Nespeciticka mutageneze




Vytvareni mutaci

Mutanty jsou esencialnim predpokladem pro jakoukoliv genetickou
studii, pro strukturu genu, i jejich funkénich zavislosti

O Nespecifické mutace -
mutace v mnoha genech a nasledna selekce mutanty defektni v daném
fenotypu
= predpoklad: vypracovani selekéni strategii
= pouziti: pri studiu déje, jehoz molekularni podstatu nezname
= metody: UV zafeni, mutagenni latky, inserce transposonu

O Specifické mutace -
cilena zména urcitého genu a nasledné sledovani vlivu na fenotyp
= Predpoklad: nutna znalost sekvence prislusného useku DNA
= pouziti: pri identifikaci neznamé biochemické funkce sekvenovaného genu
(Cteciho ramce).
= metody: specifické delece a inserce pomoci restrikCnich enzymu, zamény
basi metodami cilené mutagenese (site-direct).




Nespecificka mutageneze

o 1. krok — vybé&r mutac¢niho zplUsobu
= typ mutace - vybér mutagenu

o 2. krok - selekcni strategie
= Prima nebo vnesenim selekcéniho markeru

O 3. krok - lokalizace mutace

= Genetické metody - komplementace, specificka
transdukce

= Genoveé inzenyrské — priprava genovych knihoven,
= Kombinace obou




Spontanni mutace

Takové, které vznikaji nekontrolované pod vlivem prirodnich vlivu

0o Probihaji neustale, ale s malou frekvenci (10° az 10-°)

Tautomernimi formami bazi

0 V dusledku chyb probihajicich pfi zivotnich pochodech tykajicich se
genetickeého materialu

(replikace, methylace adeninu, rekombinace mezi homolognimi chromozomy,
opravou poskozenych €asti molekul DNA).

0 Pohyblivosti transpozi¢nich elementu.

O Vlivem prirodniho ionizujiciho zareni
(fotosynthetické bakterie maiji velkou kapacitu mechanismu opravuijici chyby
DNA zpUsobené UV svétlem).

O Vznik revertantu s pfiblizné stejnou frekvenci

O Vznik pseudorevertantu
(stejny fenotyp, ale rozdilny genotyp)

O



Typy mutagenu

O UV, radiaCni zareni
= bodové mutace — zameny basi, delece
= zvySeni pravdépodobnosti vzniku mutace
= nespecifické, Spatné mapovatelné

0O Pusobeni mutageny - chemické latky, které zpUsobuji mutace
= bodové mutace — zameny basi, delece
= zvySeni pravdépodobnosti vzniku mutace
= nespecifické, Spatné mapovatelné

O Inserce transposonu — inserce, delece, duplikace, inverse
= moznost vneseni markéru (resistence)
= snadna mapovatelnost (geneticke i fyzikalni mapovani)




Bodova mutace

Bodova mutace je takova, ktera vznika zaménou, deleci nebo inzerci
jednotlivych nukleotidd.

Zamény nukleotidt

O Transice: purinova baze za purinovou bazi AT «—— GC
O Transverze: purinova baze za pyrimidinovou AT «— CG
Dusledky

O zména na pribuzny kodon:
konzervativni mutace (silent mutation)
polypeptid zlUstane stejny, pouze se produkuje s niZsi rychlosti
O zména na nepfibuzny kodon:
mutace ménici smysl| kodonu (missence mutation)
vede ke zméné aminokyseliny v misté mutace, zavisi na pozici v polypeptidu
1) v aktivnim misté - zména enzymové aktivity, afinity k substratu

2) ve strukturni €asti - zména terciarni struktury -
pokud je mala, nema vliv na fenotyp (leaky mutant).

