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Abstrakt

Syntetickd biologie je multidisciplinarni obor vyuzivajici prvkll zejména molekularni biologie,
genového inzenyrstvi a bioinformatiky. Mezi jeji hlavni cile fadime mimo jiné design novych, v piirodé
se nevyskytujicich zivych systému s novymi vlastnostmi, napiiklad produkei 1é€iv ¢i jinych prumyslove
vyznamnych molekul a design a standardizace prvka biologickych systémi a setll nastroji pro praci

S nimi.

Kvasinky, mezi nimi hlavné Saccharomyces cerevisiae, jsou pro tento obor lakavym subjektem
kvili svému efektivnimu systému homologni rekombinace schopnému na zakladé oblasti homologie
jednoduse zaclenit exogenni DNA a déle kvili flexibilnimu genomu, ktery umoziuje provadét rozsahlé
modifikace bez velkych dopadi na fitness. Diky vlastnostem typickym pro eukaryotni organismy je také
vhodné vyuzivat kvasinkové expresni systémy coby bunécné tovarny, nebot’ pfirozené provadi post-
transla¢ni modifikace na proteinech, coz otevira moznosti produkce heterolognich proteini savct a
dalsich skupin organismu. Tyto vlastnosti délaji ze Saccharomyces cerevisiae idealniho kandidata pro
zéakladni vyzkum genovych interakci skrze knihovny specificky modifikovanych kmenti, primyslovou

produkeci organickych molekul a design a aplikaci novych nastroji pro modifikaci genomd.

Kli¢ova slova: Saccharomyces cerevisiae, biologie kvasinek, synteticka biologie, expresni systémy,

synteticka genomika, homologni rekombinace, synteticky genom, Sc 2.0

Synthetic biology is a multidisciplinary field using elements of molecular biology, genetic engineering
and bioinformatics. Its main objectives include, but are not limited to, the design of new, naturally
occurring living systems with novel properties, such as the production of pharmaceuticals or other
industrially important molecules, and the design and standardization of biological system components

and toolkits.

Yeasts, and Saccharomyces cerevisiae in particular, are an attractive subject for this field
because of their efficient homologous recombination system capable of easily incorporating exogenous
DNA based on regions of homology and a flexible genome that allows large-scale modifications without
major fitness impacts. As a eukaryotic organism, it is also convenient to use yeast expression systems
as a cellular factory because it naturally performs post-translational modifications on proteins, opening
up the possibility of producing heterologous mammalian and other eukaryotic proteins. These properties
make Saccharomyces cerevisiae an ideal candidate for basic research on gene interactions through
libraries of specifically modified strains, industrial production of organic molecules, and the design and

application of novel genome modification tools.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, yeast biology, synthetic biology, expression system,
synthetic genomics, homologous recombination, syntethic genome, Sc 2.0
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Seznam pouzitych zkratek

DSB Double Strand Break, dvojity zlom v DNA
GB  Golden Braid

GG  Golden Gate

HR  homologni rekombinace

RE  restrik¢éni enzym

TU  transcription unit, transkripéni jednotka
YTK Yeast Toolkit

MYT Multiplex Yeast Toolkit

PRO promotor

CDS coding sequence, kodujici sekvence

TER terminator

ORF open reading frame, jiny nazev pro kodujici sekvence

bp base pairs, pary bazi, jednotka udavajici délku sekvence nukleovych kyseli



1. Uvod

Kvasinky, a znich zejména Saccharomyces cerevisiae, jsou od nepaméti pro lidstvo
vyznamnym organismem. Béhem historie byl tento druh relevantni zejména kviili svym
schopnostem fermentace, ale v poslednich dekadach se stal také zasadnim mikroorganismem

pro biologicky vyzkum.

Naptiklad pravé synteticka biologie, coz je multidisciplindrni obor zahrnujici prvky
molekularni biologie, genového inzenyrstvi, systémové biologie a bioinformatickych obord,
vyuziva hojné tuto kvasinku pro manipulaci s velkymi molekulami DNA, jako modelovy
organismus pro zakladni vyzkum eukaryotickych bunécnych systémi, jako bunécnou tovarnu

(cell factory) pro syntézu prumyslové vyznamnych molekul a v mnohych dalSich oblastech.

Jednou ze zasadnich vlastnosti pro Gcely syntetické biologie je velmi silna schopnost
homologni rekombinace, ktera pfirozené¢ slouzi jako metoda opravy DNA pii dvojitych
zlomech (DSB = double strand breaks). Tento systém je schopen ligace dvou molekul DNA za
pritomnosti relativné kratkych usekd homologie na okrajich molekul, coz Ize provést i uméle
vlozenymi molekulami DNA, které si piejeme integrovat do nékterého z chromozomt.
Saccharomyces cerevisiae je tedy velmi efektivnim chassis pro praci s velkymi molekulami
DNA, at’ uZ jde o inzerci celych genovych kaskad do vlastniho genomu kvasinky, ¢i tfeba

sestavovani celych neochromozomt in vivo (Schindler et al., 2023).

Tato prace rozebird vyuZiti postupi typickych pro syntetickou biologii pii piipravé
kvasinkovych expresnich systémi pro syntézu heterolognich proteint a jinych organickych
molekul hlavné pro medicinské ucely, aplikaci a design standardnich seti nstroji pro praci
s DNA vramci kvasinkovych kmenl a nakonec vyuziti kvasinek k sestavovani velkych
makromolekul DNA v fadu desitek az stovek tisic bazi do castecné, ¢i uplné syntetickych
chromozoml a genomtl. Sestavovani chromozomu je téz v praxi vyuzivano k pfestavbam a
optimalizaci samotného genomu S. cerevisiae. Pokroky v poli syntetické biologie také
umoznuji hlubsi studium genovych funkci pomoci uméle ptfipravenych knihoven definované

upravenych kment kvasinek.



2. Kvasinky jako nastroj syntetické biologie

Syntetickd biologie je fuzni obor vyuzivajici metody nékolika biologickych a
informatickych obort. Jeji naplni je hlavné tvorba rekombinantnich nukleovych kyselin a jejich
vyuzivani k produkci transgennich organisml za riznymi ucely, k vyzkumu molekularnich

procest, nebo ke tvorb¢ predvidatelnych seti nastroju pro dalsi biotechnologické obory.

2.1 S. cerevisiae jako expresni systém a chassis

Jednim z velmi dilezitych vyuziti syntetické biologie je tvorba expresnich systému. Expresni
systém zahrnuje organismus, vyuzity jako chassis pro vnaseni cizorodych genu ¢i celych
metabolickych drah, a expresni vektor, kterym je exogenni DNA pfenesena do cilové buiiky.
Termin chassis v kontextu syntetické biologie ptedstavuje druh organismu jako platformu pro
konstrukci geneticky upravenych zivych systémut. Timto zplsobem je mozno piesmérovat
metabolismus cilového organismu k produkci heterolognich proteini ¢i jinych latek, které jsou

in vitro velmi tézko ziskatelné.

Podle typu pouZitého organismu se dé€li systémy na dvé hlavni skupiny: prokaryotické
a eukaryotické. Kazdy typ ma své prednosti i nevyhody, produkované latky jsou syntetizovany
v peclivé vybranych expresnich systémech, aby se zarucil co nejvétsi vytézek. Urcité organismy

maji primyslové relevantni vlastnosti, jako je tomu napiiklad u kvasinek a fermentace.

Prokaryotické expresni systémy, typicky bakteridlniho charakteru, byly v poc¢atecnich
fazich vyvoje rekombinantnich proteinii pouZzivany vice nez systémy eukaryotické. Valna
vétSina relevantnich 1€Civ a latek je produkovéna v systému s lidskou symbiotickou
enterobakterii Escherichia coli, ktera slouzi jako modelovy mikroorganismus po celé 20. stoleti.
Bakteridlni expresni systémy jsou diky své prozkoumanosti a relativni jednoduchosti kultivace
popularni volbou pro produkci v biotechnologickém primyslu. Ackoliv je podil
rekombinantnich 1é¢iv produkovany bakteriemi niz$i nez dtive, dodnes se takto vyrabi cca 30%

produkti na trhu (Sanchez-Garcia et al., 2016) .

Ackoliv pro mnohd uplatnéni je bakteridlni systém vhodny, syntéza proteinil vyzaduje

v mnohych ptipadech urcité post-translaéni modifikace (=PTM, nejcastéji jde o glykosylaci)
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nebo vyzaduje eukaryotické chaperonové proteiny ke spravnému skladani ( folding ) proteinu.
Bakterie (a prokaryota obecn¢) tyto Upravy u svych vlastnich proteini postradaji (Ferrer-
Miralles et al., 2009). Neptitomnost molekularniho aparatu pro tyto Upravy zpisobuje, ze
bakterialni systém miize produkovat latku mimo funk¢ni nativni konformaci ¢i bez kriticky
dalezitych chemickych skupin na fetézci. Zejména tyto problémy vedly béhem dekad k vyssi

adopci eukaryotnich expresnich systémd.

Z eukaryotickych expresnich systémi se nejvice produkuje v sav€ich bunécnych liniich,
vzhledem k tomu, ze zddané proteiny jsou casto urceny k medicinskym ucelim. Sav¢i linie maji
ze vSech typu systému clovéku nejpodobnéjsi molekularni aparat, a tudiz je potieba nejmensich
metabolickych zmén k produkci proteinti ve spravné konformaci a se spravnymi PTM. Oproti
kultiva¢nich podminek. Vzhledem k mnohobunécéné povaze ptivodniho organismu, ze kterého
je expresni systém odvozen, maji bunky specifické naroky na okolni podminky. Za normalnich
okolnosti je homeostdza organismu udrzovana soucinnosti vice organovych soustav.
V laboratornich podminkach je ale potieba udrzovat stalou teplotu, pH, osmoticky tlak a dalsi

faktory uméle, coz zplisobuje vyssi nakladnost produkce.

Kvasinkové bunécné tovarny v sobé kombinuji lakavé vlastnosti bakteridlnich i
nemikrobialnich eukaryotickych expresnich systémil. Vzhledem ke své eukaryotni povaze jsou
schopné vyssi miry produkce funkénich lidskych proteinti nez naptiklad E. coli, zatimco si
udrzuji nizsi naroky na kultivaci oproti systémiim odvozenym z mnohobunécnych organismi.
Jako jednobunécnd houba je S. cerevisiae schopna ptizpisobeni SirSimu spektru podminek,
napfiiklad nizsi pH, vyssi koncentrace cukrli a alkoholl ¢i vyssi osmoticky tlak v médiu (Hahn-

Higerdal et al., 2007) .

