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Genetickd informace organizmu
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[1 Jaderna
1 Mitochondrialni
[1 Chloroplastova

Cel I Mitochondria

(mtDNA is found inside the mitochondria)

e ==
g DNA

Ty mRNA ”{ .
Nuclens

DONA 50505050

¥

Cytoplasm
Nucleus T
[most of our DNA is found in the nucleus)




Jaderna geneticka informace

1 Mendelisticka dedicnost
Mendelovy zakony

1 Predpoveéd’ fenotypu podle
nekolika principu:

1) dominantni a recesivni vztahy alel,

2) genoveé interakce,

3) vliv pohlavi,

4) vazba gend.

1 Nemendelisticka dédicnost
maternalni efekt, epigenetika




Organelova DNA

1) Evolucni ptuvod genomii

2) Odlisnosti v genetickem
slozeni

3) Zpusob prenosu (DNA, gentl) na
potomstvo

4) Charakter dedicnosti u riznych
organismu




1) Genomy mitochondrii a chloroplast(
jsou vyvinuté z endosymbiotickych vztah(

Photosynthetic
prokaryote Plasma Mitochondrion
membrane

Chloroplast

Aerobic
heterotrophic
prokaryote

Ancestral host cell




1883 Andreas Schimper (1856-1901) .5 .4
- plastidy vznikly z endosymbiotického 4 7
vztahu mezi cyanobakteriemi a ¥
eukaryotickou bunkou.

1922 Ivan Wallin (1883-1969)
endosymbioticky puvod mitochondrii

1967 Lynn Margulis (**1938)

The Origin of Mitosing Eukaryotic
Cells

1981 Symbiosis in Cell Evolution




2) Mitochondrie a chloroplasty obsahuji
Kruznicové chromozomy s mnoha geny

r. 1951 Y. Chiba

Barveni barvivem specifickym pro DNA
Izolace organelové DNA

Elektronova mikroskopie

70. a 80. léta 20. st.




Looking Closer at DNA

nucleus with chromosomes
R, in metaphase
-

Struktura DNA

BMA double helix strands

chromosome

Mitochondrie
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Nucleotides

Mitochondrial DNA

ARAGTCTGACGACATGCTCGAAGTCGLATOGAA
TTTCAGACTGCTGTACGAGCTTCAGCCTAGCTT

Microsatellite



3) Prenos DNA do dcerinych bunéek
je nahodné a na potomstvo ...

Clovék
dédicnost maternalni
Muclear DNA is inherited from Mitochondrial DNA is inherited
all ancestors. from a single lineage.
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Dalsi poznatky
Rozmisteni DNA v organele

nucleoid

OXPHOS
Toexas
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Mitochongdrion

Depiction of a typical mitochondrion. Note the circular pieces of DNA.



Dalsi poznatky
Sekvenovani organelové DNA

Mitochondrialni 6070 genomu eukaryot
Houby 321 genomli

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Candida albicans

Zivodichové 5309 genomfi
Savci 758 genomil

Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Drosophila melanogaster,

Xenopus laevis, Homo sapiens, Mus musculus, Macaca mulatta,
Rattus rattus

Rostliny a rFasy 277 genomu

Chlamydomonas reinhardtii (zelena rasa), Arabidopsis thaliana,
Beta vulgaris, Brassica napus, Carica papaya, Nicotiana
tabacum, Oryza sativum, Triticum aestivum, Vitis vinifera, Zea
mays

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igenome/browse/?report=5



Chloroplastovy 718 genomu eukaryot

Rostliny 588 genomtu
Rasy 56 genom{

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/?report=>5




Dalsi poznatky
Velikost DNA

Mitochondrialni

Rasy a protista stredni genom
Saccharomyces cerevisiae 75 kb

Zivodichové maly genom 16 — 17 kb
(méné nez 1% bakterialniho chromozomu)

Rostliny velky genom
200 — 2600 kb

Chloroplastova
I‘iasy Chlamydomonas 200 kb
Rostliny 120 az 160 kb




4) Charakter dédicnosti organeloveé
DNA - mutace

Carl Correns pigmentace u nocenky
Mirabilis jalapa

Cross 1 Cross 2

Green, white, or
variegated offspring

All white
chloroplasts

Green chloroplast
White chloroplast

Reciprocal Reciprocal Nucleus

' 9 cossof ' 9 crossof ' v ” -3
cross 1 cross 2 . chloroplasts
i’ i heteroplazmie