O zména na nesmysiny kodon:
vede k ukonceni syntézy polypeptidu (nonsense mutation) -
zavisi na pozici mutace v genu a dulezitosti enzymu v metabolismu.
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Posunové mutace (frameshift)

Mutace zpu_s?bene inzerci a deleci (a) - TTCTATG
nukleotidu

ATG|ATG|ATG
spontani — ,slippage” DNA — @@@@@@

O v mistech kratkych repetitivnich sekvenci )
Duasledky ATG|ATC|GAT|GAT[GAT |GAT|G

O Posun v Ctecim ramci
nefunkEni protein s jinou primarni sekvenci aa,
zavisi na poloze v genu

O Vznik terminacniho (stop) kodonu po

sméru exprese (downstream) od mutace.
zkraceny protein, funkénost zavisi na poloze v
genu

(c)

(d)

a) sekvence divokého kmene

b) inserce jedné base

c) inserce jedné base nasledujici
deleci druhé base (e)

d) delece dvou basi

e) incerce tfi basi




Indukované mutace

Mutagenni je takova latka, ktera muze vyvolat mutaci,
obvykle je to chemicka latka, ktera meéni strukturu basi.

Specificka zaména basi (specific misspairing)

O

Deamina¢éni €inidla:

- modifikuji base in situ v molekule DNA,

- ty jsou pak Spatné rozpoznany DNA polymerazou,

- pfi nasledné replikaci vznikaji mutace.

Pf.: kyselina dusita: adenin se deaminuje na hypoxantin (A-T se méni na G-C),
cytosin se deaminuje na uracil (ten paruje s A misto G(G-C na A-T)).
ung —uracile—N- glycosylase

Alkylaéni €inidla:

- kovalentné vazou na base alkylové zbytky

- znemozni tim presné Cteni a parovani,

- pfi replikaci dochazi k nahodnému parovani.

PF.: sulfonaty (methyl-methyl sulfonat, ethyl-methyl sulfonat, nitroso guanidin)




Indukované mutace - pokradovani

Analogy basi: vyvolavaji transici

O 5-bromouracil (5BU)
- pyrimidinovy analog,
- inkorporovan misto thyminu,
- v tautomerni enol formeé se paruje s guaninem,
- tautomerizace CastéjSi nez u thyminu

O 2-aminopurine(2AP)
- purinovy analog,
- inkorporovan misto adeninu,
- v tautomerni formé se paruje s cytosinem.
Pr.: derivaty akridinu (akridinova oranz, proflavin),




Indukované mutace - pokrafovani

O Interkalacni €inidla (intercalating agens):
vkladaji se mezi base a pfi replikaci zpUsobuji posun basi, deleci ¢i adici jiné
base. (ethidium bromid, proflavin, akridinova oranz)

o Cross-linking agents:
- kovalentné spojuji dvé base na opacnych retézcich
- porusuji dvouSroubovicovou strukturu
- znemozNuji rozplétani DNA a tim replikaci
- mutace vznika v souvislosti s opravnym zasahem.
Pf.: mytomicyn, psoraleny. Tyto latky mivaji vysoky letalni ucinek.
O lonizacni zareni:
- pusobi pfimo na DNA nebo nepfimo prostfednictvim excitace elektronu jinych
molekul, které interaguji s DNA
- zpusobuje trhani DNA pusobenim na fosfato-deoxyribosovou vazbu podle
intenzity vznikaji pferuseni jak jednofetézcova, tak dvouretézcova.

O UV zareni: (254 nm)
- je absorbovano vétsinou purinovych i pyrimidinovych basi.
- hlavni efekt - vytvareni thyminovych dimeru.
- vedle sebe i na opacnych fetézcich (crosslink)

- mutace vznikaji v procesu oprav nebo pokud se neopravi
vznikaji transice, transverze i posuny basi.




Efektivhost mutaci

O Méfena
jako pomér mutovanych klonu po aplikaci mutagenu,
ktery zavisi na reaktivité agens s cilovou Casti DNA, a na koncentraci obou.

o Davka mutagenu
muZze byt méfena v souvislosti
s jeho koncentraci nebo délkou €asu, kterému je organismus vystaven.

o Efektivhost mutagenu
zavisi na charakteru poskozeni DNA (zptsobu plsobeni) a
schopnosti bunky reparace a reprodukce.