V biotechnologickém primyslu se pomoci expresnich systém vyrabi hlavné
heterologni (tedy organismu cizi) proteiny, vétSinou vyuzivané jako farmaceutika. Prvnim takto
produkovanym lé¢ivem proteinového charakteru byl inzulin, vyuZivany k 1écb¢ relativné Casté
autoimunitni nemoci diabetes mellitus 1. typu. Lidsky inzulin je protein o dvou fetézcich (A a
B), ktery ovlivituje glykémii pacienti. Vyzkum tou dobou probihal na enterobakterii E. coli, a
koncem sedmdesatych let bylo moZno syntetizovat oba fetézce proteinu (Goeddel et al., 1979),
ackoliv do komer¢ni produkce vstoupil az v nésledujicim desetileti pod jménem Humulin
(human insulin, produkovano spolecnosti Eli Lily) (Riggs, 2021). V pribéhu osmdesatych let
bylo ve spojenych statech schvaleno k produkci pouze devét rekombinantnich proteinovych
1é¢iv, do roku 2015 to jiz bylo témét 400 (Sanchez-Garcia et al., 2016). Kromé heterolognich
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proteinii se kvasinkové systémy hojné vyuzivaji pro syntézu jinych organickych molekul.
Kromé historicky nejrelevantnéjSiho kvasinkového produktu ethanolu se produkuji dalsi
alkoholy jako n-butanol ¢i glycerol. Z dalsich latek potom napiiklad organické kyseliny jako
kyselina pyrohroznova, octova ¢i mravenci, dale pak vanilin, ¢i B-karoten (Kim et al., 2012).
Vyse zminéné latky jsou vétSinou relativné jednoduché, co se tyce struktury ¢i biosyntetické
drahy. Piikladem nepeptidovych molekul vyzadujici import celé biochemické drahy jsou
naptiklad semisyntetické opioidy thebain a hydrokodon vyzadujici pti syntéze z cukrt 21 a 23
flavonoid breviscapin ptivodn¢ izolovany z rostliny Erigeron breviscapus, ktery je vyuzivan

k 1é¢be kardiovaskularnich onemocnéni (Liu et al., 2018).

Produkce rekombinantnich farmaceutik na primyslové trovni je podminéna zvolenim
dobrého bunééného chassis, jehoz molekularni aparat je dobfe prozkoumén a tudiz je mozné
optimalizovat expresi heterolognich proteint tak, aby se produkovala dostate¢né koncentrace
produktu s predvidatelnymi vysledky. Bé&hem desetileti vyzkumu se nashromdazdilo
v databazich obrovské mnozstvi dat, diky nimz miizeme pomoci bioinformatickych metod
vhodné optimalizovat genovou expresi. I ztohoto diivodu je kvasinka Saccharomyces
cerevisiae lakavym zakladnim blokem pro préci, nebot’ je prvnim eukaryotnim organismem s
pln¢ sekvenovanym genomem (Goffeau et al., 1996), tradice prace s kvasinkovymi kulturami

je tedy velmi silna.

Pro design a konstrukci kvasinkovych expresnich systéml je moZzné zvolit ze tii
hlavnich strategii: raciondlniho metabolického inZenyrstvi, inverzniho metabolického
inZenyrstvi a evolu¢nich strategii (Kim et al., 2012). Pfi racionalnim metabolickém inzenyrstvi
se vychazi z existujicich biochemickych a genetickych informaci o kvasince, kterd bude
nasledné podléhat upravé metodami syntetické biologie pro ziskdni zddané¢ho fenotypu. Pii
inverznim postupu se postupuje opacné, tedy se vychdzi z fenotypu a nasledné se dohledava
genotyp, ktery ho podminuje. Behem postupu se vyuZije bud’ ndhodné mutageneze ¢i genového
knock-outu k sestaveni knihovny kment s riznymi fenotypy, nebo se vyuziva transformace
plazmidy, které selektivné inhibuji nebo zvySuji expresi specifickych genl s pleiotropnim
efektem. Po indukci zmén exprese nebo odstranéni segmentii genomu nésleduje set
komparativnich analyz na vybranych mutantech, kde jsou identifikovany geny zpiisobujici dany
fenotyp. Po identifikaci zacastnénych genli a charakterizaci jejich vlivu je na jejich zakladé
sestaven novy expresni systém (Lee et al., 2011). Alternativou k molekularn¢ genetickym

upravam cilovych kvasinek jsou evoluc¢ni strategie. Oproti pfedchozim metodam maji evolucni

4



strategie vyhodu v tom, Ze neni nutné znat piesné molekuldrni mechanismy nutné pro ziskani
zadan¢ho fenotypu. Aplikaci urcitych selekénich podminek dochazi postupem casu
k akumulaci mutaci, z nichz n¢které maji pozitivni (z pohledu priimyslové produkce) vliv na
fenotyp bunky (Kim et al., 2012). Selekci vhodnych kolonii 1ze takovéto pozitivni mutace
akumulovat, dokud se kmen neadaptuje na pozadované externi stimuly. Timto zplisobem je
mozno napiiklad adaptovat kvasinku na pfijem nového zdroje uhliku (Liu & Hu, 2010) nebo

na toleranci k n€kolika externim stresortim (Cakar et al., 2005) .

SYSTEMS BIOLOGY

FuNCTIONAL
BIOINFORMATICS
GENOMICS

Wild type s ;
e P
GENE(S) LEvELS

SYNTHETICBIOLOGY

Obrdzek 1- Kroky popisujici pracovni postup pii pFipravé metabolicky modifikované kvasinky

(Kim et al., 2012)

NejcastéjSi pracovni postup pro piipravu expresniho sytému, tedy raciondlni
metabolické inZenyrstvi, se da rozdélit do péti hlavnich bodl (viz. Obrazek 2). Prvnim
zachytnym bodem je vybér produktu. Podle charakteru produkované latky se nasledné vybere
spravné bunécné chassis na zaklad¢ informaci o vnitinich biochemickych drahach, dostupnosti
nastrojii genového inZenyrstvi nebo tfeba schopnostem fermentace (Keasling, 2010) . Tretim
krokem je identifikace gent, které ovliviiuji produkci a nalezeni mechanizmi, jimiz se tak déje.
Geny s pozitivnim vlivem na produkci jsou geny biosyntetické drahy produktu, geny pro
odpoveéd’ na stresory nebo geny posilujici export findlniho produktu. Tyto geny mohou byt
endogenniho nebo exogenniho plvodu. Z relevantnich genii je nasledné sestavena cela
biosynteticka draha, ktera mtze byt bud’ v celku vloZena do kvasinky z odlisného druhu, nebo
designovana de novo zriznych charakterizovanych prvkil biosyntetickych drah (Prather &

Martin, 2008). Negativné ovliviiujici geny vedou obecné ke snizeni produkce, at’ uz tvorbou
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jinych proteini kompetujicich o spolecné intermediaty nebo degradaci produktu (Kim et al.,
2012). Ve ¢tvrtém kroku je potieba provést analyzu kvantitativnich a kvalitativnich vlastnosti
genu identifikovanych v pfedchozim kroku (at’ uz tpravou poctu kopii gend, integraci do
chromozomu ¢i deleci ), a v patém a poslednim kroku se pouze optimalizuji miry exprese

v biosyntetické draze produktu k docileni nejvyssich vytézki (Kim et al., 2012).



2.2 Homologni rekombinace S. cerevisiae

Jednou z nejcennéjSich vlastnosti Saccharomyces cerevisiae, co se tyCe syntetické
biologie, je jeji schopnost integrovat cizorodou DNA do svého vlastniho genomu pomoci
homologni rekombinace a nezvykle velka plasticita co se tyce genovych piestaveb. Na zakladé
pouze kratkého piekryvu homologni DNA je kvasinka schopnd svou masinerii pro opravu

zlomt ve vlastni DNA integrovat i cizorodou molekulu.

K homologni rekombinaci piirozen¢ dochazi po nalezeni poskozeni DNA. Po detekci
poskozeni néasleduje jeden z opravnych mechanismi, mezi které fadime mimo jiné i homologni
rekombinaci. Uméla indukce takovéhoto poSkozeni vyZaduje tvorbu dvoufetézcovych zlomu
v DNA (také DSBs = double strand breaks). Moznymi prostfedky pro indukci tohoto poskozeni
jsou naptiklad plazmidem kodované meganukledzy jako I-Scel nebo HO, které jsou
exprimovany pod inducibilnim promotorem, omezené vystaveni y-zareni, nebo chemikalie jako

bleomycin, zeocin, ¢i methylmethansulfonat (MMS) (Eckert-Boulet et al., 2011).

Na opravé dvouretézcového poskozeni DNA se podili celd fada genti. Zasadni roli u
kvasinky Saccharomyces cerevisiae hraje skupina RADS52, kterd zahrnuje celou skupinu gent
kodujicich proteiny tvofici opravny komplex. Jejich inaktivace vede k naruseni opravnych
procesti (Symington, 2002). V pribé¢hu opravy se zucastnéné proteiny shlukuji do velkych
proteinovych komplexii o vaze v fadu gigadaltoni (Eckert-Boulet et al., 2011). Opravné
proteinové komplexy jsou pozorovatelné i in vivo pod mikroskopem viz Obréazek 2. . Dilezitym
faktorem pro homologni rekombinaci je délka homolognich sekvenci vyuZitych pro
rekombinaci. Pro drahu vyuZivajici gen RADS5! je nutnd homologni sekvence dlouhd kolem
100bp, zatimco mechanismy nezavislé na RAD51 vyZaduji pouze cca 30bp homologie (Ira &

Haber, 2002).

Mechanismy propojujici oddélené tetézce nukleovych kyselin jsou v laboratornich
podminkach vyuzivany k integraci cilovych molekul cizorodé¢ DNA do genomové DNA. Tento
proces je centralnim ukonem nutnym pro expresi rekombinantnich proteini ¢i ziskani urcitych
zadanych fenotypickych znaki. Nové metody vyzkumu struktury genomu kvasinek jako je S.
cerevisiae umoznily v poslednich letech vytvofit vcelku detailn€ anotovanou genetickou mapu,
jejiz informace o promotorech ¢i restriknich mistech dnes slouzi k designu novych

pramyslovych néstrojii pro praci s touto jednobunéénou houbou. Informace o anotovaném



genomu lze najit napiiklad v databazi SGD, neboli The Saccharomyces Genome Database

(https://www.yeastgenome.org/) .

