Vyhody a nevyhody klonovani v E. coli

Vyhody:
+ detailné prostudovany druh

« snadny prenos DNA
+ vysoka ucinnost transformace

« kdispozici jsou R~ mutanty
« existuje rada expresnich vektoru, s regulovatelnymi promotory

Nevyhody:

 Fadu cizorodych proteinl nevytvafi ve funkéni podobé
» postrada vedlejsi metabolicke drahy

* neexkretuje proteiny

 nepatfi k tradiénim prumyslovym mikroorganismum



Poznatky z klonovani v G- (jinych nez E. coli)
a G+ bakteriich

* nedostatek vhodnych vektor(

* nizka ucCinnost prenosu DNA do bunék

* negativni vliv RM-systému

* nizka exprese klonovanych genu i selekCnich markeru
* nizky pocet kopii vektord, jejich nestabilita

Vhodné jsou vektory se Sirokym spektrem hostitelli: transpozony
Vyhody:

 stabilni zaClenéni do chromozomu

* nezatéZuji hostitele extrachromozomovou DNA (prumyslové kmeny)



Vyuziti transpozonu jako vektoru s Sirokym
rozmezim hostitele

plazmid se Sirokym rozmezim Derivaty Tn7
hostitele

* gen lacZ spojen s riznymi vektory

l - J 4 r 4 LV 4
Sl (derivaty pUC - vysoky pocet kopii)
ezse.e ’cena CK Je plazml
O e - vneseni do bunék na
Derivit Tn7 (TpR, SmR) - sebevrazednych vektorech (vyuziti
_
—

AroE 2 . coll_Konovaci miso inkompatibility)

Q KmR  To+
S Pomocny plazmid = Zdroj transponazy

Stabilni zac¢lenéni Tn7 do
chromozomu, nasledné vnaseni
‘ Selekce TpR + SmR, vyhledani TcS nOVyCh genloJ do genu trpE (Zémény)

ProdukCni kmeny

Micrococcus, Pseudomonas

M. methylotrophus, P. aeruginosa



Plazmidy Pseudomonas (G-) s degradac¢nimi vlastnostmi

Name of plasmid Compound(s) degraded Plasmid size (kb)
SAL Salicylate 60
SAL Salicylate 72
SAL Salicylate 83
TOL Xylene and toluene 153
pJP1 2,4-D . . 87
p]P2 24D Dichlorofenoxyoctova kyselina 54
pJB3 2,4-D 78
CAM Camphor 225
XYL Xylene 15
PAC31 3,5-Dichlorobenzoate 108
PAC25 3-Chlorobenzoate 102
PWWO Xylene and toluene 176
NAH Naphthalene 69

XYL-K Xylene and toluene 135



Vyvoj bakterialniho kmene s nékolika degrada¢nimi aktivitami

CAM plasmid

.

&

Strain A

Inkompatibilni
plazmidy

Mating

Plasmid

Strain E

OCT plasmid

7~

ff”‘""‘\‘ Mating
lk'«w-/"}

XYL plasmid NAH plasmid

.

Strain B Strain C Strain D

recombination

plasmid
~

XYL plasmid
CAM/OCT
/ Y NAH plasmid
() O/
Strain F
y
CAM/OCT VL. slashiid
plasmid . S
/; NAH plasmid
Straln G

CAM - kafr, OCT - octan, XYL — xylen, NAH - naftalen

Prvni patent udéleny v USA GMO-mikroorganismu 5



Pouziti integra¢nich vektoru pro vnaseni genu (X) do chromozomu u
Pseudomonas aeruginosa
att pro faga ¢CTX P.a.

cilova mista pro Flp
rekombinazu

terminatory transkripce

selekéni marker

Flp-FRT recombination

Flp
plazmid kodujici Flp
rekombinazu

stabilné zaclenény gen 6




Vyhody klonovani genu v Bacillus spp.

- produkuji velka kvanta extracelularnich enzymu, které Ize snadno
izolovat z media

* |ze je snadno kultivovat a adaptovat na fadu podminek kultivace

 |ze pripravit celou fadu mutant, hyperprodukujicich enzymy a jiné
latky

* jsou nepatogenni pro vyssi organismy

« jsou modelem diferenciace prokaryotickych bunék

Itohiki-natto - ndrodni potrava v Japonsku, fermentované sojové boby.