.~ All areen offspori All areen o ffsorina

Chloroplasty se dédi pres cytoplazmu vaje€¢né burnky, ne pres cytoplazmu spermatickych
bunék. Dédi se nahodné.
Dédiénost uniparentalni, maternalni



Kvasinky
Saccharomyces cerevisiae

- P

Normalni kolonie Petitové kolonie

Zakladatel mitochondrialni genetiky

»rhere are two kinds of genetics — nuclear
and unclear*




Typ dedicnosti HOHOO

.......

Stépeni mendelistické Stépeni nemendelistické
petity SEGREGUJICI ~ petity VEGETATIVNI ,
NEUTRALNI SUPRESIVNI
F@lﬂid Haploid % Haploid Haploid Haploid
petite normal petite normal petite normal

Y : f

Diploid zygote Diploid zygote Diploid zygote
(normal) (normal) {usually petite)

Sporulation, Sporulation, Sporulation,
meiosis meiosis meiosis
Haploid ascospores Haploid ascospores Haploid ascospores
petites normals All normal All petite

Mutace v jadernych genech Podileji se jine geny nez jaderne

 ast 2 wex . Potomci ziskaji standardni suprese
Mendelistické stépeni ]
1:1 (2:2) MtDNA standardni funkce
' ' MtDNA

Déedicnost biparentalni



Plisen chlebova
Neurospora crassa

1952 Mary B. Mitchell a Hershel K. Mitchell

Mutace poky = mi-1 (maternal inheritance)
Pomaly rust kolonii

Normal ¢ Poky @ e e N
_._,.._,/N Aska a askospory
> Normal, (ad) > Poky,
ad- ad-
e 2n
S

| Ve ) ol
wt X poky poky X wt
kolonie wt kolonie poky

Dédicnost uniparentalni — maternalni

Molekularni podstata snizené mitochondrialni funkce: defekty v mt genech pro
cytochromy, které jsou nezbytné pro transport elektronu na vnitfni membrané



Zelena rasa

Chlamydomonas reinhardii

1954 Ruth Sager
2 pohlavni typy mt* a mt-

Mutace — rezistence
ke streptomycinu sm’
citlivost ke strepto-
mycinu sms

Potomstvo:

mt+/smr mt- /sms

l meioza

mt+/smr mt+/smr

4 haploidni buriky

vechny smr

mt- /smr mt- /smr

geneticka informace rodice mt™
geneticka informace rodice mt- degeneruje

Reciproké kiiZeni

mt+ /sms mt- /smr

l meidza

mt+ /sms mt+ /sms

4 haploidni builky

v3echny sms

mt- /sms mt- /sms

Dédicnost uniparentalni



ZpUsob dédi¢nosti mitochondrii a
plastidd se lisi u rznych druhd

Druh organela dedicnost

Savci mitochondrie maternalni

MIzi mitochondrie biparentalni

S. cerevisiae mitochondrie biparentalni

Plisnée mitochondrie obvykle maternalni,
Allomyces — paternalni

Chlamydomonas mitochondrie po rodiCi mt-

Chlamydomonas chloroplasty po rodiCi mt+

Rostliny Angiosperma m. a plastidy  maternalni
(u nékterych druhu i biparentaini)

Gymnosperma m. a plastidy obvykle paternalni




Molekularni organizace a genové
produkty cpDNA

w i 2 invertované repetice

Mala oblast jednokopiovych genu

Large single-copy
region

Ohryza sativa (rice) chloroplast DNA
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Molekularni organizace a genové
produkty mtDNA

Kukurice

Chlamydomonas reinhardii

Maize NA

mitDNA ' = Chiamydomonas mitochondrial DNA
(700 kb

ll|.'|‘.J_- nads
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Lidska mtDNA