DSB ends Mrelil
TITITIOILT IOICIIITIT + » » + Rad50 = Tell
% Xrs2 \\\
v-H2A = Rad9 =% Rad53
/ checkpoint
Ddc2-Mect
Y Rad59
single-stranded DNA
e L TTT .« « « RPA Rad52 Rdh54
Rad51

Rad55-Rad57
Rad24-RFC

Rad54
repair

Ddc1-Mec3-Rad17

Obrazek 2- Nahore, opravné drahy vyvolavajici homologni rekombinaci vyuzivajici
proteiny skupiny RADS52. Dole, proteinové komplexy s fluorescencné oznacenym
RADS 1 jsou pozorovatelné in vivo pod fluorescencnim mikroskopem (vlevo). V pravo
bunky v diferencialnim interferencnim kontrastu. Prevzato z . (Eckert-Boulet et al.,
2011)

Vyse popsané schopnosti homologni rekombinace dé€laji ze Saccharomyces cerevisiae
a ostatnich kvasinek skvélé prostiedi pro syntézu plazmidovych vektort, velkych molekul DNA

jako jsou syntetické bakterialni genomy a dalSich konstruktti nukleovych kyselin.


https://www.yeastgenome.org/

2.3 Toolkits a jejich zakladni principy

2.3.1Zakladni principy

Zasadni usnadnéni designu novych expresnich systémi ¢i jinych specificky upravenych kment
prinasi takzvané ,toolkits*, neboli sady néstrojii. Obecné tyto standardizované sady molekul
DNA umoziuji modularni, ohebny design pro integraci cilovych molekul DNA do specifického
integra¢niho mista. Soucasti téchto standartnich sekvenci mohou byt napiiklad promotory,
terminatory, fluorescencni znacici proteiny, selekéni markery a pocatky replikace. Kromé
téchto Casti mohou sety zahrnovat vstupni vektor, na ktery mohou byt klonovany dalsi
sekvence, o jejichz integraci usilujeme (Lee et al., 2015). Pro pracovni pfistupy syntetické
biologie je zdsadni flexibilita prostfedk, v setu by se tedy mély vyskytovat sekvence se Sirokou
Skalou aktivity v buiice, naptiklad rizné silné promotory nebo sekvence mifici na specifické

lokusy v kvasinkovém chromozomu (Lee et al., 2015).

Prvnim vyznamnym pokusem o standardizaci syntézy molekul DNA byl systém
NOMAD. Tento protokol vyuziva jako standartni klonovaci vektory plazmidy pNOMADI a
pNOMAD?2, které¢ disponuji S§t€pnymi misty pro restrikéni enzymy ( RE ) typu IIS (BsmBI a
Bsal) (Rebatchouk et al., 1996). Zasadni vlastnosti téchto enzymi je jejich schopnost Stépit
DNA v definované vzdalenosti mimo své rozpoznavané sekvence. Toto ve vysledku umoziuje
na zéklad¢ okolnich sekvenci DNA tvofit nové piedvidatelné piesahy pouzitelné pro naslednou
ligaci (Rebatchouk et al., 1996). Tvorba definovanych pfesaht mimo restrikéni misto pomoci
zminénych endonukledz umoziuje inzerci smérované poskladanych moduld na plazmidovy
assembly vector ((NOMADI nebo 2). Oproti modernéjSim metoddm jako je Golden Gate
assembly je pfi tomto postupu potieba poskladat jednotlivé moduly do plazmidu postupné, a to
po Sté€peni jednou ze zminénych restrikénich endonukleaz. Tyto enzymy produkuji kohezni
konce kompatibilni s konci tvofenymi endonukledzou Styl. Tato endonukledza je vyuZita
k opracovani koncii jednotlivych moduli a umoziuje jejich postupné poskladani do
multimodulového konstruktu s definovanou posloupnosti (Rebatchouk et al., 1996). Autofii
tohoto protokolu navrhuji sdileni vytvofenych moduld a vektort v ramci oteviené knihovny.
Tento pfistup je pozd¢ji aplikovan pro dalsi postupy a tvoii podstatné jadro pole syntetické

biologie.



Obecné je transformace kvasinky zprostfedkovana plazmidem obsahujicim cilové
zajmové sekvence. Zakladni, a poté casto modifikovanou, metodou syntézy téchto
plazmidovych vektorl je dnes tzv. Goldem Gate assembly (=GG), kterd umoziuje za pomoci
endonukledz typu IIS syntézu plazmidi obsahujicich 1 multigenové komplexy. Podstata tohoto
postupu tkvi v pouzivanych restrik¢nich enzymech, typicky bud’ Bsal nebo BsmBI, které $tépi
DNA mimo svou rozeznavanou sekvenci jako pfi vySe zminéné strategii NOMAD. Tyto
endonukledzy po Stépeni zanechdvaji 4bp dlouhé, definované presahy, které umoznuji
smerované lepeni i nékolika transkripcnich jednotek za sebe (Agmon et al., 2015) . Vyznamnym
pokrokem je ale moznost poskladat jednotlivé moduly do assembly vektoru v jednom kroku,
tedy v takzvané ,,one-pot* reakci, kdy dochazi najednou k digesci (opracovéani) a ligaci

jednotlivych modult transkripéni jednotky (Agmon et al., 2015) .

Jednou specifickou upravou GG je yGG, tedy yeast Golden Gate. Tato metoda
optimalizuje uziti GG definovanim tii zasadnich ¢asti kvasinkovych genti ( PRO = promotor;
CDS = coding sequecne; TER = terminator ) a vybranim konkrétnich sekvenci DNA
v koheznim ptesahu tvofenym Bsal a BsmBI (Agmon et al., 2015) . Definovanim téchto oblasti
pted a za jednotlivymi ¢astmi genu je zajiSténa posloupnost ¢asti v transkripcni jednotce (=TU

= transcription unit ).

Dalsi vyhodou je pouze minimalni ,,zjizveni* mezi samotnymi dilezitymi ¢astmi TU,
nebot’ rozezndvana 6bp sekvence je v one-pot reakci eliminovana a zbyva pouze 4bp ,,jizva“,
ktera pfimo navazuje na dalsi ¢ast (Agmon et al., 2015). Kromé definovanych propojovacich
sekvenci yGG obsahuje set nosnych vektort, které zajist'uji rizny pocet plazmidu v bunice (tedy
vysoko/nizkokopiové plazmidy) , poptipadé specifické sekvence pro integraci do specifickych
lokusti samotného kvasinkového genomu. Jednotlivé nosné vektory v ptivodni podob& koduji
RFP, tedy cerveny fluorescen¢ni protein obklopeny restrikénimi misty pro pouzivané restrikéni
enzymy, ktery je pifi usp€Sné one-pot reakci vystépen z plazmidu. Tento proces umoZiuje in
vivo vizualn€ odliSit Usp&$né transformované kolonie od kolonii s nezménénym nosnym

vektorem viz Obrazek 3 (Agmon et al., 2015) .
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Obrazek 3- - Schéma sestaveni celé transkripcni jednotky pri protokolu Golden Gate.
Dodané vektory nesouct casti TU jsou v jedné reakci obsahujici jak digesci, tak
ligaci, poskladany do jednoho nosného vektoru s odlisnym selekénim markerem pro
oveérent uspésnosti transformace.(Agmon et al., 2015)

Z GG systému se rozvinul dalsi systém vyuZivajici schopnosti endonukledz typu IIS, a
to MoClo, neboli modular cloning system. Tento protokol byl ptivodné navrzen pro vyuziti
v bakterialnich systémech, ale jeho principy jsou, ackoliv s jinym setem soucastek (popsano
niZze v sadé YTK), aplikovatelné na kvasinkové systémy. Pro MoClo ve kvasinkéch plati kromeé
zakladniho principu a pojmil 1 stejna omezeni, co se tyce poctu transkripénich jednotek.
Nasledujici segment prace blize popisuje prubéh v bakteridlnim systému a prezentuje jeho

terminologii a diileZité soucastky.

Na zéklad¢ vySe definovanych vlastnosti GG systému rozsifuje MoClo klasifikaci
soucasti transkripcnich jednotek ze tfi na pét. Ve sméru 5°-> 3° jsou postupné ¢asti promotor,
5¢ nepiekladand oblast (UTR), signalni peptidy, kodujici sekvence a terminator. Systém MoClo
klasifikuje nékolik Grovni konstruktd podle poctu a komplexity ¢asti. VySe zminéné typy

»genovych soucastek™ jsou oznacovany jako Level 0 konstrukty a jsou sloZeny pouze z jednoho
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modulu a fiznich sekvenci navdzanych na nosné plazmidy ( = destination plasmids, podle typu
¢asti jsou to pLO-P, pLO-U, pLO-S, pL0-C a pLO-T ). Tyto plazmidy jsou strukturou zalozeny
na plazmidu pUC19 a udé¢luji rezistenci vaci spectinomycinu (Weber et al., 2011). Konkrétni
casti TU se vybiraji z knihoven modult a poskytuji zna¢nou variabilitu v moznostech sestaveni

transkrip¢nich jednotek pro tvorbu vyssich urovni konstruktti.

Po vybéru vhodnych Level 0 modull je potieba sestavit konstrukt vyssi rovné, tedy
Level 1 konstrukt, ktery obsahuje kompletni transkripéni jednotku. Vektory pro konstrukty
Level 1 oproti pfedchozi Grovni udéluji rezistenci vici ampicilinu, coZ umoziuje efektivni
selekci uspésné transformovanych kolonii na médiu s antibiotikem (Weber et al., 2011) .
Destination vektory prvni i druhé trovné koéduji enzym LacZ ( -galaktosidaza ) ohraniceny
z kazdé strany dvéma restrikénimi misty pro endonukledzy Bpil a Bsal, které zanechéavaji
komplementarni definované ptesahy. Oproti Level 0 destination vektortim ale nejsou piesahy
na 5° a 3¢ stran¢ kodovaného proteinu identické, ale obsahuji jednonukleotidové rozdily, které
umoznuji smérované sestaveni jednotlivych modulii prvni trovné do findlniho Level 2
konstruktu, ve kterém neziistdvaji zddnéd rozezndvand restrikéni mista, ale jenom 4bp jizvy
zanechané enzymy typu IIS (Weber et al., 2011). Pro zaji§téni moZnosti tohoto smérovaného
sestavovani TU je v setu MoClo zahrnuto 7 Level 1 destination vektorti pro posloupnost vpred
( forward, plazmidy pL1F-1 az pL1F-7 ) a 7 vektort pro orientaci zpét ( reverse, pLIR-1 az
pL1R-7) (Weber et al., 2011).

