MIKROBIOLOGIE
V BIOTECHNOLOGII

Biotechnologie

Termin biotechnologie byl poprvé pouZit v roce 1917

Procesy, pfi kterych se na tvorbé vysledného produktu podileji Zivé
organismy

Sirsi definice: biotechnologie se zabyva vyrobou
komercnich produktl produkovanych metabolickou
¢innosti Zivych organisma

Moderni biotechnologie predpoklada pouziti
geneticky modifikovanych organismu
Mikroorganismy jsou v biotechnologii vyuzivany pfimo
jako zdroj produktl nebo jako néstroj pro genetické
manipulace jinych organismu

Primyslovy biotechnologicky proces

Ptiprava mikroorganismu a surovin nutnych pro rlist
mikroorganismu a produkci pozadovaného produktu
(upstream processing)

Fermentace a biotransformace

Kultivace mikroorganismu a tvorba pozadovaného
produktu

Purifikace produktu z kultivaéniho média nebo
bunééné masy (downstream processing)

Tradicni biotechnologie

Primarné vyuzivd pfirozenych metabolickych schopnosti
mikroorganismu
Efektivita procesu zpocatku optimalizovdna na drovni
konstrukce bioreaktoru, upstream a downstream zpracovani
Zvyseni vytézku produktu na genetické urovni realizovano
pomoci klasickych metod sSlechténi
Mutace indukovany chemickymi mutageny nebo zarenim
Néhodné
Selekce produkénich kmen(
Zdlouhavé a drahé
Zlepseni jiz existujicich dédicnych vlastnosti

Molekularni biotechnologie

Vyuziva geneticky modifikované (mikro)organismy
VyZaduje znalost genl a manipulaci s nimi
Zasadni roli mél rozvoj technologie rekombinantni DNA

Techniky izolace gen( a jejich pfenosu z jednoho organismu do
druhého

Umoznuje pfimé;jsi optimalizaci biotransformacniho stupné
biotechnologického procesu

Vytvareni vysoce produktivnich mikrobidlnich kmenl, ¢asto s
novymi vlastnostmi

Rostliny a Zivocichové jako bioreaktory

Prvni komercni produkt molekularni biologie = inzulin
1978
Escherichia coli

Genové inzenyrstvi

Proces zamérné genetické modifikace bunék zménou
nukleotidové sekvence
Geneticky upravena bunka (organismus)
Burika (organismus) jejiz genom byl pozménén metodami
genového inZenyrstvi
Burika (organismus) obsahujici klonované geny, které jsou
exprimovany
2 dllezité rysy:
DNA muze pochézet z riznych zdrojh (do E. coli mohou byt
klonovany geny z ¢lovéka, rostlin, jinych bakterii)

Izolace téchto gent a jejich zavedeni do hostitelské buriky se
déje ve zkumavce (in vitro) a ne v pfirozeném prostiedi
bakterii (organismu)




Principy genového inzenyrstvi

Techniky genového inZenyrstvi jsou zalozeny na
zakladnich principech molekuldrni genetiky a
biochemie
Nutnost znalosti replikace, transkripce, translace a
regulace kontroly téchto procest
Techniky vychdzeji z ptirozenych proces( v burice, ale
DNA mUZe pochazet z rlznych organismU (rostlina,
¢lovék, bakterie)

Transgen

Gen jednoho organismu, ktery byl vloZzen do jiného organismu
Transgenni organismy

Technologie rekombinantni DNA

Soubor technik, které zahrnuji manipulaci DNA ve
zkumavece a jejichz vysledkem je vytvoreni nové DNA
molekuly

Rekombinantni DNA

DNA molekula obsahujici DNA, ktera pochazi ze dvou nebo
vice zdroju
Vytvorena ,,in vitro”

Vytvareni rekombinantni DNA

Klonovani genl

Odstranéni genu z jejich bézné DNA sekvence, vloZeni do
vektoru (plasmid nebo bakteriofadg) a jeho mnozeni v
novém hostiteli (obvykle E. coli)

Exprese gend

Pro vyuZiti rekombinatni DNA v biotechnologii je nezbytna
funkéni exprese klonovanych gent

Obecny postup klonovani genti

Izolace a fragmentace
zdrojové DNA
Ptipojeni fragmentu ke

k|0novac|’mu vektoru Ucebnice Madigan a kol.,
obr. 12.5, str. 317

Zavedeni a udrZeni
klonované DNA v
hostitelském organismu

Klonovani technikou ,,shotgun“

Nahodné klonovani DNA fragmentd (tvorba genové
knihovny)