16 569 pb
2 geny pro rRNA pro translaci
22 tRNA pro translaci

. 13 genu pro polypeptidy
NADH dehydrogenaza (7 genu)
Cytochrom C oxidaza (3 geny)

i/ ATP syntaza (2 geny)

A Cytochrom b (1 gen)

| t’_é HAP hhe wiochr

Rk Y

163

Subunits of
cyochrome ¢

Subunits of ATP
swhthase

Vlastni replika¢ni aparat mitochondrii
Replikace—»Transkripce—‘I'ranslace

/. Replication L \' ‘ l
: Transcription tRNAS =~ Translation Respiratory
DNA ——1> MRNAS =i s proteins

rRNAs—fV Tk ‘ \

Sther res iratory




Aerobni oxidace — pfenos elektronu
mitochondrialni mutace
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Aerobni oxidace — prenos elektronu
mitochondrialni mutace

g erobni degradase
7Tglukdza = 38 moleku

nvaon  ATP |
Anaerobni

AMINO  FATTY
ACIDS  ACIDS

Aminokyseliny, mastné kyseliny a glukoza.
vstupuji do mitochondrii a jsou oxidovany

NAD*

za tvorby acetyl CoA (acetyl koenzymA). 1
Acetyl CoA vstupuje do Krebsova cyklu, kde probiha ¥
oxidacni kaskada. Jeji vytézek je vazan ve formé ;
redukovaného koenzymu NADH
(nicotinamid adenin dinukleoid).

FUMARATE

SUCCINATE
NADH NAD*

NADH prenasi své redukcni ekvi-
valenty na 5 enzymovych komplexu
Claz CV.

Silné Sipky ukazuiji tok elektront v
respiracnim retézci, ktery probiha na
vnitfni mitoch. membrane.

MATRIX

S INNER
2 MEMBRANE

ki i

INTER
J MEMBRANE
3 A P i SPACE

C oxidore-
duktaza

dehydroge-
naza

dehydro-




Aplikacni oblasti
organelové DNA

Vzacnéeé lidské choroby
Forenzni vedy
Chloroplastové genove
Inzenyrstvi

Samci sterilita ve slechtéeni
rostlin



Vzacne lidské choroby
Mutace mtDNA a heteroplazmie

MATERNAL INHERTANCE OF MTOCHONDRIAL AMTATIONS |

mother with mild contribution  contribution possible
or no symptoms from mother from father outcome

Zygota
ziskava velky pocet organel
prostrednictvim vajicka
Organely s mutaci — Cerné
Organely bez mutace — bilé

Tkane
Organely se mnozi autonomné
Dospely jedinec ma bunky s ruz-
nou smési normalnich a abnormal-
nich organel

eteroplazmie 10 az 20%

V pripadé mutaci zplUsobujicich choroby mohou mit riizné tkané rizné mnozstvi
mutantni a normalni mtDNA. Déti jedné matky tak mohou mit odliSné fenotypy v
zavislosti na mnozstvi mutantni mtDNA v jednotlivych tkanich




Historie

J

J

1962 Prvni zprava o lidské chorobé v dusledku
narusene energetické aktivity mitochondrii.
Symptomy demence.

Souvislosti mezi poruchou energeticke aktivity
mitochondrii a degenerativnimi postlzenlml
mozku, myokardu i kosternich svali, ledvin a
14z s vnitrni sekreci.

Nazor, ze pricinou jsou mutace jadernych gend.

80. léta 20. st. prokazano ze mutace
mitochondrialnich geni ZpUSObUJI poruchy
syntézy protelnu jejichz prostrednictvim je tvorena
H*-ATP4za. Dtsledek narugeni u&innosti komplexu
respiracnich reakci, neboli tvorby energie v bunce.

Choroby zpusobene dysfunkci mitochondrii
JSou popisovany az od roku 1988.




Typy genovych defektu
mitochondrialnich chorob

d Velka preusporadani mtDNA

1988 Holt a kol. koexistence normalni
a mutantni mtDNA s jednou velkou
deleci (predevsim) ve svalstvu
pacientu.

Kb Ctr P1 P2 P3 Diagnostika podle délky fragmenti mtDNA
! Ctr mtDNA standard
P1 mtDNA standard + mtDNA s deleci
(kratSi fragment)
P2, P3 vicenasobné delece
P2 30 let
P3 60 let = s vékem se zvySuje mnozstvi

mutantni mtDNA

| :




[ Bodové mutace mtDNA

Diagnostika - vsechny tkane vcetne
leukocytu

Mutace genu pro 12S rRNA, nukleotid
1555, A-G. homoplazmie, hluchota.