Destination vektory pro konstrukty Level 2 kdduji geny pro rezistenci na kanamycin a
cerveny fluorescenni protein, coZ umoznuje kromé selekce na antibiotiku 1 vizuélni odliSeni
od spésné transformovanych kolonii (Weber et al., 2011) . Vzhledem k omezenému poctu L1
vektorll 1ze v jednom kroku poskladat pouze 6 TU. Pro syntézu delSich multigenovych
konstruktli byly vyvinuty dva dalsi sety tzv. end-linker vektori vnasejici do Lvl 2 konstruktu
nové restrikéni sekvence umoznujici dalsi napojeni multigenového konstruktu za prvni. Tyto
sety vektorli, nazyvané pELB-n a pELR-n obsahuji restrikéni mista pro RE Bsal ( pELB-n ) a
Esp3I ( pELR-n ). Pti tvorbé vétsich Lvl 2 konstrukti je tedy v reakci nejprve pfitomno né€kolik
zadanych vektorti nesoucich TU, end-linker vektor a Level 2 destination vektor. V reakci takto
vznikne multigenovy konstrukt konecnym end linkerem za vzniku tzv Level 2 konstruktu
kodujici rezistenci na kanamycin. Podle pouzitého end-linkeru vzniké bud’ kompletni konstrukt
Level 2-1 ( po pouziti pPLBR-n ), nebo intermediatovy kontstrukt Level 2i, ktery za posledni
transkrip¢ni jednotkou obsahuje nova restrikéni mista pro RE Bsal a kdduje LacZ stejné jako

destination vektory. Tato oblast slouzi jako novy cil pro integraci dal§iho setu TU do konstruktu
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(Weber et al., 2011). Napojeni dvou seti konstruktii samoziejmé vyzaduje dalsi cyklus GG

syntézy. Tento proces lze teoreticky opakovat donekonecna, ale prakticky je omezen schopnosti

modifikovaného organismu akceptovat cizorodé DNA (Weber et al., 2011) .

PCR product

Level 0
destination vector
(pLO-P)

Level 0 module

Level 1
destination vector
(pL1F-1)

Level 1 module

Level 2
destination vector
(pL2-1)

Level 2 construct

Bpil
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nn gtctte
nn cagaag
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Bsal
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..ggtcte n |GGAG nn gtcttcgaa.gtc nn n gagacc..
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Bpil Bsal

} Bpil
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+
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ccc nn gtette gaagac nn GTT
GGG nn cagaag cttetg nn CAR
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l Bpil

GGAG GCMGGAG % GIT...
cere m- cerr cere | Y2 CRA...
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cttetg nn CCTC

cCccC
GGG

Obrazek 4 - Schéma tvorby modulit od urovne 0 (¢ast TU), pres uroven 1 (kompletni transkripcni jednotka)

komplexii pomoci endonukledz typu I1S a jimi vytvorenymi koheznimi konci. (Bpil a Bsal). (Weber et al.,

2011)

Konstrukty syntetizované strategii MoClo jsou vyuZitelné jak v prokaryotnich, tak

eukaryotnich expresnich systémech. Na zaklad¢ této strategie se rozvinula fada dalSich systému

specializovanych pro riizné organismy, kvasinky nevyjimaje.
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2.3.2 Vybrané toolkits a jejich vyuZiti

Na zéklad¢ vySe popsanych metod se postupem casu rozvinula fada navazujicich strategii
s vétSimi ¢i menSimi Upravami. Laboratofe po celém svété vyuzivaji téchto metod jak
k zékladnimu, tak aplikovanému vyzkumu. V pfipadé z4jmu vyzkumného tymu je k dispozici

na internetu napiiklad neziskova knihovna AddGene (https://www.addgene.org/kits/), kterd

shromazd’uje knihovny plazmid, kmeny mikroorganismii a sety nastrojii pro potieby
molekularniho klonovani pro potfeby akademikii a neziskovych organizaci. Kromé AddGene
existuji komer¢ni poskytovatelé téchto sad nastrojii. Dale bude popsano n¢kolik takovychto

setl a jejich vyuziti v laboratofich syntetické biologie.

Zasadnim rozsitenim MoClo systému je kit zvany MoClo-YTK (yeast tool-kit). Tento
set 96 charakterizovanych modularnich ¢asti funguje na vyse popsanych principech a poskytuje
moznost tvorby konstruktli s velkym dynamickym rozmezim aktivity (rzné ¢asti v konstruktu
jsou schopné zménit aktivitu/hojnost produktu v butice o n¢kolik ¥adt). Misto poskytovani sady
vektorl pro rizné Ucely disponuje MoClo-YTK moznosti sestavovat vlastni vektory pomoci
soucastek poskytnutych v ramci sady (Lee et al., 2015) . Jednotlivé soucastky poskytnuté v sade
jsou krom¢ diive zminénych kategorii obohaceny i o sekvence zaméfené na praci s kvasinkami,
napfiiklad selekéni markery (tteba URA3, LEU2, HIS3...), kvasinkové ARS a 5° a 3 homologni

sekvence pro integrace.

Kromé moznosti plazmidové transformace poskytuje tento toolkit 1 prostiedky pro

v

efektivnéjsi integrace do specifickych lokusii v genomu kvasinky, které bez dal§ich pomocnych
protokolu vyuZiva tzv. homing endonukledz (meganukledz) k vytvofeni DSB, jejichz
pritomnost vyrazné zvySuje uspéSnost integrace. V ¢lanku piedstavujicim MoClo-YTK jsou
analyzovany UspéSnosti neasistované integrace, integrace s uZitim megaenukledzy I-Scel a
systtmem CRISPR/Cas9. Specificita mista integrace byla podpofena vlozZenim tzv. landing
padu, tj. ,pfistavaci drahy* pro RE do genomu upravovaného kvasinkového kmene. Tato
sekvence byla do genomu integrovana piedem pomoci konvenéni homologni rekombinace a
obsahuje rozpoznavaci sekvenci pro I-Scel a protospacer adjacent motif (PAM) potiebny pro
CRISPR/Cas9. Neasistované integrace vykazuji 6x nizSi UspéSnost oproti plazmidové
transformaci, ale pfitomnost plazmida koédujicich jednu z endonukleaz ( tzv. cutter plasmid )
dramaticky zvySuje UspésSnost. Tato zvySend efektivita lze jeSté umocnit linearizaci plazmidu

pied transformaci viz Obrazek 5 (Lee et al., 2015).
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Obrazek 5- ucinnost transformaci. Vievo je pro porovnani uispésnost transformace plazmidem.
Tmavé Sedeé sloupce predstavuji uspésnost transformace bez asistujicich Stépnych plazmidii. Bilé
sloupce predstavuji uspésnost integrace s cirkularnim stépnym plazmidem a Srafované sloupce

s linearizovanym stépnym plazmidem. Jak pri vyuziti CRISPR/Cas?9, tak pri I-Scel je efektivita
integrace vyraznée vyssi s linearizovanym plazmidem. (M. E. Lee et al., 2015)

Celkové tedy tento toolkit optimalizuje systém MoClo pro vyuziti v kvasinkovych

kmenech a poskytuje zlepSené moznosti lokus-specifickych integraci.

V dalsich letech byly postupné vytvoteny dalsi rozsifeni YTK, ¢asto zamétené na praci
praveé s CRISPR associated systémy ( Cas ), napiiklad na design vektort kodujicich single guide
RNA (sgRNAs ). Kromé samotnych novych modult se vyvinuly také nové pocitacové néstroje
schopné dle libosti jednoduse tvofit nové Level 0 konstrukty pouhou inzerci samotné zajmové
sekvence a kratké oblasti pfed a za ni ( tzv prefix a sufix ). Na zaklad¢ téchto informaci systém
muze produkovat forward a reverse primery s definovanym obsahem G/C bazi, riznou teplotou
tani ¢i délkou (Otto et al., 2021). Tento program je chopen se pii ndvrzich vyvarovat

rozpoznavacich sekvenci, které by mohly zasahovat do MoClo.

Kromé pocitacovych nastrojii pro navrhy primert je pro vyuzivani modernich protokolt
s CRISPR asociovanymi proteiny dilezitd kromé exprese samotné endonukledzy Cas9 i
exprese ,,navadéci guide RNA (gRNA). Tyto zésadni slozky je mozné exprimovat z jednoho
plazmidového vektoru, to ale zvySuje pravdépodobnost mutaci pii syntéze a ztézuje samotnou
transformaci. Vzhledem k tomu, Ze gRNA je nejefektivnéji exprimovana z vysokokopiového
plazmidu obsahujiciho 2 kvasinkovy ARS, a Cas9 vykazuje pii vyssi expresi negativni efekty
na rust buiiky, je spiSe Zadouci jednotlivé ¢asti vnaset do bunky na vlastnich vektorech (Otto et

al., 2021) .
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Nejnovejsi vétsi rozsiteni YTK toolkitu ptislo v roce 2023 pod nazvem Multiplex Yeast
Toolkit neboli MYT. MYT obsahuje 96 plazmidovych vektorti, pficemz deset z nich je
specializovano na tzv. markerless integraci do genomu (tedy bez selek¢niho markeru).
Jednotlivé Casti mohou byt sestaveny in vitro pomoci protokolu Golden Gate nebo in vivo
pomoci homologni rekombinace (Shaw et al., 2023). Oproti YTK disponuje tento protokol
schopnosti integrovat s vysokou uspésnosti ( >60% ) 1 pii pouziti vS§ech 10 vektori zaroven, a
to 1 bez pouziti predem vnesenych landing padti (Shaw et al., 2023). V protokolu je uvedeno
také deset lokust zachovanych ve velké vétSin€ laboratornich kvasinkovych kmenti, do kterych
je mozno integrovat zadané sekvence. Tyto lokusy jsou rozmistény vzdy na jinych
chromozomech a jsou umistény v intergenovém prostoru, tedy nejméné 1 kbp od nejblizsiho
start kodonu a 0.5 kbp od nejblizSiho stop kodonu. Ke kazdému lokusu nélezi jeden
z integracnich vektorii zaloZzenych na YTK architektuie ( pMYTO075-084 ). Vektory jsou dale
pozménény, aby umoznovaly integraci pomoci gap repair ( opravny mechanismus vyuZzivajici
homologni rekombinaci ) uvnitf cilové buniky a zajistili moznost vystfizeni fluorescenéniho
markeru mScarlet pro vizualni screening (Shaw et al., 2023) . Dalsim pokrokem oproti YTK je
jednodusi sestavovani Level 1 konstrukti diky poskytnutym piedem sestavenym
polotovarovym kazetdm (assembly cassettes). V YTK protokolu je pro sestaveni takového
konstruktu potieba alespon 8 ¢asti z poskytnutého katalogu, v MYT je tento pocet snizen az na
polovinu, coz vyrazné usnadnuje jejich tvorbu (Shaw et al., 2023) . Velkou vyhodou je také
moznost pieskocit tvorbu Level 2 vektorti diky dalSimu restrikénimu mistu pro Not/, VloZenim
takovychto Level 1 integra¢nich kazet a jejich digesci 1ze za sebe poskladat az deset TU in vivo

(Shaw et al., 2023).