E - efektivnost
— M/ml M/ml - koncentrace zddané mutanty
M N/mI N/ml - koncentrace Zivych organismu

po aplikaci mutagenu




Efektivnost mutaci - pokratovani

Mnozstvi mutagenu by mélo byt optimalizovano tak,

O
O

aby nevznikala vice jak jedna mutace na buriku.
aby nedochazelo k snizeni poCtu mutant

Faktory ovliviujici u¢inek mutagenu:

(m

(m

existence vice jak jedné kopie DNA v rychle rostoucich bunkach - mohou byt
rizné zasazeny, to zpusobuje lag v kfivce pfezitych bunék

reparaCni mechanismy burky -

mohou byt rizné u rdznych organismui i mutagena.

nékteré struktury DNA podléhaji shaze mutaci nez ostatni

(napf. repetice basi - hot spots)

Hot spots pro bodové mutace mohou vznikat na mistech kde replikacni/opravné enzymy
délaji chyby, nebo jsou zfidka opravované. Téz dlouhé repetice jsou nachylné k duplikacim
a delecim.

alkylacni Cinidla jsou velmi efektivni

(I0%-104-nasobna stimulace ve srovnani se spontannimi mutacemi)

analogy basi a mutageny zpuUsobujici posun basi jsou méné efektivni (10-102
nasobna stimulace).



Efektivnost
mutaci - graf

A) Pocet zivych
bunék po
mutagenezi

B) PoCet mutant
C) Efektivnost
mutageneze

Survival (N/No, —@)
Efficiency of mutagenesis (M/N, O—QO)

Mutants/ ml ! (x—x)



Kdy pouzit transposony k mutagenezi

O

O OO o

O

obtizné selektovatelny fenotyp

pokud klasickymi metodami nelze isolovat zadaného mutanta
pokud chceme selektovat na spolecné regulacni stimuly
pokud chceme generovat delece

k vytvareni knihoven sekvencné definovanych inserCnich mutant pro
uplnou fenotypickou analysu
vytvareni znacenych knihoven, ke screeningu regulace komplexnich Ci
esencialnich fenotypu
= A. mutagenese a screening daného fenotypu — fenotypové knihovny
= B. mutagenese a screening exprese daného proteinu (screening genu se
stejnym regulacnim stimulem).
= C. identifikaci esencialnich genu
(Genome-wide genetic fingerprinting )
D. vytvareni uplnych knihoven sekvencné
definovanych mutant



nespecificka mutageneze

O Vyhody transposonu v nespecifické mutagenezi

vySSi frekvence mutageneze nez u ostatnich metod
pravdepodobnost je umérna velikosti genu
nevytvari leaky mutanty, vzdy preruseni transkripce

casto pouze jedna transpozice na bunku - nevytvari se
viceCetné mutanty

snadna isolace mutant pomoci genetického markeru v
transposonu — rizné Ab markery, restrikCni mista

Siroké spektrum hostitelu
pri transpozici do promotoru zmeéna regulace
moznost inserce mobilniho promotoru

snadna lokalizace mutace jak metodami genetického i
fyzikalniho mapovani



nespecificka mutageneze

0 Pozadavky na vyber transposonu

= nahodnost transpozicni inserce
= stabilita mutace (G- Tn5, Tnl10, Mu, G*-Tn917)

= obsah mobilniho promotoru (antibiotikova resistence,
reportérovy gen)
= priprava vhodnych derivatu —
mini transposony od kompositnich Tn10
Indukce transponasy
ruzné at markery
fuze s lacZ atd.
ruzné vlastnosti vektoru