Jsou klonovéany viechny geny organismu a teprve
potom je identifikovan gen, o ktery se zajimdme
Zdrojem DNA je celkova genomova DNA

VyuZiti také pro sekvenovani genoma

Hlavni kroky ,,shotgun” techniky

1. Uvolnéni a izolace DNA z bunky

2. Konstrukce rekombinantni DNA molekuly (restrikéni
endonukleasy, zapojeni DNA do plasmidu)

3. Zavedeni rekombinantni DNA do hostitelského
organismu (E. coli) procesem DNA transformace

4. Vlybér hostitelskych bunék, které obsahuji
rekombinantni DNA (obvykle inokulaci na medium
obsahujici antibiotikum)

5. Identifikace bunék obsahujicich pozadovany
rekombinantni DNA klon (hybridizace)




Konstrukce rekombinantni DNA
molekuly

Stepeni DNA restrikénimi enzymy (endonukleasami)
Rozpoznavaji a pfipojuji se na specifické sekvence bazi v DNA a prerusi
fosfoesterovou vazbu

DNA se musi pfipojit k vektoru

DNA molekula, kterd je schopna nezavislé replikace v hostitelském
organismu

Plasmidy
Snadnd izolace a purifikace
Mnozeni v mnoha kopiich
Pfitomnost selekénich markert
Viry
Pfipojeni k vektoru pomoci DNA ligasy
Vytvori kovalentni vazbu mezi DNA vektoru a klonovanou DNA
Genova knihovna

Soubor viech genu organismu, které byly vloZeny do klonovacich vektor(

GIAATTC
Ucebnice Madigan a kol., tab. 12.1, str. 315 C

CCCIGGG
GGGICCC

Funkce restrik(“:nl'iend;)nukleasy a DNA ligasy

Zavedeni rekombinantni DNA do
hostitelského organismu

Hostitel
Rychly rlst v levném médiu
Mikroorganismy
Prokaryotni (E. coli)
Eukaryotni (S. cerevisiae, Pichia pastoris, bunécné kultury)
Metoda transformace

DNA je pfenesena pres bunécnou sténu a cytoplasmatickou
membranu
Kompetentni buriky

Elektroporace

Na buriku se pUsobi elektrickym proudem, ktery zpUsobi otvory v bunééné
sténé a DNA vstupuje do buriky

Selekce bunék obsahuijicich
rekombinatni DNA

Ne vsechny buriky byly transformovany (neobsahuji
rekombinantni DNA)
Vyuziti klonovani do plasmidu, ktery obsahuje gen
pro rezistenci k ur¢itému antibiotiku
Pfima selekce na médiu obsahujicim antibiotikum
Vektor musi byt rezistentni k antibiotiku, hostitel citlivy
Kanamycin, ampicilin

Identifikace rekombinantniho klonu

Metoda hybridizace nukleovych kyselin
DNA nebo RNA sonda (préba)

Molekula DNA nebo RNA (i ¢ast), ktera ma stejnou sekvenci
nukleotidd jako hledany gen

Znaceni pomoci radioaktivni, fluorescen¢ni nebo barevné znacky
Vyuziti komplementarity bazi
Jako vzorek slouzi DNA
Southern hybridizace
Pokud je gen exprimovan, je mozné sledovat
pfitomnost proteinu

Kultivace kolonie na specifickém médiu




Ucebnice Madigan a kol., obr. 12.18, str. 333

Identifikace rekombinantniho klonu

DalSi zdroje DNA pro klonovani

Gen amplifikovany pomoci PCR
Klonovani zndamého genu

DNA syntetizovand z mRNA
Reverzni transkriptasa
Eukaryotické geny

Synteticka DNA

VyuZiti znamé sekvence proteinu

Postup klonovani obdobny jako u shotgun metody
Obvykle postaci jednoducha selekce transformantt

PCR

PCR = polymerase chain reaction (polymerasova Fetézova
reakce)

Useky DNA mohou byt zndsobeny in vitro a7 10° x
béhem 1 hodiny

Vysledkem je velké mnozstvi specifickych gen( pro
klonovani, sekvenovani a cilené mutace

Vyuziti i pro identifikaci mikroorganismf, které
nemohou byt kultivovany

Postup pri PCR

Ptiprava reakéni smési
Vzorek DNA
DNA polymerasa
Smés nukleotidl
Primery
Kratké syntetické iseky DNA homologni k zesilované DNA
Vidy 2
PCR cyklus
Denaturace DNA (teplem, vldkna se oddéli)
Pfipojeni DNA primert na oba konce kopirované DNA (po ochlazeni)