Dalsi sadou vyuZivajici principti MoClo je toolkit zvany Yeast GoldenBraid ( YGB ),
ktery predstavuje adaptaci klonovaciho standardu GoldenBraid 2.0, ptivodné uréeného pro
praci s rostlinnymi buiikami, na kvasinky. Od pivodniho rostlinného protokolu se odliSuje
piidanim tzv. AOHs ( = arms of homology ) do svych integra¢nich plazmidd, coZ umoziuje
efektivni homologni integraci cilovych TU do kvasinek. Lokusy pro integraci jsou v tomto setu
pouze dve¢, a to konkrétné YPRCAI1S5 na chromozomu XVI a YORWA22 na chromozomu XV.
Tyto integracni mista se vyskytuji v intergenovych LTR oblastech a tudiZz jsou relativné

vzdaleny dal$im kodujicim sekvencim. (Pérez-Gonzélez et al., 2017) .

Zvlastnosti nepfitomnou v jinych protokolech je ale zaméfeni na expresi
mitochondrialnich proteinti. Za timto ucelem set obsahuje mimo ostatnich ¢asti TU i takzvany

MTS, neboli mitochondria targeting signal. Tento signal (konkrétn¢ Su9, ptivodem z houby
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Neurospora crassa ) sméruje proteiny do matrix mitochondrie. Tento signal je obvykle pfi
pfenosu pres mitochondridlni membrany odstranén endopeptidazami a vysledny protein se
hromadi v matrix. Jako ukédzka funk¢énosti setu byla v ¢lanku predstavujicim tento toolkit pouzit
protein nifU, ktery je soucasti proteini souvisejicich s nitrogenazou (Pérez-Gonzélez et al.,

2017) .

Vyse zminéné nastroje sice disponuji robustni Skalou soucastek, ale ve svém poctu jsou
tyto Casti veelku omezené. To se pokusil zménit systém YeastFab, vytvoieny v roce 2015. Tento
systém charakterizuje casti kvasinkovych gent na promotory (PRO), open reading frames
(ORFs, tedy kodujici sekvence) a terminatory (TER). Podle vlastnosti jednotlivych genovych
casti YeastFab pocitatovou analyzou vytvofil databazi casti kvasinkového genomu. Pro
jednotlivé typy predstavuje také tii vektory kodujici rezistenci vii€i kanamycinu pro navazujici
sestavovani transkripénich jednotek. Ctvrtym pfedstavenym vektorem je POT vektor nesouci
vSechny tfi Casti na jednom plazmidu. Z jednotlivych ¢asti jsou také odstranény interni
sekvence rozeznavané restrikénimi enzymy, coz zamezuje nechténému Stépeni DNA uvniti
bunkky.(Guo et al., 2015). Vradmci vyzkumu byly charakterizovany stovky promotort
v nativnim kvasinkovém genomu s rliznymi aktivitami pomoci fluorescencni cytometrie
porovnavajici fluorescenéni signaly zlutého fluorescencniho proteinu ( YFP ) a mCherry. DNA
konstrukt exprimujici YFP byl umistén downstream od zkoumanych promotorti, a konstrukt
exprimujici mCherry byl umistén pod promotor TEF2. TEF2 slouZil jako kontrola se znamou
aktivitou a podle porovnani svételného signalu obou fluorescencnich proteint byly urceny sily
jednotlivych promotort pro ptipadné dalsi vyuziti. Aktivity promotort byly analyzovany i pod
riznymi stresovymi podminkami, které riznou mérou ovliviji jejich aktivitu (Guo et al.,
2015). Celkové YeastFab poskytuje pies 2000 promotort, jejichZ aktivita ale neni dokonale
prozkouména. Systém také neobsahuje prostiedky pro zaclenéni C-terminalnich a N-
terminalnich znacek do exogennich proteini a oproti jinym systémiim nedisponuje velkym

vybérem selekcnich markert v poskytnutych vektorech (Malci et al., 2022)

Kromé sad zalozenych na modifikacich syt¢ému MoClo existuje pro vyuziti
v kvasinkovych kmenech 1 fada dalSich alternativ. Mezi nimi stoji za zminku napftiklad

kvasinkova sada z databaze BioBricks (https://technology.igem.org/registry). BioBricks je

neziskova organizace specializujici se na sdileni standardnich ¢asti DNA, ale pfevazné je
zamé&fend na soucastky pro syntetickou biologii bakterii. Nicméné v databazi Casti se dnes
nachazi pfes 180 kvasinkovych ¢asti s definovanou funkci (Malcr et al., 2022). Sada casti

specializovanych na kvasinky se nazyva Yeast BioBricks a vyuzivd pouze jeden restrik¢ni
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enzym k linearizaci fragmentti DNA, které jsou nasledn¢ poskladany do jedné sekvence pomoci
mechanismu gap repair, coz je opravny systém spoléhajici se na pritomnost homolognich
sekvenci k opravé dvoufetézcovych zlomi. V praxi lze tento systém vyuzit k sestavovani
fragmenti DNA s cca 40bp dlouhymi oblastmi homologie do stabilniho plazmidového vektoru
(Schneider et al., 2012). Na rozdil od jinych zminénych sad slouzi yeast BioBricks pouze

k sestavovani plazmidt obsahujicich genové konstrukty, nikoliv k jejich integraci do genomu.

Kromé vysSe zminénych sad nastrojli existuje celd rada dalSich, které se specializuji na

dal$i druhy kvasinek nebo dalsi ikony viz Obrazek 6.

BioBricks
MoClo YTK

S cerevisiae Yeast GoldenBraid

Cas9-based pCut
EasyClone-MarkerFree
Prototrophy Toolkit

Yeast SynBio

.
Toolkits

Yeast Secrete and Detect

GoldenM OCS-Yali
Y. lipolytica Golden Gate
Y. lipolytica Cell Atlas

Y. lipolytica

LUy K marxianusKit (KmK) )

Obrazek 6- Vybrané sety ndstrojii vyvinuté pro castéji vyuzivané kvasinky a jejich ucel a moznosti vyuziti. (Malc et al., 2022)

Pozadavky syntetické biologie vyzaduji od pouzivanych bunék velkou flexibilitu
genomu, coZ S. cerevisiae splituje na vybornou. Stala se proto popularnim subjektem vyzkumu
nastrojii umoziujicich tento flexibilni genom upravovat a zaroven tvofit moduldrni néstroje
potencialné adaptovatelné i na dalsi organismy. Vyse popsané sady nastrojii jsou soucasti tsili
vytvorit robustni metody genové modifikace ve stylu tradi¢niho inzenyrstvi, tedy s vybérem

dobte charakterizovanych, spolehlivych a déle upravitelnych néstroji a soucastek.
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2.4 In yeasto syntéza DNA, syntetické chromozomy

Vyse zminénd schopnost ucinné homologni rekombinace umoziuje krome¢ integrace a exprese
exogenni DNA 1 syntézu a propojovani velkych DNA fragment na zékladé homolognich
ptekryvl na jejich okrajich. Metodami vyuzivajici HR lze tvofit velké plazmidy (a to
bakterialniho i kvasinkového charakteru) z vicero fragmentii DNA o velkosti v fddu mnoha
tisict parti bazi (kbp) (Casini et al., 2014) . Na zaklade¢ i relativné malych homolognich sekvenci
lze indukovat velké zmény struktury jak jednotlivych gent, tak celych chromozomt. Tato
schopnost ze Saccharomyces cerevisiae udélala kromé vyznamné chassis pro tvorbu expresnich
systémi 1 efektivni bunécnou tovarnu pro tvorbu syntetickych velkych molekul DNA, se

kterymi se tézko pracuje in vitro.

Ptikladem wvyuziti S. cerevisiae jako tovarny pro velké molekuly DNA je syntéza
fragmentli uméle pfekddovaného a upraveného genomu E. coli (Fredens et al., 2019). Pfi tomto
procesu byl synteticky genom bakterie rozdélen na 100kbp dlouhé fragmenty, které byly
systémem homologni rekombinace poskladany do svého nosného vektoru pomoci S. cerevisiae
a nasledn¢ posklddany v samotné bakterii. Dal§im ptikladem je vyuZiti kvasinek pti dalSim
projektu piekodovani genomu E. coli, kdy byly v S. cerevisiae sestaveny cca 50kbp dlouhé
segmenty obsahujici kolem dvaceti neesencialnich genli a tii esencidlni. Segmenty byly po
ovéfeni integrity opét sestaveny v cilové E. coli (Ostrov et al., 2016). V ptredeslych projektech
byly v kvasince sestaveny pouze fragmenty bakteridlnich genomi. V S. cerevisiae je ale mozné
sestavit celé syntetické bakterialni genomy. Mezi témi stoji za zminku jedny z prvnich takovych
projektli, a to sestaveni 582,970bp dlouhého syntetického genomu bakterie Mycoplasma
genitalium (Gibson et al., 2008) a 1,08Mbp dlouhé¢ho chromozomu JCVI-synl.0 bakterie
Mycoplasma mycoides (Gibson et al., 2010). Kromé¢ bakterii rodu Mycoplasma lze také zminit
785kbp dlouhy synteticky genom C. eth-2.0 bakterie Caulobacter crescentus (Venetz et al.,
2019).

Pokroky v syntetické genomice daly védcim mozZnost s velkou piesnosti i ve velkém
rozsahu zasahovat do makromolekul DNA od malého méfitka jednotlivych genii az po
genomovou uroven. Kromé zmeén ve struktuie chromozomil (delece, inzerce, vyména nativnich
casti za syntetické (Dymond et al., 2011)) lze upravit vyuzivané kodony v ramci genomu
(naptiklad sniZit pocet vyuzivanych synonymnich kodont (Fredens et al., 2019)) nebo genom

zmensit o ¢asti oznacené jako nestabilni nebo nepotfebné (Dymond & Boeke, 2012). Zasahy
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do struktury genomu lze hrub¢ rozdélit do tii kategorii podle trovné zdsahu a to na urovni
struktury jednotlivych gentl, na irovni ndvaznosti a posloupnosti genti nebo na Grovni struktury
celych chromozomd, popiipadé genomd (Coradini et al., 2020). Upravy nejmensiho méfitka
zahrnuji napiiklad odstranovani ptekryvajicich se casti genli, coz je v pfirod¢ casto se
vyskytujici jev Setfici mistem. Tomuto procesu se fikéa ,refactoring™ a takovéto rozdé€leni
jednotlivych ORFs nevykazuje zddny vyznamny vliv na fenotyp, a zamezuje nepiedvidatelnym
efektim pifi modifikaci jednoho genu. Takovato tprava déla naslednou manipulaci a vyzkum

funkci jednotlivych genti mnohem piedvidatelnéjsi a prakticky jednodussi (Chan et al., 2005).

Nejvetsim zasahem je piestavba, delece, nebo inzerce vétSich ¢asti chromozomu. Tento
proces, ktery je hufe replikovatelny in vitro, je schopen generovat bunééné kmeny s velmi
odliSnym genomem nez jakym disponuji wild-type (pfirodn€ se vyskytujici) kmeny.
V nésledujicich odstavcich bude popsano nékolik vybranych protokold pro indukei zmén jak

v malém, tak ve velkém méfitku a projekty, ve kterych jsou metody pouzivany.