22 genu tRNA — identifikovdna Fada
substituci

tRNA pro Leu, nt 3243 A-G
Onemocnéeni MELAS

Priznaky: opakované zachvaty mrtvice
pred dosazenim 40 let, Casto jiz
v detstvi, demence, hluchota. Asi 1-
2% paC|entu s diabetes mellitus ma
tuto bodovou mutaci v genu pro tRNA.



Analyza mtDNA - diagnhostika

Histologické preparaty svalovych vlaken (barveni na cytochrom c oxidazu a sukcinyldehydrogenazu)
Sekvenovani
Amplifikace fragmentd mtDNA a restrikéni analyza

AAAAANTCTTT

1

(d)
U C C Muscle Urine Blood U C COX-positive fibers COX-deficient fibers

e : )  — “ :

N L L IO T T i . e el
s s s b bbb b 94 P - W ‘ -94 bp
wt wt

C)] (h) (M
100 - R o A o
e Mutation C-G
threshold A=1 ;-tgi(‘:n
z 80 = G-C
T o . Taaer Patient GGAGT TAAAG--
g 60 = A=T / G 15978
< A-T T A Human GGAGT TAAAG--
< AR e AT TTCA ©,
O o Al BT &&ALT L Gorila GGAGT CGAGG--
€ 40+ T GAAT, - Chimpanzee GAAGT TAATT--
2 T-aTg® TyC  Bovine GASAC TGCA~-—
€ T-A loop  Mouse GGGGA GTAGC--
& 204 g Rat GGGGA GGTAGT-
° C=G Chicken GGAGG TTTGAGC
P T X. laevis GGAGG TTTGAGT
COX- COX- TG S. cerevisae GTTAG TTCGAGT
positive deficient .
fibers fibers tRNA Prolin

FIGURE 2 | Laboratory investigation of novel mt-tRNA variants based on a previously published m.15967G>A MTTP mutation.®® Two muscle
fibers (highlighted by an‘asterisk) are shown in a sequential series of transverse muscle sections from the patient highlighting the following

i S Il | SR R ER |



Disledky mitochondrialniho defektu

Heart i Eye
Conduction disorder // a\ Optic neuropathy

?/« “\ Wolfi-Parkinson-White | Ophthalmoplegia
oA syndrome N/ Retinopathy
Q@k_ (| L} Cardiomyopathy n

/' ' Liver
“-- Hepatopathy

Skeletal muscle
Weakness /—_\
Fatigue — ATP
Myopathy
Meuropathy

) TPoR Muclear —-—-75ul:-units —p= Oxidative
i y v DMA phosphorylation

K ."'\‘ e
7
I

[/ Brain
MY Seizures
Myoclonus
Ataxia . _
Stroke Mitochondrial
Dementia DA
Migraine
,_?"

Kidney
Fanconi's syndrome
Glomerulopathy

Pancreas
Y Diabetes mellitus
_ )
, # il f e
& i 'I' | ™
}r,?ﬁl:knun l ®©@ @
uclear : M Blood

P
| S

Pearson's syndrome

{

J ~ Innerea
—--f Sensorineural

Pseudo-obstruction

Source: Fauc AS, Kasper DL, Braunwald E, Hauser SL, Longo DL, Jameson JL, Loscalzo J:

de Blindness
mentia problems moving the eyes
deafnass = droopling eyellds
poor balance 0 muscle weakness
Intolerance to exerclse
salzures W
heart fallure
/ vamlting
tremars chrenlc heartburn
acld reflux
trouble fesling
Mitochondrial
Disease



Projevy poskozeni organu

J Poruchy vedeni J Poskozeni jater
srdecniho vzruchu 0 Pogkozeni slinivky

d Kardiomyopatie? bFisni

d Diabetes mellitus  Intestinalni

0 Sedy zékal pseudoobstrukces

1 Laktatova acidéza? 1 Epizodickeé zvraceni

1 Pogkozeni 1 Pancytopenie?
edvinnych glomerulu O Deprese

d Poskozeni sluchu

lUbytek a ochabovani pfiéné pruhovaného svalstva.