Natto je tradi¢ni japonska potravina, fermentovana sdja, ktera se pouziva v japonské
kuchyni, ale i v tradi¢ni mediciné. Ma charakteristicky, velmi nepfrijemny zapach,
zpusobeny pritomnosti vitaminu K2. Japonci se dozivaji velmi vysokého véku, coz je
CasteCné pripisovano i vysoké spotirebé sojovych produktii a hlavné "natto'. Vyuziva
se pritom jeji jednozna¢ny trombolyticky ucinek.

Mezi nejucinnéjsi komponenty "natto" patii fibrinolyticky enzym

"natokinaza". SniZuje viskozitu krve a tim zabranuje zpomaleni toku krve a moZnosti
vytvoreni trombu. Jeho antikoagulaéné-fibrinolyticky ucinek je velmi vyrovnany a
zabranuje moznosti nadmérného rozpousténi fibrinu.

Kdy Natto NKCP pomaha:

pri nutnosti zvySit prokrvovani mozkovych cév,

pri potirebé zvysit pritok krve v srdecnich cévach, je prevenci infarktu,

je soucasti prevence vzniku tromboz v téhotenstvi, po operaci, pri onkologickych
onemocnénich, pri cukrovce, pri uzivani antikoncepce apod.,

pri problémech v oblasti dolnich koncetin (potrombotické stavy, bércové viedy, otoky,
zvySena pigmentace, nedokrvovani koncetin),

je prevenci tzv. economy class syndromu (trombdzy v prubéhu dlouhych a ¢astych
leti letadlem),

pri arterioskleroze,

pri osteoporoze



Priklady latek pripravovanych
v druzich r. Bacillus

B. amyloliquefaciens - 90% pramyslove vyrabénych enzymu
- alfa-amylaza, celulaza

« dextranaza, maltaza, pektatlyaza

- esteraza, alkalicka fosfataza
« proteazy (subtilizin)

* lysozym

B. thuringiensis: &-toxin

« pektinaza

Cizorodé latky
 interferon (mysSi, lidsky)
* proinzulin



Moznosti prenosu DNA do B. subtilis

1. Transformace kompetentnich bunék
2.  Transformace plazmidovym vektorem nesoucim homologni sekvence (,plasmid

rescue”)
3. Transformace protoplastt (uméla transformace!)

Transformace kompetentnich bunék B. subtilis plazmidovou DNA (CCC forma)

1 2 3 4 5 ‘ 6

Monomerni heterologni plazmidova DNA

Oligomerni plazmidova DNA
Monomerni plazmidova DNA s Castecnou homologii k chromozomové DNA B. subtilis.

Oblasti homologie jsou znazornény tucné.

Owx



Srovnani ruznych metod pro transformaci bunék B. subtilis

Efficiency
System (transformants/jig DNA) Advantages Disadvantages
Competent  Unfractionated plasmid 2 x 10 Compelent cells readily prepared. Requires plasmid oligomers or internally
cells Linear 0 Transformants can be selected duplicated plasmids which makes shotgun
CCC monomer 4 x 10* readily on any medium. Recipient experiments difficult unless high DNA |
CCC dimer N 8'x 10> canbe Rac™ concéntrations and high vecter/donor DNA ratios
CCC muiirner 2.6 x 16° aré used. Not possible to use phosphatase-treated
vector
Plasmid Unfractionated plasmid 2 x 108  Oligomers not required. Transformants contain resident plasmid and
rescue Can transform with linear DNA. incoming plasmid and these have to be separated
Transformants can be selected on by segregation or retransformation.
any medium Recipient must be Rec*
Protoplasts  Unfractionated plasmid 3.8 X 10°  Most efficient system, Efficiency lower with molecules which have been
Linear 2x 10" Gives up to 80% transformants. cul and re-ligated. Efficiency also very size-
CCC monomer 3 x 10° Does not require competent cells. dependent, and declines steeply as size incrcases
CCC dimer 2'x 10%  Can transform with linear DINA and '
CCC multimer 2 x 10% can use phosphatase-treated vector

Hlavni vyhoda: uc¢inny pfrenos monomernich plazmidovych molekul,
nezavisly na rekombinaci — DNA je prijimana jako dsDNA
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Plazmidy r. Bacillus:

