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Realizace platformy pro systematické ladéni negativnich
autoregulacnich transkripc¢nich siti

-'/_*\-\,,

Pavel Zach!, Daniel Georgiev?

1 Uvod

V soucasné dob¢ se stdle vice projevuje trend vyuzivani geneticky modifikovanych or-
ganismu v pramyslové produkci chemikalii a 1éCiv, v medicing, i v mnoha jinych oborech.
Vyhody pouZiti jsou nesporné - pouzivané organismy (bakterie, kvasinky) jsou sami o sobé
malymi chemickymi tovarnami, které zvladaji syntézu chemickych sloucenin velmi rychle a
efektivné. Preprogramovanim téchto organismi (coz je Casto vlozeni ¢lovékem vytvorenych
systémil dovniti buiiky) dojde ke zméné chovani dané bunky, ktera pak zacne vytvaret nami
pozadované slouceniny ¢i vykazovat jiné pozadované chovéni.

Tyto Clovékem vytvorené systémy jsou nejcastéji ve formé plasmidu, nesouciho gene-
tickou informaci. ObsaZend genetickd informace je pak danym “programem”, podle kterého se
burika fidi.

2 Pouziti negativni autoregulacni transkripcni sité (NAR)

Pti pohledu na tyto programy jako na kybernetické systémy muzeme vyuzit poznatki z
teorie fizeni k tvorbé efektivnéjsiho kodu.

Jak bylo ukdzéano, zaporna zpétna vazba slouZzi v transkripCnich sitich ke zrychleni re-
akce systému [Rosenfeld et al. (2002)] a také zvySuje robustnost celé sité vici pusobicim po-
rucham (fluktuace teploty, pH..), tudiZ vysledné poCty vytvoienych proteini (produkty naseho
programu) vykazuji mensi varianci.

Toto jsou vlastnosti, které od naSeho programu pozadujeme. Samotné pouZiti NAR ndm
vSak nemusi stacit, Casto pozadujeme co nejvice predvidatelny pocet vytvorenych proteint pii
pfitomnosti piisobicich poruch. K tomu je potfeba NAR adekvatné naladit.

3 Platforma pro systematické ladéni

Pro nami jiz diive navrZeny algoritmus efektivniho ladéni bylo potfeba vytvofit experi-
mentalni platformu. Tato platforma musela samoziejmé obsahovat NAR k ladéni, a také musela
poskytovat jednoduchy zptisob uréeni vysledné koncentrace vytvorenych proteind. Diiraz byl
také kladen na co nejmensi Casovou a experimentalni ndro¢nost ladéni.

Byl tedy navrZen a realizovan systém tii gend (Obrazek 1) - Lacl (negativni reguldtor
produkce jak vlastni, tak i ostatnich dvou genl), GFP (zeleny fluorescencni protein) a RFP
(Cerveny fluorescencni protein).

Pouziti fluorescen¢nich proteini umoziuje jednoduché nepiimé urceni jejich koncent-
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Obrazek 1: Vlevo: Jeden z dil¢ich plasmidi. Restrikéni mista (oznacena S) umoziiuji snadné
vyjmuti vnitfni ¢asti pro pouZziti ve findlnim konstruktu.

Vpravo: Vyslednd platforma pro systematické ladéni. Je vidét inhibice ¢ésti p/, které jsou zod-
povédné za miru produkce proteinti z danych prilehlych gent. PouZité geny byly ziskany od
sdruzeni BioBricks Foundation (http://biobricks.org/).

race pomoci méfeni hladiny fluorescence, kterd je preprogramovanymi buiikami emitovana.

4 Vysledna realizace

Néami vybrané geny bylo zapotiebi vzajemné pospojovat a tim vytvofit findlni plasmid.
Jako techniku pro toto spojeni byla vybrana pomérn€ nova metoda, tzv. Gibson assembly [Gib-
son, Daniel G., et al. (2009)]. Jeji princip spociva v tom, Ze se na konce dvou sousednich gent
metodou PCR pridaji identické sekvence. Geny s identickymi okrajovymi sekvencemi se poté
v jedné reakci vzajemné pospojuji (viz Obrazek 2).

Obrazek 2: Schéma vytvoreni findlniho plasmidu pomoci Gibson assembly.
Zdroj: Team Washington, iGEM 2011 (http://2011.igem.org/Team:Washington/)
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Ladéni je v§ak moZné realizovat pouze na plasmidu s jednim genem, proto byly pfedtim
vytvoreny tfi dil¢i plasmidy, obsahujici dané geny s poZadovanymi piesahy. Na okrajich téchto
gend jsou tzv. restrikéni mista, umoznujici jejich snadné vyjmuti ped vloZzenim do plasmidu
findlniho. Toto feSeni velmi sniZuje experimentélni narocnost, jelikoZ takto dané dily jiz maji
pozadované identické sekvence na svych okrajich. Po naladéni jsou tak dily pfimo vyjmuty a
pouZzity na sestaveni findlniho konstruktu, kde mohou byt jejich parametry snadno otestovany.
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