’Nadbytek kyseliny mlééné v séru. Laktat je syntetizovan pri anaerobni glykolyze a pri oxidativnim
aerobnim metabolismu je rychle odbouravan. Defekty mitochondrii vedou k porucham oxidativniho
metabolismu a tim k hromadéni laktatu.

3Poruchy vyprazdnovani streva “Soucasny pokles v§ech typt krevnich télisek.



Neurologické priznaky
mitochondrialnich chorob

Obrna okohybnych svalu

Poskozeni zrakového nervu

Mozkova mrtvice u mladeho cloveka
Krece

Svalové poskozeni

Unava, neschopnost fyzické zatéze
Ataxie — porucha koordinace pohybu
Demence

Periferni neuropatie — potlzenl nervu

vlivem nedostatec¢ného cévniho zasobovani nerva

Kalcifikace bazalnich ganglii

L OO OO L OO0




Chronicka externi
oftalmoplegie

CPEO

 Geneticky zaklad — bodové mutace v
genech pro tRNA

0 Paralyza okohybnych svalu
(oftalmoplegie)

0 V pokrodilej§im stadiu i svalu dolnich
koncetin

d Mikroskopické vysetreni - svalova
vlakna se jevi jako ,,potrhana”




Kearns-Sayruv syndrom

KSS

4
4

CO00O

Geneticky zaklad - delece v ruznych pozicich mtDNA
V détském veku - zadné symptomy, objevuji se az v dospélosti
(po 20. roku)

Ztrata vidéni- choroba retinis pigmentosa. Sitnice nefunguje jak
ma — nejdrive jsou nefunkcni okrajove bunky tyCinky (Spatne
videni za sera, v noci). Pozdeji jsou zasazeny i Cipky = zrakoveé
bunky ve stfedu oka = narugeni barevného vidé&ni.

Ztrata sluchu

Srdecni choroby — vady

Demence, maly vzrist

Ataxie

Cim vé&tsi je podil mtDNA s deleci, tim rozsahlejsSi jsou symptomy
= neuromuskularni choroba




Leberova dedicna ocni
neuropatie

LHON

d Mutace v mt I%enech pro respiracni proteiny:
ND1, ND2, ND4, (I)\ID5, I\(I)D6, CO1, cytb
d Pres 50% pripadu je zpusobeno v urcité pozici
genu kodujiciho jednu podjednotku NADH
ehydrogenazy

d Postihuje ocni nerv, nghla_ztrata zraku u
jednoho nebo obou ocCi Prumerny vek ztraty
videni je 27 let

Srdecni dysrytmie

Vyskyt vzacny 1:50000 .
Maternalni dédicnost X véetsinou zjisténa u muzu,
druh[;rI{ItAerakce genu vazanych na X-chromozom
s mt

DO




Leighllv syndrom

J Mutace genu ATPasa6b pro
podjednotku mitochondrialni ATP
syntetazy

3 Projevy jiz v detském veku, nemoc je
letalni:

- Progresivni ztrata motorickych a
verbalnich schopnosti

- Postupna degenerace bazalnich
ganglii

- Neurogenni svalova slabost




Mitochondriova
encefalomyopatie, laktatova

acidoza -

e
m.3252A>G )\

| m.583G>A
k”_,__, >,

[m_3243A>T ] { m.3256C> Tj i\
«ﬂ“‘ ’ . m
MELAS | | % & ;m‘\ \
d geny pro tRNA pro leucin a lysin °

|
o ""‘\Lm4332<3 A .
/3

Symptomy v detském veku: N
’ O 7 ’ N, B e
d Pomaly vzrust, zachvaty a zvraceni. ff.
3 Svalova slabost. Ochrnuti ocnich (nr56)  (masrerc)
vicek, poruchy sluchu a dychani. Ztrata scnopnost| B
reci.

d Poskozeni mozku (spongidzni degenerace), laktatova
acidoza, krece, mozkova mrtvice u mladeho clovéka.