* kryptickeé

* znacné veliké, nevhodné pro konstrukci vektoru
* chybi vhodné selekCni markery

Plazmidy S.aureus vhodné pro transformaci B. subtilis

Plasmid Fenotyp hostitelské buriky Velikost

pCl194 Chloramphenicol-Resistenz 1,8.106

pE194 Erythromycin-Resistenz 2,3.106 ) -
pSA0501 Streptomycin-Resistenz 2,7.108 Po;t(a)t_é(g Pil
pUB110 Kanamycin-Resistenz 3,0.106 |

pT127 Tetracyclin-Resistenz 2,9.106

/

|zolace plazmidovych mutant se zvySenym pocétem kopii (800-1000)
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Konstrukce pendlujicich vektoru pHV14 a pHV15

Eco RI

Hind TIT Hind 1T
E. coli . : S. aureus
. AD
) | pBR32
17| P 2 " pC194:

B .
led III-Verdau l Hind T -Verdau
Ccm?f
Cc

T4-DNA-Ligase

transformace E. coli, EcoRl pyng mr .
selekce CmR (AR, TetS) v E. coli ApR, CmR
v B. subtilis CmR, ApS
ori pC194 *

Rozdily v expresi markert —
transkripCni a translacni uroven
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Table 12.4 B. subtilis — E. coli kyvadlové (shuttle) plasmidy

Replicon Markers
Size
Plasmid (kbp) E.coli  B.subtilis E. coli B. subtilis Comments
pHV14 46 pBR322 pC194 Ap,Cm Cm pBR322/pC194 fusion. Sites: Pstl, BamH|, Sall, Ncol (Ehrlich 1978)
pHV15 4.6 pBR322 pCi94 Ap,Cm Cm pHV14, reversed orientation of pC194 relative to pBR322
pHV33 46 pBR322 pC194 Ap,Tc,Cm Cm Revertant of pHV14 (Primrose & Ehrlich 1981)
pEB10 8.9 pBR322 puUB110  Ap,Km Km pBR322/pUB110 fusion (Bron et al. 1988)
pLB5 58 pBR322 puB110 Ap,CmKm Cm,Km Deletion of pBR322/pUB110 fusion, Cm" gene of pC194
Segregationally unstable (Bron & Luxen 1985). Sites: BamHl|, EcoRl, Bqllll
(in Km® gene), Ncol (in Cm® gene)
pHP3 48 pBR322 pTA1060 Em,Cm Em,Cm Segregationally stable pTA1060 replicon (Peeters et al. 1988). Copy
’ number, ca. 5. Sites: Ncol (Cm™ gene), Bell and Hpal (both Em™ gene)
pHP3Ff 53 pBR322 pTA1060 Em,Cm Em,Cm Like pHP3; phage f1 replication origin and packaging signal
pGPA14 5.8 pBR322 pTA1060 Em Em Stable pTA1060 replicon. Copy number, ca. 5. u-Amylase-based selection
vector for protein export functions (Smith et al. 1987). MCS of M13mp11
in lacZa
pGPB14 5.7 pBR322 pTA1060 Em Em As pGPA14, probe gene TEM-B-lactamase
pHP13 49 pBR322 pTA1060 Em,Cm Em,Cm Stable pTA1060 replicon. Copy number, ca. 5. Efficient (shotgun) cloning
’ vector (Haima et al. 1987). MCS of M13mp9 in lacZu
LacZu not expressed in B. subtilis. Additional sites: Bcll and Hpal (both Em®
gene)
pHV1431 109 pBR322 pAMB1 Ap,Tc,Cm Cm Efficient cloning vector based on segreéationally stable pAMB1 (Janniére
et al. 1990). Copy number, ca. 200. Sites: BamHlI, Sall, Pstl, Ncol.
Structurally unstable in E. coli
pHV1432 8.8 pBR322 pAMp1 Ap,Tc,Cm Cm pHV1431 lacking stability fragment orfH. Structurally stable in E. coli
pHV1436 82 pBR322 pTB19 Ap,Tc,Cm Cm Low-copy-number cloning vector (Janniére et al. 1990)
Structurally stable
V4 . ngw " [¢) w V4 r
Problemy: 1. Nestabilita plazmidu (segregacni a strukturni)
2. Restrikce exogenni DNA
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Struktura vektoru pro primou selekci
v B. subtilis

MCS Translacni fuze CAT

«—— | zB.pumilisalacZ z E. coli

Promoter
(Gram +ve)

Fusion
protein

ori 322 EEEE pHPES ‘i
(£.65 kd)