Doprava transposonu

O sebevrazedné plazmidy

= nereplikujici se konjugativni plazmidy
rekombinantni plazmidy obsahujici tra funkci z promiskiutnich plazmidu
ori naopak striktné z E. coli
mohou se pfenést konjugaci, ale v hostiteli jiném nez E. coli se nemohou
replikovat

= nestabilni plazmidy
postupné se vpravi do cilové buriky dva plazmidy se stejné inkompatibilni skupiny
prvni nese transposon a jeden marker
druhy bez transposonu s druhym markerem
selektuje se na markery z transposonu a druhého plazmidu

O sebevrazedné fagy

= derivat lambda faga (E. coli)
nesouci dvé amber mutace zabrariujici jak lysogenizaci tak lytické fazi
v hostiteli se silnym supresorem pfeziva a mnozi se
do ostatnich pouze pfenese genom s transposonem




pHV1249 pro Bacillus
dva oriV —
»E.coli
»B.subtilis (termolabilni)
tri selekCni markery
Cat—vTn
Ery —mimo Tn
Ap — mimo Tn selekce pouze
v E.coli
gen pro transponasu mimi IR
promotor transponasy z B.subitilis
v miniTn unikatni restrikCni misto

-
-
-
-
-
-

Mini
O transposon




A) mutageneze chromosomu B) mutageneze plazmidu
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O Rekombinantni metody -
restrikce chromosomalni DNA mutanty (enzym nestépici transposon)
ligace do vhodného vektoru
isolace insertl s transposonem (antibiotikova resistence, hybridizace)
sekvenace
m komplementace popf. porovnani sekvence s WT
O Inversni PCR -
m restrikce chromosomalni DNA mutanty
= ligace
= PCR s primery transposonu
= pfi vhodné délce probéhne inversni PCR
O Specialni konstrukce transposonu - obsahuje ori

m po restrikci a ligaci chDNA, useky s transposonem jsou schopné
replikace




Vyhledavani mutace

Transposon

lCut (EcoRl); ligate




Geny se stejnym genetickym okolim

O esencialni mutace
o geny se stejnou regulaci

AN

chromosome transposon




o Otazka:

= Isolovali jste kmen Pseudomonas putida, ktery je schopen rust na
herbicidu 2,4-dichlorofenoxyoctoveé kyseliné (2,4-D) jako zdroji C.
Navrhnete postup klonovani genu pro utilizaci 2,4D

Pri pouziti transposonové mutageze
Komplementaci s divokym kmenem

o Odpoved:

= Transposonova mutageneze

Vpravit sebevrazedny vektor nesouci Tn5 do P. putida
Selektovat transkonjuganty na komplexnim mediu s antibiotikem
Prerazitkovat na minimalni medium s 2,4-D jako jedinym zdrojem C
Vybrat kolonie, které nejsou schopny utilizovat 2,4-D a isolovat chDNA
Vytvorit knihovnu a selektovat ji na antibiotikovou resistenci
Resistentni klon obsahuje TnS a ¢ast genu pro utilizaci 2,4-D.




o Odpoved:
= Komplementace s divokym kmenem
Pripravit knihovnu do vektoru s Sirokym rozhranim hostitelu
Vpravit knihovnu do mutantniho kmene
Selektovat klony, které jsou schopny utilizovat 2,4-D na minimalnim mediu

Klon obsahuijici plazmid, ktery komlementoval schopnost utilizace 2,4-D
obsahuje gen pro jeho utilizaci.




O TranskripCni fuze

= Jeden gen je fusovan (prifazen) k promotoru druhého genu — oba geny
jsou transkribovany do jedné mRNA ale vytvareji dva proteiny.

= Derivaty transposonu obsahuiji reportérovy gen (/ac, lux , GFP atd.) s
vlastni oblasti iniciace translace.

o Translacéni fuze

= ORF dvou proteinu jsou fuzovany dohromady a vytvareji jeden spolecny
ORF - vznik jednoho fuzniho proteinu.