DusSevni retardace, demence

Mutace soucasne pricCinou cca. 1,5% pripadu diabetu
- Langerhansovy ostruvky nemaJ| dostatek energie,
ztraceji schopnost tvorby inzulinu.

DO




Maternalné dedicna
myopatie a kardiomyopatie

MMC

J Myopatie - skupina chorob projevujici
se postupnym ubytkem a
ochabovanim pricne pruhovaného
svalstva

J Kardiopatie - trvalé poskozeni
srdecniho svalu, zbytnéni a rozsireni
komor a srdecni slabost




Myoklonicka epilepsie s
“potrhanymi” svalovymi viakny

MERRF

d Poruchy centralni nervové soustavy, kostry a
srdecni Cinnosti

3 Epileptické krece, svalove zaskuby

0 Ataxie — nedostatedna koordinace svalu

J Hluchota, demence

3 Pri mikroskopickém vysetreni vypadaji
svalova vilakna jako “potrhana”.




MERRF

d Mutace genu pro tRNA pro lysin, tranzice A-G

d Tato zaména znémoznuje plnou kapacitu translace mtDNA v
organele, coZ vede kruznym projevum poruchy.

(C)

m.611G>A
’

m.8363G>A
m.8296A>G

[ m834an>G

m.8356T>C

{m.8361G>A }

e ot e . ‘-.__'-'"
. e e & |

Mitochondrial myopathy. Abnormal mitochondria.

FIGURE 5 | mtDNA mutations associated with the MERRF an
with the MERRF phenotype are indicated including m.8344A>G

RRF =ragged red fiber = potrhana viakna

Diagnostika ve vzorku tkané svalu po biopsii: RRF obklopuji normalni svalova vlakna.
Ultrastruktura mitochondrii je zménéna: jsou zvétSene, zvysSuje se jejich pocCet, maji
defektni systém krist.



Neurogenni svalova ochablost
S ataxil a retinis pigmentosa

NARP

J Neuromyopatie, ataxie a retinis
pigmentosa degenerace retinalniho
neuroepitelu,

d atrofie zrakoveho nervu
d pigmentové zmeény na sitnici




Ziskané poruchy
mitochondrialniho genomu

3 Postupné hromadéeni mutaci
mitochondrialnino genomu s naslednou
poruchou funkce mitochondrii bylo oznaceno
za moznou pricinu Alzheimerovy nebo
Parkinsonovy nemoci a jinych
degenerativnich chorob stari.

3 Mutace postihujici gen pro tRNA ridici
transport glutaminu je povazovana za
pri¢inu vzniku asi 5% pripadu Alzheimerovy
choroby v evropské populaci.




AIDS

J

J
J

Antivirove pripravky = substraty virove
DNA-polymerazy, zabudovani do virového
genomu, poruchy replikace viru

Vedlejsi udinky Iéku na mtDNA
Lék zidovudin — u pacientd myopatie
zalcitabin — neuropatie

didanosin — zanet slinivky (u 23%
pacientu)

Zabijeci lék: fialuridin - hepatopatie
(Jaterni choroby)

Lamivudin — nezpusobUJe poskozeni
mitochondrii, minimum nezadoucich ucinku




Mitochondrie a smrt bunky

J Mitochondrialni starnuti

1 10x castéjsi vznik mutaci nez v
jaderné DNA

d Oxidativni stres, nadbytek volnych
radikalu, oxidace lipidu

1 Degenerativni choroby

1 Starnuti organismu

poruchy pameti, sluchu, zraku, pokles

vitality a obranyschopnosti
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Mt DNA a forenzni vedy

Vyhody

Vysoky pocet kopii mtDNA (kvantita)
Nedochazi k rekombinaci (stabilita)
Maternalni dedicnost

Vyuziti: rutinni analyzy mtDNA starych
kosti, zubu, ¢asti vlasu a chlupu (lidské i
zvireci)

Hypervariabilni oblasti

HV1 (nt 16024-16365) a HV2 (73—340)




Analyza hypervariabilnich oblasti
mt genomu, testy identity
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Vyuziti
Kriminalistika, genealogie, archeogenetika

!