5’ Rep

/ pTA1060
Selekce = CmR, EryR

Recipient: B. subtilis 6GM15 — obsahuje lacZD15 napojeny na G+promotor +

signaly pro iniciaci translace
15



Faktory ovlivnujici expresi klonovanych
genu v B. subtilis

« transkripce: znaény pocCet sigma-faktoru rozpoznavajicich rizné
promotory

« translace:

« vySsSi stupen konzervovanosti oblasti mMRNA vazajicich se na
ribozomy,

 odlisnost iniciacniho kodonu (UUG n. GUG namisto AUG, aj),
 odlisné ribozomové proteiny zajistujici vazbu mRNA
(nastaveni SD- AUG na 305)
 odliSné vyuzivani kodonu
- transport: signalni sekvence (stejna funkce jako u E. coli)
Degradace proteinu vlivem silné proteolytické aktivity
* nutnost pouzivat indukovatelné promotory: CAT

* snizeni rozkladu pfipravou proteaza-deficientnich mutant (odstranéni

6-8 exoproteaz: prodlouzeni poloasu rozpadu z 1,5 na 85 hodin) 16



Lokalizace proteinil u G+ a G- bakterii

a) Gram-positive cell envelope

Exported proteins

(:;-F | — I I | - . T—FT—=1 -peocidoplyca
—_—- |- 1 —1 1 ! | I Peptidoplyc nand
T I T 1 T__1 "T 1 PEREOBTYET -
L 1 1 [ I L [ N [ I_  accessory pglymers
Ll 1 [ 1 [ [ I
— [[ l [E I [T LJ [ l I [ L
- — I | I I [ M I
Membrane  proteins Cytoplasmic meﬁbrane
Cytoplasmic — Protein synthesis Cytoplasm
proteins

b) Gram-negative cell envelope Exported proteins

c;- Outer membrane proteins Outer membrane
N
Lipoprotei 3 } i
1pop n Periplasmic proteins Periplasmic spdce
- S T i = = F l1 [ I — idogl
__ peptidoglycan
—JT ) R | T [ I | I I - Fep L
Inner membrane proteins Cytoplasmic (aner)
T membrane

Cytoplasmic -— ‘Protein synthesis Cytoplasm
proteins




Exprese cizorodych genu v B. subtilis
s vyuzitim sekrecniho vektoru

SS = signalni sekvence alfa-amylaza z B. amyloliquefaciens

p RBS SS Sekvence cizorodého genu Sekvence vektoru

v transkripce

[
»

translace

NMMMWC
Stépeni signélni sekrece
peptidazou v

NWWC

Exportovany cizorody
polypeptid

Signalni sekvence u Bacillus jsou delsSi nez u G- bakterii a eukaryot

18



Konstrukce plazmidového vektoru pro sekreci
Interferonu

Misto Stepent Odatapeni signalni
-ls/ sekvence alfa-amylazy
| probiha presné za 31 aa

Pre-a

Signalni sekvence
alfa-amylazy v€etné b
promotoru

Pre-a Kédujici oblast
31 aa

-EcoRI
Bal 31
Hind III linkers
Ligase

Bglll

Plazmid nesouci gen pro zraly IFNa2

PstI

[Pvull]

pKTHS3
pKTH 51

mat IFNx2/

Hind IT1

<+«———— Nekodujici sekvence

“re «—— Kodujici sekvence

Hind I1I I!Iindlll

Zkraceni oblasti
kodujici alfa-amylazu

3 L
gly thr

a2

. cys asp
- -~ GGCACGCAAGCTTGC - - - - - - ACAIAGCTTGTGAT - - -
GIPKTHS3  CCGTGCGTTCGAACG- - - - -~ TGTTCGAACACTA - - -
Hind ITT Hind 111
2
serala |
- - - TCAGCCGCAAGCTTGE - - -
KT AGTCGGCGTTCGAACG - -
Hind I11 Hind I11
Ligase
-3 -1 1
pKTH 68 thr ser ala cys, asp leu pro
pKTH93a Hind IT1 <:> - -~ ACA TCA GCC{GCAAGCT TGT|GAT CTG CCT -
--~TGT-AGT CGG|{CGTTCGA ACA|CTA GAC GGA-
g pKTH93a
: Hind I11
Hind I11 Stnuclease

DNA ligase Optimalizace spojeni

o-Amylase Interferon ., ey . ,
T [ it T Aot kédujicich sekvenci

-3 -1 .
<B> the ser ala val asn gly thr/gin ala/cys asp leu pro thr ser ala/ala/cys asp leu pro