Syntéza dvou vlaken z primer0, kazdé komplementarni k jednomu z plvodnich
vldken

Termostabilni DNA polymerasa (Thermus aquaticus, Pyrococcus furiosus)
Opakovani cyklu
Termocykler

o

Technika PCR

Exprese klonovanych gent

Klonovani je Uspésné jen tehdy, je-li klonovany gen
exprimovan (tj. funkéni) v novém hostiteli
Hostitelska burika musi rozpoznat promotor, vazebné
misto ribozomu, startovaci a koncovy signal pro
transkripci a translaci
PUvodni promotorova oblast a vazebné misto ribozomu muze
byt nahrazeno odpovidajicimi sekvencemi E. coli
Expresni vektory
Regulace kontroly exprese
Fuze klonovaného genu s promotorem a operdtorem




Exprese klonovanych gent

Exprese eukaryotickych gend v bakteriich neni snadna
Eukaryotické geny obsahuiji introny, které bakterie neumf
odstranit a geny nejsou exprimovany v E. coli
Odstranéni intronl pfed klonovanim
Klonovani pomoci mRNA
Ziskani genu pomoci znamé sekvence proteinu (synteticky gen)
Geny musi byt umistény pod bakteridlnim promotorem
Ucinnost translace je ovlivnéna preferenci kodon(
Rada posttransla¢nich modifikaci u savéich proteind, kterych
bakterie nejsou schopny
Cim vice jsou organismy pfibuzné, tim je pravdépodobnéjsi, 7e
geny budou exprimovéany
Vyuziti eukaryotickych hostiteld
Kvasinky, bunécné kultury, zvirata, rostliny

Klonovani genu pomoci mRNA

Pro klonovani eukaryotickych gen(

Izoluje se mRNA (bez intront)
VyuZziti poly-A fetézce k separaci mRNA od

ostatni RNA Ucebnice Madigan a kol.,
In vitro se syntetizuje komplementarni obr. 26.1, str. 763
DNA vldkno

Reverzni transkriptasa
To je pfevedeno na dvouvlaknovou

DNA, ktera je potom naklonovana do
vektoru

Klonovani genu pomoci proteinu

Syntéza genu na zakladé
znamé sekvence proteinu

Reverzni translace

In silico
Ucebnice Madigan a kol.,

Problémem je degenerace
obr. 26.2, str. 764

genetického kodu

P¥iprava syntetické DNA

Skladani a stabilita proteinli

Degradace vytvoreného proteinu proteasami

Toxicita eukaryotnich protein( pro prokaryotického
hostitele

Tvorba inkluznich télisek
Problémy ze solubilizaci proteind
Nespravné skladani proteinu

Aplikace genového inZenyrstvi v
biotechnologii

(Mikro)organismy mohou byt manipulovany za vzniku
novych vlastnosti a metabolickych schopnosti

MnoiZstvi proteinu kddovaného genem mUze byt u
mikroorganism0 zvyseno naklonovanim genu do
plasmidu vyskytujiciho se v mnoha kopiich

Vyroba klinicky dlleZitych proteint
Vakciny

Zemédélstvi

Dalsi aplikace

Klinicky vyznamné proteiny

E. coli a kvasinky se vyuZivaji pro vyrobu klinicky
dllezitych proteinG
Hormony
Inzulin
Ristové faktory
Krevni proteiny
Faktor VII, VIII, IX (proteiny nutné pro srazlivost krve)
Imunomodulatory
Interferon o (antivirova a protinadorova aktivita)
Interferon B (Iécba sklerdzy)
Lysozym (protizanétliva aktivita)
Terapeutické enzymy
DNAasa (lé¢ba cystické fibrosy)




Vakciny

Suspenze mrtvych nebo modifikovanych bakterii a virQ
Jsou pouzivany k imunizaci proti nemocem, vyvolavaji
imunitni odezvu

Hepatitida A a B, spalnicky, vzteklina, chfipka, obrna,
cytomegalovirus

Tetanus, zaskrt

Vakciny

Rekombinantni vakciny
Delece virulentnich gent
Vektorové vakciny
Pridani genl udélujicich imunitu relativné nepatogennimu organismu
Polyvalentni vakciny
Kombinace obou pfistuptl
Imunita k vice patogenim
Subjednotkové vakciny
Klonovéni pouze specifickych proteinti nebo jejich imunizujicich &asti
Napf. obalové proteiny viru
Vyuziti eukaryotnich hostitell (glykosylace)
DNA vakciny
VyuZziti genetického materialu patogenu k imunizaci
Tvorba imunogenniho proteinu v organismu