= Derivaty transposonu obsahuiji reportérovy gen (/ac, lux, GFP atd.) ale
bez oblasti iniciace translace.

O Nejvice pouzivaneé jsou derivaty Mu faga
= Siroké spektrum hostilele u G- bakterii (Erwinia, Citrobacter, E.coli)

= MudAmp', /ac) derivat — je odstranéna vétSina genu s vyjimkou koncu
faga a genu pro transponazu, lacZ je bez promotoru

m Po inserci ve spravné orientaci downstream k promotoru — dochazi k
aktivaci reportérového genu.

= Studium inducibilnich genu




Genoveé fuze — reportérové geny

O

Reportéroveé geny — geny jejichz aktivita je
snadno detekovatelna a kvantifikovatelna
Transkripcni fuze

Vlastnosti

m Detekovatelnost — nesmi interferovat s genetickym
pozadim ani prostredim

= Citlivost - zalezi na typu experimentu - strukturni geny
X regulacm geny, kultivace v tekutém mediu, pevné
pUdy, enviromentalni pokusy — nejcitlivéjsi |Jedna bunka

Spolehliva kvantifikace
Specificka aktivita

= Schopnost reagovat na zmeény transkripce - kompromis
mezi citlivosti a stabilitou. Stabilni reportéry nereaguji
na oscilujici zmeény transkripce



Genoveé fuze — reportérové geny

0 lacZ - B —galaktozidaza - stépi laktozu na glukosu a

galaktozu
= Stanoveni kolorimetricky — v tekutém mediu i na pevném (x-gal,
ONPG )

= Fluorescentni nebo luminiscentni stanoveni (Bronstein I., et la.
1994, Anal Biochem. 219, 169.)

= Studium regulaci v jedno druhovych kulturach - nékteré bakterie
maji B —galaktoziddzaovou aktivitu (mutanty), sensitivni k pH a
vyssi teploté

= (Atlas R.M. et al. BioTechniques. 12,706. Burlage, R.S. et al.
Annu. Rev. Microbiol. 48,291.)

= nevhodny k méreni rychlych zmén v transkripci

O gusA - (uidA) - B —glucuronidase - stépi Siroké spektrum
glucuronidd
= Chromogenni substrat — X-gluc, pnitrophenyl B-D-glucuronidide
m Téz fluorescentni pigment -

= Pouziti pfevazné u patogennich rostlinych virt, symbioty rostlin
(tam kde nelze lacZ),

= U enviromentalnich bakterialnich populaci téz omezeno




Genoveé fuze — reportérové geny

o XxyIE - catechol-2,3-oxygenasa — premeéna catecholu na 2-
hydroxymuconic semialdehyd -
= Zluty pigment - spektrofotometrické stanoveni
= Nalezen u Pseudomonad - nevyskytuje se nikde jinde
= Nevyhoda - stabilita zavisla na fyziologickém stavu bakterie a
dostupnosti kysliku
o Bioluminiscence - luxCDABE operon z Vibrio fischeri

m  Svétlo emitujici reakce (luxAB) — v pritomnosti alifatického
aldehydu (substrat, luxCDE) a zdroje redukénich ekvivalentd
FMNH, a O,

= Aerobni prostredi, aktivné rostouci bunky
= Vhodny pro studium genové exprese in situ
Minimalni pozadi
Kvantifikace luminometrem nebo protony mérici pristroje
= Stabilni reportér — neni vhodny pro rychlé zmény transkripce




Genoveé fuze — reportérové geny

o Fluorescentni proteiny - Errampalli 1999, J. Microbiol. Methods 35,
187,

= GFP - green fluorescent protein - jellyfish Aequorea victoria -
absorbuje fialové svétlo pri maximu 395 nm a emituje zelené
svétlo s maximem 509 nm - prvni pouzivany

= Kvantifikace fluorescencni spektroskopii a konfokalni laserovou
mikroskopii

= Pouziti pro jednotlivou bufiku - lokalizace proteinu

= Vhodny pro nerostouci bunky

= Odolny proti mnoha denaturantim, proteazam, odolny proti
teploté (65 °C), formaldehydu