The Neanderthal
Homo neanderthalensis p
Extinct for 30,000 years

754 TNE BEEN
~ /| MARRIED TO ONE

Remnants of
MNeanderthal DNA
in the genes of non-Afri
modern humans are linked to
a range of health problems,
including Type 2 diabetes,
Crohn s disease, lupus an
biliary cirrhosis

" Indigencus people
from sub-Saharan Africa,
whose ancestors did not

migrate out of the continent to
breed with Eurasian Meanderthals,
carry little or no Neanderthal DNA

Between 2% and 4% of the genome of
Europeans and Asians is believed to be
a legacy of interbreeding between ancient

THE EVOLUTION
OF HUMANS

€48 1 K<

Over millions of yesre, people.  Their bodies became siraighser Peoplde bocaing srsamés, They : They made weapons, 8o, and
begam 1o Eive on she ground The could walk wpright sl donl i hunled anisnali Ml:llj.EI"n IMan



Mt DNA a cytoplazmaticka

sami’:i sterilita (CMS) u rostlin

CMS kdédovana mitochondrialnim genomem

150 druhti, 20 celedi

D 0D O

az Rf8

L

mitochondrie bunék tapeta

d Rf2 tvorba alkoholdehydrogenaz
odstranuje toxicke latky

Vyuziti samci sterility ve slechténi
d Vyroba hybridniho osiva
d Heterozni slechténi

Kukurice — 3 plazmotypy cmsT, cmsS, cmsC,
vice jadernych genti obnovy Rf1, Rf2, Rf3, Rf4

Mt gen URF-13 tvori aldehydy toxické pro

genotype

rfl 12

RfL 1f2
1f1 Rf2
Rfl Rf2




Chloroplastové genové
INzenyrstvi rostlin

Historie

3 1980 Prvnj introdukce izolovanych chloroplastu do
protoplastu

d Biolistickd metoda transformace (bombardovani
mikroprojektily)

d 1988 Prvni plastidova transformace zelené rasy
Chlamydomonas reinhardtii

d Mutant v genu atpB po bombardovani mikroprojektily
s DNA wt atpB genu = introdukovany gen opravil
puvodni nefunkéni gen
atpB — gen pro podjednotku ATP syntazy

d  Uspésna komplementace, stabilni integrace do

plastidového genomu




Plastidy rostlin jsou idealnimi
kandidaty pro genove inzenyrstvi

Vyhody
d 1. Vysoka Uroveri exprese plastidovych genu

d Kolik kopii kazdého genu je obsazeno v 1
bunce potencialné transformované?

d 2. Maternalni dédicnost

3 3. Absence pozicnihq efektu — viz zpusob
introdukce transgend homolognl rekombinaci

3 4. Absence epigenetickych vlivl — nedochazi
ke zmé&nam v regulaci genu a k jejich

umlcovani




Introdukce transgenu do cpDNA
homologni rekombinaci

Inaktivace cp genu pro fotosyntézu
Transformaci (gen Rubisco)

5cm
TRENDS i» Botechoogy
Regenerace rostlin Bilé sektory —
po transformaci  homoplazmie
-organogeneze
-somaticka embryogeneze
podminky in vitro

Plastid transformation vector

A aadA B
A 4
1 I
\ !
\ '
\ ]
\ 1
Selection
A B
Regeneration PIDNA
Additional rounds of selection A aadA B

and regeneration

Transformed ptDNA

Shoot proliferation and rooting

TRENDS in Biotechnology

aadA — kdoduje rezistenci k antibiotiku spektomy-

cinu a streptinomycinu



Misto zaclenéni transgenu

aZ

Tvorba funkcniho proteinu

o000 O O O

Poznatky plastidové genomiky — sekvenovani
cpDNA, nezbytnost pro tvorbu vektoru

Vektory pro transformaci — univerzalni vektor
neexistuje

Efektivni regenerace rostlin somatickou
embryogenezi

Vyloudeni genu pro antibiotika z vektoru
Stabilni integrace a stabilni exprese genu
Tvorba funkcniho proteinu

Ekonomickd produkce cizich proteinu

?Bezpecnost - rizika?