- -~ ACA TCA GCC GTA'AAT GGC AC[G CAA GCT TGT|GAT CTG CCT - - --~-ACA TCA GCC|GCA TGT|GAT CTG CCT - - - 19
--~-TGT AGT CGG CAT TTA CCG TG|C GTT CGA ACA|CTA GAC GGA - -~--TGT AGT CGG|CGT ACA|CTA GAC GGA - - -

pKTH 68 pKTH93



Vnaseni heterolognich plazmidu do B. subtilis
s vyuzitim ,,leseni” (,,scaffolding®)

1. Plasmid
Plazmid obsahuje usek homologni

Oblasti - Chis
. . , s chromozomem recipientni bunky
Prvni recipient Q Homologie
4/ Chromosom
1 Rekombinace Zaclenéni plazmidu fio o
chromozomu za vzniku ,,leSeni*
=i
Plazmid typu pBR322 v s .
s naklonovanym genem 1. Vytvorenl oblasti
~ e homologie pro zaclenéni
| Oblasti homologie — r
Druhy recipient sekvence pBR322 klonovaciho vektoru
' B . 2. Klonovani genu zajmu a
‘ Rekombinace jeho prenos do recipienta
s 3. Mozna amplifikace
Amplifikace KmR zaclenéného genu —
v selekce na AntR

az 30 kopii KmR 20



Vytvareni deleci v chromozomu B. subtilis

vektor, ktery se v Vzajemné nesousedici oblasti

B. subtilis

nereplikuje
Nahodna linearizace DNA
béhem transformace

Vyhledani homolognich oblasti na
chromozomu B. subtilis

Plasmid

Chromosom

delece Zaclenéni reciprokou
rekombinaci

— {cm? ] R chromosom Selekce kloni CmR 21



Klonovani sekvenci chromozomu sousedicich
s misty zaClenéeni plazmidového vektoru

Oblast homologie = ¢ast
chromozomové DNA
B. subtilis klonovana v
plazmidu

]
.....
e,

Plazmid neobsahuje restrikéni

mista Bglll

3
RN 3
Ed

Bam HI

Pienos do E. coli,

Selekce na ApR,

Analyza chromozomovych
oblasti

Izolace DNA, stépeni Bg/I],
Cirkularizace DNA-ligazou

Prenos
chromozomovych
genu z B. subtilis
do E. coli

,vyprostovani“ genu
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Klonovani klastru genu v pozadovaném poradi

' Rozpoznavaci sekvence Sfil —
—_— 2222”*%:2222 o T son e vnitini ¢ast (NNNN) je variabilni

(vzacné stépici enzym)

Amplifikace genu A pomoci PCR

_______ S primery nesoucimi v extenzich
mista Sfil s vhodné navrzenou vnitini
sekvenci

v
\ 2222?;21122222 «<—— PCR produkt s extenzemi Sfil

Vnitini NNNNN mé odliSnou podobu u
kazdého z amplifikovanych genli

CGGCC [T ST
TGAGCCGG

«<——— PCR produkt po stépeni Sfil

" Klonovaci vektor

TGA

23
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Klonovani klastru genu v pozadovaném
poradi — pokrac.

Vzajemne spojeni
genu vybavenych Sfil
misty a jejich
zacClenéni do vektoru

_ §té1:)=:eni rekombinantnich vektori a
- jejich ligace -

Formation of multimers
on ligation

B.subtilis lIze transformovat
i linearnimi DNA za ptedpokladu,

= -

-;%{QA|B{C|D‘E

e[ [o]:]

p_l‘éhos lineérnich_ .m_zole'kul - -~ Zeobsahuji duplikace
do bunék B. subtilis ~ v buiikich se rekombinantni
transformaci ~ vektor cirkularizuje

~ Priklad: pfiprava kmene B. subtilis
~ pro tvorbu hydrokortizonu
_ postupnym spojenim 8 genii

T

\_ . . _B' subtilis W,



Analyza genu s neznamou funkci v B. subtilis
pomoci vektoru pMUTIN

Vektor pMUTIN

Pspac HindIII

EcoRI
Notl
Sacll

BamHI1

Ter

MCS

pMUTIN

 vektor neni schopen se replikovat
v B. subtilis, coz umoznuje provadeét
inzerCni mutagenezu

* reportérovy gen lacZ usnadnuje sledo-
vat expresi cilového genu

« promotor Pspac umoznuje navodit ex-
presi genl nachazejicich se v témze
operonu jako cilovy gen