= Vhodny pro elektronovou mikroskopii

= Barevné varianty - rozdilné excitacni a emisni vinové délky
Moznost pouzit nékolik najednou pro rizné geny - metoda FRET
Zluty ( 513,527) , tyrkysovy ( 453,501), modry (385,445),

Modifikované GFP - red shifted S65T (395, 490) - vice fluorescentni
i odolny




Genoveé fuze — reportérové geny

o Nestabilni varianty GFP -

obsahuji N-terminalni peptid - AANDENYLAA - oznaceni pro
proteasy

Alterace 3 aa na C - konci LVA, AAV, ASV - stabilita v E.
coli — 40, 60, 100 min.

Snizuje se citlivost - dobry kompromis mezi citlivosti a
schopnosti reagovat na zmeény transkripce

= Obecné bakteridlni bunky toleruji nizké koncentrace GFP

= Nekteré kmeny, vysokeé hladiny netoleruji - degradace
konstruktu - divod neznamy

pouziti k lokalizaci
= RFP - red - isolovany z moFskych korald

»Divoky" protein - fluorescencni aktivita az po nékolika
hodinach po transkripci

O cat - resistence k chloramfenikolu —chloramphenicol
acetyl transferasa




o Typy znacek

= Translacni fuze s epitopy - komeréné dostupné
protilatky (Sigma, Rocheg)

FLAG - arteficielni 8 aa zbytek

HA - 9 aa zbytek odvozeny od chripkového
hemaglutininu

C-Myc 10 aa zbytek odvozeny od lidekého c-myc
onkogenu

= Fluoresgencni znacky - k lokalizaci a dynamice

proteinu v zivych bunkach - fluorescenéni
mikroskopie

CFP - kyan fluorescentni protein
GFP - zeleny fluorescentni protein
YFP - yellow fluorescentni protein




o Pouziti derivatd Mu faga s reportérovym genem (lacZ)
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Some useful Mud vectors

MNAME SIZE
(Eh)

USE (Reference )

+
Pu, ¥ %‘np‘!f!ﬁﬂ ! Arnp fpr aTs) o .
— f f M—H faka hMudl) T2

+
CtpnT o as) o

Py 4 MU 7y4 AT
b4 4 E 2 B A—t— MudlI3ol e Mudly 356
3] PR [V kKan ©0T8) ¥
- o ey £r4 ; ) - Mudl 1754 (aka Mudl 113
Py e MU 7y Kan &80

A i G = Mudll 1734 (aka MudE) 9.7

Py w Mukan or BNy
MudS005 73

Crigital operon fusioh phage (Casadaban
and Cohen, 1973)

Birnilar to kiudl but fonms gene fusions
(Cazmdaban and Chow, 19845

Operon fusion raini-bdud deleted for
tmEnsposition func tions (Beatrz etal, 1554)

Gene fusion roini-hud dele ted for transposition
functions (Beatriz etal, 19543

In rivo cloning vector (Castilho etal., 19935)

o tprtindicates the Mud carmies the Mu A+ B genes required for fransposition.

* (T8 is 3 tempe mhire -z nsitive mutation in the ku ¢ gene required for repression of fmnsposition.

* hindl Mud? hiudT and hMudE alllack franscriptional star site (e, promoter) for the lac operon.

* P, indicates the prowoter for gene X

» EFAmdicates the lac operon; 'Z¥A indicates that the lacs gene is lacking translational start sites.

* 'trp' is a short region from the E. coll trpp operon which provide translational start sites for the facZ gene.
* O izthe origin of ®plication frorm the roalticapy plasinid phIES.