Ackoliv existuje moznost sestavovat chromozomy 1 z Cisté syntetické DNA, mize byt
v n¢kterych ptipadech uzite¢né sestavovat chromozomy z nativni DNA bun¢k. K tomuto cili
byla vytvofena metoda CReATiING, tedy Cloning, Reprogramming, and Assembling Tiled
Natural Genomic DNA. Tato metoda tvorby umélych chromozomi umoznuje pfesun vétsich
¢asti chromozomu do jiného kmene kvasinek pies specializovany BAC/YAC vektor (Coradini
et al., 2023) . Cilovy segment chromozomu je z donorové builky vystépen pomoci Cas9
proteinu a in vitro syntetizované guide RNA, kterd endonukleazu navadi k cilové sekvenci.
Takovyto segment se pies mista homologie naklonuje do linearizovaného klonovaciho vektoru,
ktery je nasledn€ namnoZen v bakterii E. coli a ptendSen do recipientni buiiky. Posledni slozkou
kotransformovanou do donorové buiiky je tzv. repair template DNA obsahujici selekéni marker
kodujici slozky rezistence vici antibiotiku (naptiklad kanamycinu). Tato de novo syntetizovana
molekula DNA se pies systém HR integruje do mista vystfizeného segmentu a spojuje k sobé

obnazen¢ konce St€peného chromozomu (Coradini et al., 2023).

Vysttizeny segment donorovych chromozomii je nésledné klonovan in vivo do
zav€reného BAC/YAC vektoru pASCl. BAC/YAC vektor, tedy bacterial artificial
chromosome/yeast artificial chromosome, obsahuje komponenty jak bakteridlniho, tak
kvasinkového chromozomu a je schopen se v cilové buiice stabilné udrzovat. Mezi dilezité
soucasti tohoto vektoru patii naptiklad gen URA3 pro selekci, ¢asti bakteridlniho plazmidu
pCCIBAC kontrolujiciho mnozstvi kopii a klonovaci kazetu (cloning cassette) o délce cca
500bp, do které se ptimo integruji vystfizené segmenty chromozomii (Coradini et al., 2023).
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Klonovaci kazety obsahuji dvé 120bp dlouhé oblasti homologie s koncem specifického
segmentu, restrikéni misto pro endonukledzy Avrll a Xhol a cca 100bp dlouhé adaptérové
sekvence udavajici poradi segmenti v rdimci BAC/YAC vektoru. Adaptérové sekvence jsou
unikatni sekvence DNA na konci fragmentti designované tak, aby terminalni adaptér prvniho
fragmentu odpovidal adaptéru na zacatku druhého fragmentu. Timto systémem je zafizeno
spravné potadi v ramci nosného vektoru (Coradini et al., 2023). Tato klonovaci kazety jsou
ohrani¢eny dal§imi restrikénimi misty, tentokrat pro endonukledzu I-Scel, ktera se pfirozené
nevyskytuje v S. cerevisiae. Tato mista pro RE umoziiuji linearizaci plazmidu a integraci

nekolika velkych segmentii chromozomu za sebe (Coradini et al., 2023).

Bunky, které uspésné projdou transformaci a obsahuji kompletni klonovaci vektory jsou
vybrany dvojitou selekci na kanamycin a marker URA3. Uspéiné syntetizované klonovaci
vektory jsou nasledné extrahovany, izolované segmenty jsou vysttizeny z vektorli pomoci I-
Scel, purifikovany a nakonec kotransformovany do recipientni buriky spolu s linearizovanou
verzi pASCl bez centromerické casti. Centromericka kazeta obsahujici synteticky
centromericky segment CEN6 je dodana zv1ast’ a kromé nového CEN segmentu obsahuje dva
markery KanMX a ampR pro selekci. Celkové tedy novy chromozom kromé standartnich
BAC/YAC soucasti obsahuje nékolik segmenti DNA ohrani¢enych unikatnimi adaptéry
urcujicimi jejich pofadi, centromerickou kazetu zajiSt'ujici stabilni déleni nového chromozomu

pii mitdze a selekéni markery pro identifikaci tspéSnych transformanti (Coradini et al., 2023).
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Timto protokolem byl naptiklad vytvoten synteticky chromozom I ze Saccharomyces
paradoxus, ktery byl nasledné pteveden do S. cerevisiae, kde byl schopny se stabilné udrzet
misto nativniho chromozomu 1. Pro stabilni udrzeni bylo potfeba destabilizovat nativni verzi
chromozomu, ¢ehoz bylo docileno destabilizaci funkce centromery pomoci promotoru GAL !
fungujiciho za pritomnosti galaktozy a negativni selekci na nativni marker URA3 na
chromozomu I. Inducibilni promotor GAL byl do kmene integrovan pied samotnym vloZenim

syntetického chromozomu I (Coradini et al., 2023).

RE site

Cloning cassette I>SCEI‘ i ~:Scel ' '

(homology arms) ChIR URA3 linear cloning vector
~ AT

B Capture
H1 Uptﬂ Dwil  ————— vector —
RE site Cloned into vector \ (PASC1) / Vector linearized

Adapter Adapter

PN
BAC copy CEN/ARS
b induction

Donor cell Umﬂ
mmﬁ

E. coli
d Oxford Nanopore Techologies long read
1 2 3 Endogenous S. cer Chrl  Replacement S. par Chrl
UUU Parental (S. cer)
'§_5’}
Segments Iiberatedl f :2 @
by I-Scel digesty  synthetic CEN A
L+ 02 weil s [
0
BAC/YAC vector £ Chr | Aneuploid
B Strain
- ;;30
Recipent cell ® 20
Native Chr o
5
[
] £ Synthetic Strain
Native chromosomel g (S. par Chr 1)
elimination E 40
E‘zn
3
Synthetic Chr ° 5 s 10 150 200 1

5Pusition (kb) ’ Pgiitiu:;ﬂ(ki;?u
Obrazek 7- Sestaveni syntetického chromozomu z prirozené se vyskytujicich segmentii. (a) Popis
struktury vektoru nesouciho jednotlivé segmenty. (b) Integrace casti prirozeného chromozomu do vektoru
pomoci oblasti homogie, napmnozeni v bakterialnim systému. (c) Sestaveni segmentii do BAC/YAC
vektoru a nahrazeni nativniho chromozomu destabilizact centromery. (d) Analyza pritomnosti nativniho

chromozomu (oranzova) a syntetického chromozomu (modra) pomoci nanopore sekvenace. (Coradini et
al., 2023)

V ptipadé potieby hlubsi manipulace se strukturami DNA se misto Upravy nativnich
¢asti chromozomi nabizi od zdkladu vybudovana syntetickda DNA v podobé plné syntetickych
chromozoml. Rozsah téchto syntetickych makromolekul sahd od c¢asti jednotlivych
chromozomu (Dymond et al., 2011) az po tvorbu zcela novych chromozomi nad standardni

pocet (Schindler et al., 2023). Tvorba celych syntetickych chromozoma umoziuje vétSinou
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upravy DNA ve v§ech métitkach, tedy od odstraniovani ptekryva ORFs a struktury jednotlivych
gen, pies jejich poradi a smér az po upravy samotnych velkych makromolekul. Navic by mély
vykazovat tfi zakladni vlastnosti, a to témét wild-type fitness, odstranéni nestabilnich
genomovych prvkil jako jsou redundantni tRNA sekvence nebo transpozony a nakonec
dostatecnou flexibilitu v genomu umoziujici dalsi ndvazné studie (Dymond et al., 2011) . Mezi
takové studie provadéné na syntetickych chromozomech lze zatadit napiiklad analyza stability
chromozomu synlll v diploidnich kmenech s jednim nativnim chromozomem pii indukci

systému SCRaMbLE a vliv této stability na parovaci typ (Annaluru et al., 2014).

Syntetické chromozomy se mohou vyskytovat jako samostatné kruhové molekuly, nebo
linedrni fragmenty integrované do zkraceného nativniho chromozomu (Dymond et al., 2011).
Pfi nahrazeni nativnich sekvenci je vétSinou ucelem vétsi manipulovatelnost s vyslednym
transformantem, napiiklad nahrazeni TAG kodonii za TAA (uvolnéni jednoho kodonu pro
pfipadné vyuziti netradi¢ni aminokyseliny) nebo integraci kontrolnich PCRTagii pro ovéteni
uspésnosti. Prvnim ptikladem takovéto integrace zcela uméle vytvoreného chromozomu byl
synteticky synIXR a semi-synVI, tedy plné um¢lé pravé rameno chromozomu IX a ¢éstecné
nativni VI s integrovanym syntetickym ramenem (Dymond et al., 2011). Cirkularni synIXR se
v kvasince udrzoval jako soucast vyse popsaného BAC/YAC plazmidu, zatimco linearni semi-
synVI byl integrovan do nativniho chromozomu VI po stiihu ptes linedrni molekulu DNA

(Dymond et al., 2011).

Pro spravnou funkci bunky bylo potteba vystiihnout nativni pravé rameno chromozomu
IX a nahradit ho fragmentem obsahujicim URA3 marker. Takto zkraceny chromozom se nazyva
IXAR a vzhledem k tomu, ze je zkracen o dillezité geny, je pro pieziti potomkll nutné, aby
obsahovali jak synIXR, tak IXAR. Tento chromozom byl zvolen jakoZto nejmensi rameno
v celém genomu S. cerevisiae. Pro integraci do chromozomu VI byl pouzit synteticky linearni
fragment obsahujici marker LEU2 (Dymond et al., 2011). V nové designovaném 89,3kbp
dlouhém synIXR bylo pozménéno 2,64% pivodni sekvence a zmény zahrnovaly kromé
nahrazeni kodonu TAG a PCR tagl i 43 mist lox-Psym pro rekombinaci mistné specifickou
rekombinazou Cre. Jedna se o varianty LoxP mist s pozménénymi sekvencemi, kdy Cre
rekombinuje vZdy mezi identickymi loxPsym misty ale nikoli mezi sekvenéné odlisSnymi.. Tato
mista tvoii fragmenty s pfesahy v obou orientacich a po indukci Cre rekombindzy mohou
produkovat inverze. Tato restrikéni mista jsou zasadni pro systém SCRaMbLE schopny

produkovat velké mnoZstvi potomkl s odliSnym potfadim nebo orientaci jednotlivych
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fragment (Dymond et al., 2011). SCRaMDbLE systém je dnes dilezitym nastrojem pro analyzu

funkci genomu v projektu Sc 2.0 popsaném v dalsi kapitole.