Bioremediace

Upravené mikroorganismy se vyuZivaji pro degradaci
zdravi Skodlivych latek (napf. olejové skvrny, tézké
kovy, herbicidy)

Konstrukce metabolickych drah

Sestavovani novych nebo vylep3ovani existujicich metabolickych
drah

Vy33i produkce pozadovanych metabolitd
Obvykle u mikroorganismu

Jednodus3i manipulace nez u vyssich organismu
Geny kédujici enzymy metabolické drahy mohou pochazet z
jednoho nebo vice organisma, musi vSak byt klonovény a
exprimovany synchronizovanym zplsobem
Modifikované mikroorganismy jsou vyuZity pro vyrobu riiznych
produktt

Ethanol

Rozpoustédla

Aditiva

Barviva

Antibiotika

Aplikace v zemédélstvi

Obvykle nepfimy zpUsob vyuZiti mikroorganism
Vyuziti mikrobialnich gent a jejich produktd
Vyuziti mikroorganism pro klonovéni

Transgenni rostliny
Transgenni zvifata

Transgenni rostliny

Rostliny jsou geneticky upravovany tak, aby ziskaly
razné formy rezistence

Rezistence k hmyzu, virovym a bakteridlnim onemocnénim, herbicidim
Rezistence ke stresovym podminkam (sucho, salinita atd.)

Zlepseni vlastnosti

Oddaleni kazeni

Zlepseni vyZivovych hodnot

Zvyseni vynosu
Vyroba lidskych protilatek, protein(, vakcin (,jedlé
vakciny“)
VyuZiti pro odstrafiovani tézkych kovt z ptdy
Geny se zavadéji do rostlinného organismu pomoci
bakterie Agrobacterium tumefaciens




Agrobacterium tumefaciens

ZpUsobuje nadory na rostlinach

Schopna prenaset geny do rostlin pomoci Ti (tumor-
inducing) plasmidu, jehoz ¢ast (T-DNA) se zabudovava
do chromozomu rostlinné bunky

T-DNA kdduje enzymy pro syntézu rostlinnych
hormon(

Geny pro syntézu hormond mohou byt nahrazeny
jinymi geny, které budou preneseny do rostliny a
zaclenény do rostlinné DNA

Pro expresi genu v rostliné je nutné pouzit rostlinny
promotor, vazebné misto ribozomu a stop signal

Ucebnice Madigan a kol., obr. 26.9, str. 775

Princip transformace rostlin pomoci Agrobacteria tumefaciens

Bakteridlni toxiny jako insekticidy

Bacillus thuringiensis — Bt toxin
Syntetizuje proteinovy krystal v dobé vytvareni
endospory
RGzné kmeny syntetizuji rizné toxiny
Toxicky pro larvy motyll a mold
Nékteré kmeny i toxiny proti larvam brouk( a much

Klonovani do Pseudomonas nebo pfimo do rostlin
(Bt kukuftice, Bt bavina)

Rezistence k herbicidim

Rezistence ke glyfosatu
Normalné inhibuje syntézu aromatickych aminokyselin
Klonovani genu kédujiciho rezistentni formu klicového
enzymu a transformace do zemédélsky vyznamnych
plodin

Gen izolovan z mutantnich bakterii rezistentnich ke glyfosatu

Sdja

Transgenni zvirata

Klonované geny jsou vneseny do oplozeného vajicka
mikroinjekci
Transgenni mysi jako modelovy systém pro studium
fyziologie savcu
Zvifeci modely pro studium lidskych onemocnéni
Produkce proteint farmaceutického vyznamu (pharming)
UzZite¢né zejména pro produkci lidskych protein( vyZzadujicich
specifické posttranslacni modifikace
Zlepsovani vlastnosti hospodarskych zvirat
Produkce methioninu diky zavedenym bakterialnim genlim
Degradace organického fosfatu (Enviropig™)
Zvysena produkce omega-3-mastnych kyselin
Rychle rostouci losos

Genové inZenyrstvi a vyzkum
mikroorganismu

Vyuziti v zdkladnim vyzkumu mikroorganisma
Vytvéreni novych mikrobialnich kmenu poskytuje
nastroj pro studium zakladnich mikrobidlnich proces(
(vztah struktury a funkce, bunécny rist, regulace
enzymu, mikrobialni ekologie)
Vyuziti cilené mutace, preruseni genl, knockout
mutace pro studium mutovaného organismu
Geny mohou byt riizné oznaceny pro zlepseni
identifikace proteinu (reportérovy gen), zjednoduseni
purifikaéniho postupu

Fazni proteiny