* aka means "also known as".
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Geneticky fingerprinting — vyhledavani
esencialnich genu

O
O

Vytvorit populaci se saturovanym mnozstvim inserci v chromosomu

Nechat rast v bohatém komplexnim mediu (LB) — vyrostou vSechny

mutanty mimo esencielnich — ztrata mutant s inaktivaci esencielnich
genu

|dentifikace genu v prezivSich populacich
|dentifikace genl bez inserce — esencialni geny

Gerdes et al, J. Bacteriol. 184, 4555 (2002



Pouziti transposonu - delece, duplikace,

Duplikace a delece genu
o Vznikaji rekombinaci mezi

primymi repeticemi na jiném A Gera : ccta ©
- [ T
viaknu DNA AT T
= vznik duplikace genu mezi > Direct repeats —
repeticemi na jednom vlakné h
v v . . A B C
= soucasnhe dojde k deleci genu | B »_ 1
. . . ’ X
mezi repeticemi na druhem [ BT l
vlakne A B C
¥ L “Mistaken” pairing
M fen(_)typ.ove. se nerozezna, pouze land peiatll ek
projevuje-li se duplikace genu
] ] , o, . Duplication
= duplikace jsou nestale a dochazi g B C A B C
k rekombinaci a obnoveni l B [T [

(o] 7
puvodniho stavu Deletion

| I Il I I




Priprava deleci - transposony

Pr.: Delece v srl operonu

o Rekombinaci mezi dvéma
Mud insercnimi mutanty

= Podminkou jsou_dva rizné
pouzite Mud - ruzne
selekCne markery

= Ktizeni téchto dvou kmend

Transdukce P22 na jednom
kmeni (AmpR) A

Infekce druhého kmene
(KmR)

Rekombinace - selekce na
AmpRKms B

Leva Cast delece je urcena
zacatkem inserce v kmeni

Km, prava cast koncem
inserce Amp kmeni

b
: sriA : sriB ; sriD : a ﬂa VA bla]—
srlA sriB’ sl a b
f ! lacZYA aph '
B Al ba b2
sriB’ / sriD a b
f i S f lacZYA aph | ' w
c SriA

.

g b
S8 oAl ] bla]————\



Archaea - Genetické pristupy

1. VétSina archaea vyzaduji extrémni rustové

podminky
= Neni rust v koloniich
Klonovani

Screening mnoha klonU
= Jina stavba bunek
Nefunguji antibiotika pusobici na bakterialni bun&&nou sténu
2. Transkripce a translace vice podobna eukaryim

= Markery a plazmidy pouzivané v bakterialni genetice
nejsou transkribovany a translatovany - nereplikuji se




Archaea - Genetické pristupy

1. Noveé systemy - poslednich 20 let
= Flze archaea promotoru s rekombinantnimi geny

= Isolace archaea plazmidu -
pfiprava podvojnych plazmidd
= Kultivaéni podminky umozniujici rist v koloniich

Halofilni euryarcheota - standartni agarové plotny s pridavkem 12-
25% NaCl a Mg+

Anaerobni methanogeny - prisné anaerobni podminky - v
uzavrenych boxech - standartni agar

Hypertermofilni metanogeny - specialni nadobi i komponenty
pevnych médii
= Typické systémy pro transfer genu
Pruzny parakrystalicky protein a glycoproteinova S- vrstva
Rigidni formy obsahujici pseudomureinovou monovrstvu

heteropolysacharidova vrstva s chemickymi vlastnostmi
chondroitinu




Archaea - Genetické pfistupy -transtormace

O Systémy pro S - vrstvu -
= Pfiprava sféroplastd -
rozruseni S vrstvy pridavkem EDTA
Transformace
Regenerace sféroplastd pfidanim divalentnich kationtd
o Rigidni bunécna sténa - Methanosarcina

= RUst v nizkych koncentracich soli — jednovrsteny rust -
sféroplasty jako u S -vrstev

= Methanotermobacter — pseudomurein
Sféroplasty inkubaci s pseudomurein endopeptidasou

