi kvasinkou je Saccharomyces cerevisiae Air =) pensars probes
— Genom kvasinek je oddélen jadernou membranou

— S. cerevisiae ma 16 chromosdmu obsahujcich telomery a centromery  Reactor tank

Thermal jacket

— Neékteré kvasinky maji extrachromozolalni elementy, tzv. 2.micron circle.

Effluent

MUNI
SCI
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Kvasinky
Storage vacuole a factor o factor
3 v
S X
e L /‘&

Cell wall
Cytoplasmic

— Kvasinky se mnozi pu€enim

— Puceni vytvari identické buniky — déleni

m | té y4 O u %ézgtférr MATING rzézgt%rr
Golgi complex Nuclear pore Diploid
. T . ’ . P on & cell
— Kvasinky maji diploidni a haploidni faze v e
ramci Zivotniho cyklu _
Endoplasmic 2n) (2n
reticulum g
— Za kritickych podminek kvasinky Ribosomes SPORULATION
Mitochondrion [Ascus

Mitochondrion

podstupuji meidzu — tvorba haploidnich
spor, tzv. askospor v asku)

— Za priznivych podminek spory kliCi a

7 n v . “r . . ’ r RELEASE OF
vzajemné konjuguji za tvorby diploidnich i @ASGOSPOHES.
v a
bunek o
X A
Haploid cells

— U kvasinek muze dojit ke konjugaci pouze
mezi dvéma rliznymi paficimi typy (a, a) Clark and Pazdernik, 2016
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Pichia pastoris

Selection of host strain: . %? %8’4

= wild lypes

« protease-deficient strains
« auxoirophic strains

- glyco-engineered sirains

: L Genomic integration:

\ + single-multicopy !

|+ homologous recombination
|+ ectopic integration ,T‘ - secretion signals:
I, . S5.c. o-MF, Pp. PHO1
Promoter: ] N~ - %’ = proteclylic processing, e.g.:
» constitutive 3 Kax2p, Ste13p
+ inducible Intracellular protein expression | | o cuzion:
Salectable marker: %‘ N- or O-linked
+ drug rasistance %? + mambrane-associated proteins |
+ auxolrophy + surface display anchors
B Energy + CO, —
Formaldehyde
dehydrogenase Xylulose 5-phosphate
AOX1 & AOX2
CH30H 2 DHA + GAP
Dihydroxyacetone
synthase
Hy0,
Hydrogen
peroxidase PEROXISOME
Hzo o 1/202
- Biomass
Regenerate xylulose 5-phoshate
CYTOSOL
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Caenorhabditis elegans (Had’a tko obecne)

— Mala nematoda (hlistice) Zijici v pfevazné v pudé s kofenovou zeleninou
— Ma dvé pohlavi — 99.9% hermafrodit (samooplodnéni) a 0.1% samecek

— Télo tvofi jednoducha trubice pokryta kutikulou

— Uvnitf téla — 959 somatickych bunék zahrnujicich cca. 300 neuronu

— Hlavicka ma celou Fadu senzorickych organu (chut, Cich, teplota, hmat)

— Télo je prasvitné = snadné pouziti fluorescencénich technik, generacni
cyklus 3 dny

— Poprvé u néj provedena RNA interference — idealni nastroj pro reverzni
genetiku

— Prvni znamy uplny genom mnohobuné&éného organismu (100 MBp)

https://www.hsph.harvard.edu/mair-lab/c-elegans/ IVI U I\I I
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Drosophila melanogaster (octomilka)

— Hojné pozivany organismus v genetickych studiich
— Snadné péstovani , 2-tydenni zivotni cyklus

— ZvajiCka se lihne larva (24h), nékolik larvalnich
stadii po dospélce

— Dostupna cela rada mutantl — identifikace genu
podilejicich se na vyvoji (homologie s ¢lovékem)

— Genom ma 165 Mb — 3 pary autosomu a X/Y
chromosomy

— Béhem rychlého larvalniho vyvoje vznik polyténich
chromozému
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Drosophila adult female
Egg

larva
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First
instar

Second
instar
larva
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Danio rerio (Danio pruhovane)

— Jednoduchy modelovy obratlovec vyuzivany v molekularni
biologii

— Jednoduché péstovani a mnozeni v akvariich, dostupnost celé
fady mutantu

— Embryonalni vyvoj mimo télo matky, vyvoj z jedné buriky po
jedince trva 24 hodin

— Embryo je prusvitné — snadné sledovani efektu mutaci na vyvoj

— Genom obsahuje 25 paru chromozému (1700 Mb), 70% genu
kdédujicich proteiny u Clovéka ma ortology u Dania

— Model studia cela fady lidskych onemocnéni

— Embrya jsou Casto pouzivana pro skrining novych IéCiv
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Arabidopsis thaliana (Husenicek rolni)

— Nejpouzivangjsi modelovy organismus v rostlinné
genetice a molekularni biologii

— Podobna odpovéd na stresové faktory a choroby jako
hospodarské plodiny

— Mnoho genl zodpovédnych za vyvoj a mnozeni je
shodnych s hospodarskymi plodinami

— Snadné péstovani, nenaroCnost na prostor, generacCni
doba 6-10 tydnd, mnoho semen

— Muze byt udrzovana v haploidnim stavu

— Maly genom — pét chromosomu (125 Mb), 25 000 genu
- ryze (430 Mb), 40 — 50 tis. genu
- pSenice (17 Gb), rajce (950 Mb), tabak (4.5 Gb)
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Viry
— Entity na hrané definice zivota, patogeny napadajici hostitelské bunky
— Skladaji se z proteinové obalky nazyvané kapsida obalujici DNA/RNA genom

— Nachazi se u vSech Zivych organismu (bakterie, rostliny, Zivo€ichové)

— Bakterialni viry = bakteriofagy (fagy)
- pfichyceni na hostitele
- vstup virového genomu
- replikace virového genomu
- vyroba novych virovych proteinu
- slozeni nové virové Castice
- uvolnéni virionu z hostitele

— Mnoho virt prochazi latentni fazi — lysogenie u bakterii

— Casto dochazi k integraci voru do genomu hostitele — tvorba proviru (profagu)
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Viry
— Mduazeme rozdélit na zakladé tvaru kapsidy
(sféricke, komplexni, vlaknite)

RNA : DNA hybrid
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