Pspac = PBs-pen + Olac

Cast genu orf2

S neznamou
funkci klonovana
ve vektoru

/ orf1 orf2

Operon (geny orfl-3)
v chromozomu B.s. l

IPTG

N
Pspac
o lacZ lacl . mR
Voasna " o LA
I I N 7
orf1 Aorf2 orf3

Reportérovy gen je orf2 je inzeréné
exprimovan inaktivovan
(vytvori se

transkripCni fuze)

exprese genl
po sméru transkripce
od orf2
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Charakteristika promotoru Pspac

Pspac = PBspen + Olac

hybridni promotor regulovatelny v bacilech pomoci IPTG

K 3" konci promotoru genu pro penicilinazu z B. licheniformis (Psspen)
byl pripojen lac operator z E. coli (Olac).

Gen kodujici lac represor z E. coli byl zarazen pod kontrolu bacilového
promotoru a RBS umoziujicich jeho expresi v B. subtilis

Promotor je aktivni v radeé dalsich G+ bakterii (stafylokoky, streptokoky...)
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Klonovani ve streptomycetach

producenti antibiotik (60%) a extracelularnich proteint (enzymy a inhibitory enzymu)
(neomycin, cypemycin, grisemycin, bottromycins, chloramphenicol)

«  prenos transformaci do protoplastt (PEG)

«  vektory odvozeny z plazmida (SCP2) — charakter kyvadlovych vektor(

« selekéni markery — antibiotika (thiostrepton, viomycin, neomycin nebo metylenomycin)

«  fagové vektory podobné fagu lambda (napf. C31) — pfenos transformaci do lyzogenu nebo
ma vektor sekvenci homologickou s chromozomem recipienta

Prenos kompletni biosyntetické drahy pro tvorbu antibiotik

Klonovani velkych usekt (40-100 kb) genomové DNA streptomycet ve
vektorech BAC, pak prenos vektort elektroporaci do bunék
streptomycet (nebo do protoplasti) a selekce klonu, v nichz se
klonovany usek zaélenil do chromozomu

27



Antibiotika vytvarena ruznymi kmeny streptomycet a kmeny s

geny vnesenymi na plazmidech plJ2303 a plJ2315

Strain/plasmid Color of culture
Acidic Alkaline

S. coelicolor Red Blue

Streptomyces sp. Yellow Brown

Streptomyces sp./pl]2303 Red Blue

Streptomyces sp./pl]2315 Red Purple

S. violaceoruber B1140 Red Blue-purple

S. violaceoruber B1140/pIJ2303 Red Blue-purple

S. violaceoruber T1i22 Red Blue-purple

S. violaceoruber T1i22 /pI]2303 Red Blue-purple

9 Ea

Antibiotic(s)

Actinorhodine

Medermycin

Medermycin, actinorhodine

Mederrhodine A, medermycin

Granaticin, dihydrogranaticin

Granaticin, dihydrogranaticin, actinorhodine
Granaticin, dihydrogranaticin
Dihydrogranatirhodine, actinorhodine

Do bunék kmene streptomycet produkujiciho urcité antibiotikum se vnese
transformaci plazmid obsahujici vSechny nebo ¢ast genii kodujicich
pribuzné antibiotikum. Kmen pak vedle piivodniho antibiotika vytvari nové
antibiotikum, které je mirné odliSnou strukturni variantou toho puvodniho.
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Struktura prirodnich a hybridnich isochromanchinonovych antibiotik
vytvarenych streptomycetami po prenosu plazmidu

N(Me), \

COOH

Medermycin > pfiro dni

H OH (O]

> hybridni

H OH O

Mederrhodine A Dihydrogranatirhodine ./
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Klonovani genu v archeich

« extremofilni organismy (T, pH, konc. soli)

« jedinecné fyziologické vlastnosti (napr. striktiné anaerobni a
metanogenni, halofilni) — enzymy pro prumysloveé vyuziti

Pfenos genu:

« elektroporace, nizka ucinnost

« transformace zprostfredkovana PEG

« transformace zprostredkovana lipozomy

Vektory: pouzivany jako kyvadlove, nekteré se integruji do chromozomu
(inz. inaktivace)

« plazmidy
° Viry

Selekéni markery: rezistence k antibiotikim (puromycin, novobiocin,
thiostreptin, mevinolin)

Reportérove geny: B-glukuronidaza, B-galaktozidaza, trehalaza 20
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