Table 2. Gene transfer methods for archaca

Type Method Species Reference

Transformation Polyethylene glycol (PEG)-mediated Haloferax volcanii, Haloarcula spp., 24-26, 67, 109
Halobacterium spp., Methanococcus
maripaludis, Pyrococcus abyssi

Electroporation Methanococcus voltae, Sulfolobus spp. 22, 83,98

Liposome-mediated Methanosarcina spp. 73

CaCl, with heat shock Sulfolobus solfataricus, Pyrococcus furiosus 2
Transduction WM1-mediated Methanothermobacter thermautotrophicus 71
Conjugation Cell mating Haloferax volcanii, Sulfolobus acidocaldarius 39, 92

Plasmid mediated Sulfolobus solfataricus 97




Archaea - Genetické pristupy

o Markery - vybrany z archaea i bakterii

= Halofily - vétSina heterolognich proteind je denaturovana
Mevinolin - rezistence k 3-hydroxyl-3methyl glutaryl koenzymu A reduktaze
inhibitoru — inhibuje syntézu isoprenoidni lipidickou Cast retézce u archaea
Novobiocin - rezistence ke gyrase inhibitoru
Anisomycin, sparsomycin, thiostrepton - inhibitory proteint
Spontané isolované mutanty rezistentni k 5-fluoroorotic kyseliné
Auxotrofni mutanty - histidin, leucin, thymidin, tryptofan

m Metaogeny - jsou sensitivni k antibiotikim které inhibuji syntézu proteind

Puromycin, neomycin, pseudomycin
Puromycin transacetylase ze Streptomyces alboniger -

= rezistence k puromycinu
= Promotor z methyl coenzym M reduktazy z Methanosarcina

Spontani mutace v isoleucin t-RNA -rezistence k pseudomycinu

= Hypertemofily
Hygromycin — hygromycin fosfotransferaza z E. coli s promotorem
pro S. solfataricus aspartat aminotransferaza




Archaea - Genetické pristupy

o Vektory -
= halofily, metanogeny a nemetanogenni hypertermofily
= Podvojné plazmidy - E. coli
o Halofily
= pHV2 - miniplazmid - 2 ori (pHV a R6K), mevinolin, ampicilin
o Metanogeny
m pC2A - 20ri — pV2A a ColE1l) puromycin, ampicilin
o Hypertermofily
= pGT5 -
m pEXSs - ori z faga SVV1 - hygromycin




Archaea - Genetické pristupy

o Nespecificka mutageneze -
= UV a chemicky - snadna isolace x obtizna lokalizace

= Transpozony -
mariner derivaty se selekci a ori archaea i E. coli
Lokalizace - restrikce chromozomu a ligace do E. coli plazmidd

= Tepelny Sok, fixace dusiku, struktura bunécné stény




Archaea - Genetické pristupy

Knock out systémy s b

Dvojkrokovy systém - v
Transformace SO SN —
nereplikujiciho se
cirkularniho plazmidu
Ztrata markeru

Halofilni bakterie -

obnoveni uracilové

- \"4 - .m
auxotrofie - vyzaduje FEENE T R Moy?
MAAAAAAAAANEE] BB A AP AAPAPN
ura aux Ot rof Wild-type Deletion mutant Deletion mutant
M EVi Nno I | n — mev R - Circular DNA transformation Circular DNA transformation
p F I,m a, se I e kce Marker can be reused Direct selection
Requires ura— strain Requires ura— strain

No direct selection Marker cannot be reused




Archaea - Genetické pristupy

O Reportérové geny -
= Halofilni bakterie - salt tolerantni B — galaktozidaza
= Modifikovany derivat GFP
= Bakteriorodopsin — bop gen na plazmidu v bop- mutantu
purpurové zabarveni kolonii
= Metanogenni bakterie -
B - galaktozidaza, B - glucuronidaza z E. coli

Trehalaza - Bacillus subtilis
Vzdy archaea promotory a terminatory







