ABSTRAKT

Vyvoj na CRISPR-Cas9 technologie pro genetickou modifikaci Lactococcus lactis subsp.
cremoris

Lactococcus lactis, také znamy jako bakterie kyseliny mlééné (LAB), je Siroce pouzivana bakterie
produkujici kyselinu mlé¢nou z laktézy. Jednd se o dulezity mikroorganismus pouzivany pfi
fermentaci syrovych produkti, stal se ale také prvnim geneticky modifikovanym mikroorganismem,
ktery byl pouzit z terapeutickych divodi. LAB je také bézné probiotikum uzivané jako doplnék
stravy pi1 mirném prijmu. Cilem této studie je vyvinout technologii, kterd umoziuje modifikovat
Lactococcus lactis pomoci systému Clustered Regularly Interspased Palindromic Repeats - Cas9
(CRISPR-Cas9), ktery se stane rychlejsim, jednodussim a pomérné levnym nastrojem pro genetické
inzenyrstvi této bakterie.

Prvni cast projektu je testoval efekt dvou plazmidi, jeden plazmid obsahoval rezistenci na
antibiotikum erytromycin, druhy plazmid systém CRISPR-Cas9, ktery rezistenci deaktivoval.
Selekei v médiich s antibiotikem a sledovanim optické hustoty baktérii byla potvrzena ucinnost
tohoto systému.

Druha ¢ast projektu byla zalozena na genetické modifikaci bunééného chromozomu za pouziti
homologni rekombinace a poté byla pouzita CRISPR-Cas9 jako nastroj pro eliminaci bunék, které
zlstaly nezménéné.

Pro oba experimenty jsem pouzil Nlsin genovy expresni systém (Mo Bi Tech, 2008). Exprese
plazmidovych  genti  byla indukovdna  zavedenim nisinu do  ristového  média.
Experimenty ukazaly nékteré slibné vysledky, 1 kdyZ geneticky ndvrh plazmida a protokoly ristu
bunék stale vyzaduji urcité optimalizace a upravy.

Projekt byl realizovan ve spolupraci s kolegy z biotechnologické laboratofe v Ustavu Jozefa

Stefana, Lubla, Slovinsko (Berlec a kol., 2017).