Vrcholnym usilim kvasinkové syntetické biologie v oblasti syntetickych genomt je
design a tvorba takzvanych neochromozomt, tedy chromozomi bez nativni pfedlohy. Na
takovy konstrukt je mozno ptemistit libovolné geny za ucelem jednodussiho prizkumu jejich
funkci ¢i regulace. Piikladem takovéhoto projektu je design neochromozomu obsahujiciho
veSkeré geny pro transferovou RNA (Schindler et al., 2023). Design tohoto nového

chromozomu vyzaduje hierarchické usporadani jednotlivych komponentt, které se v principu
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Obrazek 8- (a) Hierarchicka organizace tRNA neochromozomu. Zakladni casti je necelych 700bp
dlouha tRNA kazeta. Nekolik kazet je sestaveno do tRNA arrays ve stejném smeru. Nekolik arrays
tvori Mega-array sdruzujici geny z jednotlivych chromozomii. Dole je zndzornéna struktura

kompletniho neochromozomu. (b) Vlevo struktura nativniho termindtoru fungujictho jen z jedné
strany, vpravo synteticky designovany terminator fungujici oboustranné. (Schindler et al., 2023)

pfilis nelisi od sestavovani Level 2 multigenovych konstruktii v MoClo. Nejmens$im prvkem je
cca 680bp dlouhd kazeta obsahujici na okrajich rox mista rozezndvana rekombinazou Cre,
specifické 5¢ a 3 koncové sekvence a samotny gen kodujici tRNA (Schindler et al., 2023).
Jednotlivé tRNA kazety jsou nasledné poskladany do Sestnacti tRNA kazet, nesoucich geny pro

tRNA pivodné sidlici na spolecném chromozomu. Nejvyssi strukturni jednotkou v hierarchii
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je mega-array slozené az ze tii kazet, které jsou slozeny tandemové, transkribuji se tedy stejnym

smérem (Schindler et al., 2023).

Vysledny neochromozom vznikd systémem eSwAP-In tedy extrachromosomal
Switching Auxotrophies Progressively by Integration (Schindler et al., 2023). Tento systém
spociva v postupné integraci jednotlivych tRNA kazet s auxotrofnim markerem umoznujicim
selekci bunék s uspésnou integraci do nosné¢ho vektoru (ten obsahuje centromerickou oblast
CENG6 a kvasinkovy pocatek replikace ARSH4 spolu s prvnim markerem). Mezi kroky se
markery vymeénuji a umoznuji selektovat pro postupné rostouci novy chromozom (Schindler et
al., 2023). Kone¢nym stadiem konstrukce je linearizace kompletniho chromozomu, coz mu
doda stejnou strukturu jakou maji nativni chromozomy S. cerevisiae. Tento krok byl poveden
systémem Telomerator (Schindler et al., 2023). Vysledkem celého projektu je stabilné se
udrzujici novy chromozom, ktery ale v naslednych testech vykazoval mezi koloniemi vysokou

variabilitu ve struktufe, s pfitomnosti mnohych inverzi i deleci (Schindler et al., 2023).
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Neochromozomy ale nemusi nést nutné¢ jenom reorganizovanou DNA z nativnich
chromozomu. Lze je také vyuzit jako potencidlni nositele velkého mnozstvi exogenni DNA tak,
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aby se stabilné¢ udrzovala v kvasince. Z ¢asti pro tento ucel slouzi naptiklad linedrni
neochromozom zaloZeny svym obsahem na levém rameni chromozomu XII (ChrXIIL). Tento
synteticky neochromozom obsahuje URR, tedy univerzdlni rekombinacni regiony o délce

500bp slouzici jako integrac¢ni mista pro velké segmenty exogenni DNA (Jiang et al., 2023).

Vsechny vySe zminéné protokoly, od preskladani nativnich ¢asti chromozomt do
nového celku, pies nahrazovani puvodnich chromozomi svymi upravenymi a
optimalizovanymi verzemi, az po konstrukci zcela novych bezprecedentnich chromozomu de
novo, se zakladaji na obrovské plasticité genomu S. cerevisiae a dalSich kvasinek. Tato
plasticita, ze znacné ¢asti zpltisobena robustnim a aktivnim systémem homologni rekombinace,
déla zkvasinek idedlni model pro modifikaci a prizkum funkci geni jak v samotnych

kvasinkach, tak v dalSich eukaryotnich organismech.
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2.5 Optimalizace kvasinkového genomu, Sc 2.0

Metody konstrukce syntetickych chromozomii popsané v minulé kapitole jsou kromée
vyzkumnych projektl prozkoumavajicich jejich funkce vyuzivany vramci velkého
mezinarodniho projektu zvaného Sc 2.0, neboli Saccharomyces cerevisiae 2.0. Z ndzvu je jiz
patrné, ze se jedna o novou, upravenou a optimalizovanou verzi této kvasinky. Hlavnim cilem
tohoto usili je tvorba S. cerevisiae s plné syntetickymi chromozomy, a tim padem dramaticky
upravenym genomem. Findlni verze Sc2.0 méa genom zkraceny o 8% a obsahuje celkem 1,1Mbp
zmén v podobé¢ inzerci, deleci nebo jinych tprav (Richardson et al., 2017). Za ucelem tvorby
Sc 2.0 bylo vytvofeno mezinarodni konsorcium vyzkumnym tymi, mezi které byla rozdélena
konstrukce jednotlivych syntetickych chromozomi. Vyzkumné tymy pochazeji prevazné

z USA, Ciny, Spojeného kralovstvi a Australie (Richardson et al., 2017).
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Obrazek 10- Syntetické chromozomy I-XVI a tRNA neochromozom, jejich relativni
délky a tymy zodpovedné za jejich konstrukci. Vpravo zaznam
z elektroforézy.(Richardson et al., 2017)

Mezi elementy, které jsou v rdmci projektu upravovany, patii vétSina intrond kromé téch
obsazenych v ribozomalnich genech, transpozony, roztrouSené geny se zvySenym poctem kopii
a subtelomerické oblasti chromozom (Schindler et al., 2024). Dalsi sou¢asti genomu mohou

byt misto odstranéni pfesunuty na zcela novy neochromozom, viz kapitola 2.4. V ramci Sc 2.0
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je tedy chromozomu celkem sedmnact, a to Sestnact analogli k pfirozenym kvasinkovym

chromozomtm a jeden neochromozom nesouci geny kodujici tRNA (Schindler et al., 2024).

V predeslé kapitole byly popsany nékteré mozné protokoly sestavovani jednotlivych
syntetickych chromozomd, ale konecnym cilem Sc2.0 je kmen kvasinek s pln¢ syntetickym
genomem. Po uspésném vytvoreni kmenl s Castecné syntetickym genomem dochazi ke
slucovani téchto kmenti a tvorbé ¢im dal syntetictéjSich kvasinek pomoci metody zvané
»endoreduplication intercross®, kterd spoc¢iva v destabilizaci nativnich chromozom pfedem
integrovanou centromerou s inducibilnim promotorem GALG6. Tato centromera po pestovani
kvasinky na médiu s galaktézou nativni chromozomy destabilizuje a jejich potomstvo je poté
hemizygotni. Tato destabilizace spoc¢iva v zabranéni sestaveni kinetochoru, ¢imz je zpisobena
ztratu v potomstvu. Takto v jednom kmeni mohou byt upraveny napiiklad i dva nativni
chromozomy zarovenn za vzniku genotypu 2n—2 (Richardson et al., 2017). Kvasinka je
v pfipadé¢ aneuploidie schopna duplikace homologniho chromozomu, ¢imz kompenzuje
ztracenou genovou dozi. V pripadé Sc 2.0 je tento systém vyuzit pro duplikaci novych

syntetickych chromozom.

V prvni verzi endoreduplication intercross jsou dva semisyntetické kmeny (s jednim
nativnim a jednim syntetickym chromozomem) opa¢ného parovaciho typu zk#izeny za vzniku
kmene semisyntetického pro dva chromozomy. Nasledné je indukovana ztrita nativniho
homologu a ptes endoreduplikaci je doplnéna kopie syntetického chromozomu za vzniku
kompletni diploidni buniky s 2n genomem (Schindler et al., 2024). Sporulaci a dalSimi procesy
jsou ziskany finalni 1n haploidni kmeny. Novéjsi verze je schopna preskocit krok s 2n bunikou
pomoci tzv. chromoduction. V piipadé¢ chromoduction dochazi k pafeni buné¢k opacného
parovaciho typu bez fuzi jader, pfi¢emz dochazi k translokaci syntetického chromozomu do
recipientni haploidni buniky za vzniku 1n+1 bunky, jejiZ nativni homolog je destabilizovan jako
bylo popsano vySe (Zhao et al., 2023). Dnes je kmenem s nejvétSim podilem syntetického

genomu kvasinka syn7.5, kterd nese vice jak polovinu syntetické DNA (Zhao et al., 2023).

Kromé¢ velkého milniku v oboru syntetické genomiky ptedstavuji syntetické kmeny
kvasinek idealniho kandidata pro tvorbu jest¢ komplexnéjSich a hloubé&ji upravitelnéjsich
expresnich systémi. Pro urychleni tohoto procesu je vyznamny jiz zminény systém
SCRaMDbLE, neboli Synthetic Chromosome Rearrangement and Modification by LoxPsym-
mediated Evolution (pfeskladani a modifikace syntetickych chromozomii pomoci evoluce
indukované pfes LoxPsym). Zdkladnim kamenem tohoto systému jsou restrikéni mista
polozena tésné downstream od gent, kterd slouzi jako zachytné body rozdélujici sady gent.
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Tato mista jsou 34bp dlouha a symetrickd, coz umoziuje spojeni s dalSimi loxP misty v obou
smérech (Wu et al., 2018). Po pfidani Cre rekombinazy je mozné indukovat velmi rychlou
prestavbu celého genomu obsahujici odchylky od ptivodniho genomu. Timto zptisobem, tedy
zamichanim jednotlivymi sety genli muze dochazet k delecim, inverzim, inzercim a
translokacim (Wu et al., 2018). SCRaMbLE je schopen vygenerovat v ramci jedné reakce
znaéné mnozstvi rozdilnych genotypt (viz Obrazek 9), na kterych lze provadét screening na
zadouci fenotypy. Mimo jiné je takto mozné postupné tvofit minimalizovany genom syntetické

S. cerevisiae postupnou deleci ¢im dal vétSitho mnozstvi genti (Dymond & Boeke, 2012).
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Obrazek 11- (a) Schéma ukazuje schopnost systéemu SCRaMbLE reorganizovat segmenty DNA do riznych poradi a sméri. (b)
Indukci tohoto systému ziskavame velké mnozstvi odlisnych fenotypu, ze kterych miizeme vybirat vhodné kandidaty pro
libovolnou aplikaci. (J. Dymond & Boeke, 2012)

Kromé nalézani novych technologickych postupt pro syntetickou biologii a vyzkumu
biosyntetickych vlastnosti a vnaseni heterolognich biochemickych drah (Blount et al., 2018).
Jako ptiklad lze uvést vyuziti syst¢ému SCRaMbLE pro vyrazné zvySeni produkce barviva
violaceinu, kterd je podminéna heterologni syntetickou drdhou pochézejici z bakterie
Chromobacterium violaceum . Po integraci celé¢ biosyntetické dréhy pro toto barvivo do
syntetického chromozomu V byl vyuzit na systtm SCRaMbLE. Mezi vice jak osmdesati
vybranymi transformanty byl identifikovan jeden, ktery mél 2,3x zvySenou produkci cilového

violaceinu (Blount et al., 2018). Produkce velkého mnozstvi novych fenotypu je obrovskou
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vyhodou tohoto nastroje, ale zaroven muze piedstavovat prekazku pro selekci optimélnich
fenotypti. Proto se v poslednich letech pro syst¢ém SCRaMbLE vyviji automatické nastroje
schopné screeningu az tisici kolonii a jejich sekvenace. Takovéto nastroje, vyuzivaji
sekvenacnich protokolti nové generace, jako je nanopore sequencing, analytickych procest jako
liquid chromatography- mass spektrometry (LC-MS) a automatické ptipravy vzorka (Gowers

et al., 2020). Automatizace tedy muze dale zvysit efektivitu systému.