Rezistence k antibiotiku u transgennich rostlin

SQoja

Untransformed

Transformed

Potomstvo F1
transgennix wt  wt x transgenni

TRENDS in Biotechnology



Praktické aspekty
chloroplastového inzenyrstvi

Cile

Zlepseni agronomickych viastnosti
1 Rezistence k hmyzu

0 Rezistence k herbicidum

0 Rezistence k chorobam — puvodci
bakterie, houby

1 Tolerance k suchu
1 Tolerance k zasoleni
J Fytoremediace




Terapeutické proteiny
Biomaterialy
Primyslové enzymy

Spektrum druhi

1 Tabak terapeutické proteiny
1 Mrkev jedlé vakciny

1 Bavlnik

J SOja




Plastidy jako bioreaktory
farmakologickych latek

LIdSky Albl.llmln lidskeho
sera

Tvori 60% proteinu
krevniho séra. Nahrada
Krve pri traumatickych

somatotropin

Lecba trpasliciho
vzrustu u déti,
Turnerova syndromu,

chronického selhani stavech
ledvin Gen HSA
Gen hST 11,1% tsp

7% tsp




Antimikrobialni
peptidy
MSI-99
Efektivni i viéi lidskym
patogenum,

efektivni i vuéi bakteriim
rezistentnim k rade lecCiv
(Pseudomonas
aeruginosa)

Po transformaci tabaku
bunecny extrakt ucinny
vucCi rezistentnim
bakteriim

21,5% tsp

Lidsky interferon

O

O

O

O

Glykoprotein produkovany bilymi
krvinkami jako odpovéd na
napadeni organizmu virem.

Funkce jako lecCivo pri virovych
infekcich, leukemii i proti nadorum
(ledvin, kuze, sarkomu, malignimu
lymfomu, mnohocetnym myelomum
aj.)

Uginek — tlumi metabolismus
nékterych bunék, tlumi projevy genu
odpovednych za nadorovou
premenu bunky

Transgenni tabak

Interferon a  19% tsp
IFNa2b leCba leukemickych bunék
Interferony 6% tsp



Monoklonalni Bioreaktory pro

protilatky vakciny

Imunoglobuliny (Ig) Vakcina cholery

Chrani telo proti toxickym  Gen - podjednotka toxinu cholery
latkam a pronikajicim CTB

patogenum Pdvodce Vibrio cholerae
Protilatka Guy,S 13 ucCinna [1 Vakcina antraxu — snét

vuci Streptococcus slezinnd, plivodce Bacillus
mutans anthracis

[0 psbAregulacni sekvence [ vakcina moru

+ gen Guy 13 — exprese Pdvodce Yersinia pestis

IgA-G
Voh gd [1 Zvifeci vakciny — psi
yhoda - cena parvovirus



Vyuziti
Produkty ve fazi klinickych testu

Produkt Rostlina
Lidsky somatotropin lé¢ba trpasli¢iho vzrustu u déti tabak
Turnerova syndromu
Albumin lidského séra Nahrada krve pri traumatickych stavech tabak
Dow AgroSciences
Lidsky interferon a 2b Funkce jako léCivo pri virovych infekcich,

leukemii i proti nddorim okrehek
Biolex Therapeutics Inc
Pankreaticka lipaza  cysticka fibréza doplnék stravy kukurice
Meristem Therapeutics
Protilatka proti zubnimu kazu Planet Biotechnology Inc. tabak

(CaroX™) schvaleno pro EU, jesté neni na trhu
Vakcina psich parvovirti Large Scale Biology Corp. tabak




Komercni produkty na trhu

Produkt Rostlina
Avidin Prodigene kukurice
B-glukuronidaza Prodigene kukurice
Trypsin Prodigene kukurice

Lidsky laktoferin Meristem Therapeutics

kukurice, ryze
Lidsky lysozym  Ventria Bioscience ryze
Lipaza Meristem Therapeitics kukurice
a-amylaza Syngenta kukurice, tabak




Dekuji za pozornost
Dotazy !
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