Timto ndhodnym promichdvanim segmentii genomu lze teoreticky vysoce zvysit
produktivitu dalSich slozitych primyslovych produkt. Projekt Sc 2.0 se tim 1 ve svém

nedokonceném stavu projevuje jako prumyslove relevantni usili s hmatatelnymi vysledky.
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2.6 Knihovny kmena S. cerevisiae

V minulé kapitole byl zminén vyznam systému SCRaMbLE v piiprave knihoven kvasinkovych
kment s rozdilnymi genotypy. Tento systém zrychlené indukované evoluce ale neni jedinym
zpusobem tvorby takovychto kolekei. Za ucelem priizkumu funkci gent bylo zkonstruovano
nekolik velkych knihoven obsahujicich tisice kment S. cerevisiae s definovanymi upravami
v genomu. Na zaklad¢ téchto knihoven probiha vyzkum vzajemnym porovnavanim fenotypt
jednotlivych upravenych populaci. Projekty vyuzivajici téchto knihoven piedstavuji zdsadni
pralom v zékladnim vyzkumu kvasinek, nebot’ umoziuji velmi rychle provadét srovnavaci
analyzu a identifikovat interakce jednotlivych elementi genomu. V této kapitole bude

vyzdvizeno nékolik takovychto knihoven a jejich relevance a vyuziti.

Knihovny maji nékolik typl na zaklad¢é Uprav pro jednotlivé geny. Mezi n¢ fadime
delecni knihovny (Giaever & Nislow, 2014), knihovny s geny s variabilni expresi (tedy
snizenou ¢i zvySenou, under/overexpression) (Arita et al., 2021), knihovny s ORFs fuzovanymi
se znacicim proteinem jako GFP nebo mCherry (Huh et al., 2003), ¢i knihovny obsahujici
mutantni kmeny (Costanzo et al., 2016).

Jednou ze starSich knihoven kment S. cerevisiae je Yeast Knock-Out kolekce, neboli
YKO. V ramci knihovny je shromazdéno pies 21 000 uméle pripravenych dele¢nich mutantt
(Giaever & Nislow, 2014). Knihovna vznikala uZ na pfelomu tisicileti a byla vyuzita naptiklad
pfi prilomovych analyzach esencidlnich a neesencialnich genl S. cerevisiae. Béhem analyz
s pritomnosti stresovych faktori bylo naptiklad poprvé zjisténo, ze 18.7% z prozkoumanych
5916 ORFs sekvenci je pro kvasinky esencialni a byly identifikovany geny esencidlni za
urcitych stresovych podminek (Giaever et al., 2002). Delece v ptripad¢ této knihovny probihaly
pomoci tzv delecnich kazet obsahujicich kromé selekéniho markeru KanMX také dva ,,carové
kody* (barcodes) slouzici jako navadéci sekvence k deletovanému genu. Pii mitotické
rekombinaci byl poté gen nahrazen touto integracni kazetou ¢imz vznikl dele¢ni kmen (Wach
et al., 1994). Kromé& vyzkumu esenciality genl se s pomoci této knihovny provadély velké
studie, kde probihal screening fenotypt ve velkém méfitku. Tyto studie mimo jiné sledovaly
vliv gend na bunéény rlst, pareni, sporulaci, membranovy transport nebo pfizpisobeni se

stresovym faktorim (Giaever & Nislow, 2014).

Dal8im typem knihoven jsou over/underexpression knihovny obsahujici pfed nékterymi

geny umélé siln€j$i nebo slabsi promotory. Zakladni knihovny tohoto typu operuji bud’ pod
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promotorem fungujicim bez aktiva¢niho stimulu, nebo pod inducibilnim promotorem jako
naptiklad GALI1, ktery je aktivovan pfidanim galaktéozy do média bez glukoézy. Pro jesté
dynamictéjsi sledovani aktivit promotorti je mozné vyuzit aktivaéni molekulu, ktera je jinak
v kvasince inertni, ale jeji titr ovlivituje aktivitu umeélého promotoru (Arita et al., 2021).
V ptipad¢ vyuziti posledniho typu lze v kratké dobé analyzovat celé spektrum aktivit a jejich

vliv na fenotyp kvasinek.

Konstrukce knihoven mutatntnich kmenti je velice financné a ¢asové naro¢na, coz je
diavodem pro vyvoj dalSich nastroji pro usnadnéni jejich konstrukce. Jednim takovym
nastrojem je SWAp-Tag strategie, kterd je zalozend na integraci takzvaného SWAP modulu do
kvasinkového genomu. V ramci této knihovny uréené ke konstrukci dal§ich knihoven je cca
1800 kment s integrovanymi SWAP moduly pied geny kodujici proteiny lokalizované do
kvasinkového systému membran (Yofe et al., 2016). Z této otcovské knihovny Ize vybrat kmen
s integrovanym SWAP modulem na N nebo C konci ORF a nahradit ho pomoci endonukleazy
I-Scel za cilovy segment dodané DNA s 45bp oblasti homologie. Takto Ize jednoduse tvorit
nové knihovny kment oznac¢ené riznymi znackami jak na pocatku jejich sekvence, tak na jejich
konci. Ve ¢lanku predstavujicim tento néstroj byl SWAp-Tag demonstrovan na velmi rychlé
konstrukci GFP znacenych kment (Yofe et al., 2016). Podobny systém, pokud by byl rozsiten
1 na dal§i ORFs, by mohl slouzit jako revolu¢ni nastroj pro zjednoduSeni tvorby knihoven
kmeni se znackovanymi proteiny. Znacené proteiny lze vyuZit zejména k vyzkumu lokalizace

proteint do riznych bunéénych oblasti ¢i kompartmentt (Huh et al., 2003).
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Obrazek 12- Strategie SWAP-Tag pro vymérnovani piivodnich tagii pred ORFs za viastni pro
konstrukci knihoven (a) Tagging N-termindlni domény proteinu pomoci markerii HYGAn a URA3.
Tag také obsahuje restrikcni misto pro I-Scel a na okrajich disponuje generickymi misty
homologie, které mohou slouzit jako doména pro budouct fiizi proteinii. (b) Konstrukce viastni
knihovny pomoci donorového plazmidu, ktery svym tagem nahradi ten pitvodni integrovany pred
ORF. (¢) Ruzné typy donorovych plazmidii umoznuji import tagu v riuznych usporadanich. (Yofe et
al., 2016)

Celkové knihovny slouzi jako néstroj zejména pii screeningovych studiich velkého
meétitka. Na rGzn€ upravenych kmenech Ize studovat naptiklad esencialitu genli za raznych
podminek, vliv 1éCiv na specifické genotypy kvasinek, vztahy genotypu k prostiedi kvasinky,

nebo teoreticky i testovat umélé biosyntetické drahy a jejich vztahy ke genotypu hostujici

kvasinky.
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3. Zavér a diskuze

Tato prace byla zamétena na vyuziti kvasinek, ptedev§im druhu Saccharomyces cerevisiae, jako
vyznamného nastroje v oblasti syntetické biologie. Tento druh je, diky svym zadanym
vlastnostem, jako je silna schopnost homologni rekombinace, vynikajicim modelem pro
manipulaci s velkymi molekulami DNA. V praci byly predstaveny riizné techniky a nastroje,
které umoziiuji efektivni tvorbu a vyuziti kmeni kvasinek s modifikovanym genomem. Rovnéz
bylo diskutovano o protokolech jako je syntéza DNA in vivo v kvasinkadch a konstrukce
syntetickych chromozomt, které vyrazné posouvaji moznosti genetické manipulace a
vyzkumu. Kromé samotnych metod a nastrojii pro praci s S. cerevisiae byly pifedstaveny 1
pramyslové aplikace téchto systémi pro tvorbu modifikovanych kment produkujicich

vyznamné medicinské produkty a jiné molekuly zajmu.

Ptes vSechny pokroky zstavaji v tomto rychle se rozvijejicim oboru mnohé vyzvy a
oteviené otazky. Jednim probihajicich projekti je pfepracovani a optimalizace kvasinkového
genomu, kterd muze dale zlepsit efektivitu a stabilitu genetickych modifikaci. Dal§im kli¢ovym
smérem je vyvoj a standardizace novych ,toolkits*, které by umoznily jesté presnéjsi a rychlejsi
genetické Upravy. Vyzkum v oblasti syntetické biologie kvasinek ma i do budoucna obrovsky
potencial v pramyslovych aplikacich, jako je vyroba biofarmaceutik, biopaliv a dalSich

hodnotnych chemickych latek.

Budouci vyzkum by mél pokracovat v hledani novych metod pro zlepSeni pfesnosti a
efektivity genetickych modifikaci, stejn€¢ jako v rozSifovani aplikacnich moznosti. Dal§im
krokem v designu kmenti kvasinek se syntetickym genomem muze teoreticky byt i konstrukce
zcela novych biosyntetickych drah ¢i predstaveni novych néstroji otevirajicich nové moznosti

pfestaveb a manipulaci.

Je také dulezit¢é vénovat pozornost etickym otazkdm a bezpe€nosti geneticky
modifikovanych organismil. Celkové lze oc¢ekavat, ze s pokracujicim rozvojem technologii a
metod bude vyznam kvasinek, a zejména Saccharomyces cerevisiae, v syntetické biologii

nadale velky a bude pfinaset nové moZznosti pro zakladni vyzkum i primyslovy pokrok.
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