Pokus 3: Nespecificka mutageneze - bakteriofag Mu.

1. Vyhodou bakteriofaga Mu (mutatorovy bakteriofag) oproti transposoniim je u¢inny pienos jeho
dvojtetézcové DNA vlastni fagovou kapsidou do nového hostitele.

2. Po infekci nového hostitele se Mu DNA vrekombinuje svym specifickym a t¢innym zptisobem do
nahodné polohy na jeho genomu a inaktivuje "zasazeny" gen. Takto 1ze snadno pfipravit auxotrofni
mutanty.

3. Pii pouziti vhodného rekombinantniho Mu faga, ktery obsahuje reporterovy gen, Ize selektovat genové

fuze.

Rada genetickych elementt podstupuje nehomologni rekombinaci. Mezi né patii bakteriofag Mu, fada
transposontl a bakteriofag lambda. Jejich spolecnou vlastnosti je, ze podstupuji integraci rekombinaci v
mistech, ktera maji malou nebo Zadnou homologii se sekvenci na elementu. Lambda je formaln¢ ¢lenem
této skupiny, jeji preferencni misto integrace obsahuje centralni oblast 15 part bazi, ktera je identicka na
DNA faga 1 na chromosomu, ale rekombinace neni zavisla ani zprostfedkovand mechanismem homologni
rekombinace buniky. Ostatni elementy se integruji viceméné ndhodné , 1 kdyZ kazdy element preferuje
urcitd mista pred jinymi.

Bakteriofdg Mu je lysogenni fag s asi 39 kilobazemi DNA v kazdém virionu a vyZaduje vapenaté ionty k
adsorbci na hostitelskou buniku. Mu lysogenisuje integraci do hostitelského genomu do viceméné
nahodnych poloh. Po integraci do urcitého genu je exprese tohoto genu prerusena. Budeme pouZivat
variantu faga Mu oznac¢ovanou Mudl(Ap,lac). Tento fag je defektni. Postrada nékteré Mu geny, které byly
nahrazeny v jedné poloze genem pro synthesu B-laktamasy (z transposonu Tn3, zptisobuje resistenci k
ampicilinu) a v druhé poloze (na "levém" konci integrovaného genomu profaga) lacZ a lacY geny, které
postradaji lac promotor. Vzhledem k neptitomnosti promotoru nejsou lac geny na fagu normalné
exprimovany. Pokud vSak se fag integruje do oblasti hostitelské DNA, ktera je transkribovana, pokracuje
transkripce iniciovana v bakterialnim genu do integrovanych lac gent pienasenych fagem a expresi lacZ
genu je mozno snadno stanovit. PouZity f4g ma termosensitivni represor. Lysogeny (bakterialni kmeny s
integrovanym profagem) je tedy tfeba udrzovat pii teplotach pod 34°C. Aby byla eliminovana moznost
integrace Mu do hostitelovych lac gent a aby §lo odlisit expresi lac gent hostitele a faga, budeme
pouzivat hostitelsky kmen, ktery ma lac geny deletovany.

Budeme pouzivat dva typy selekce:

a) Resistenci vi¢i ampicilinu. Po ziskani populace Ap-resistentnich bunék, ktera pfedstavuje inserty

MudI(Ap,lac) do nejriznéjsich gent, se pokusime nalézt kolonie, které ziskaly néjaky auxotrofni



pozadavek (ztratily schopnost synthetisovat né¢jakou aminokyselinu nebo bazi nebo vitamin). V serii
vylucovacich experimentl se pokusime tento "auxotrofni pozadavek" identifikovat.

b) Resistenci vuéi ampicilinu a arabinose sou¢asné. Tento postup umozni selektovat inserce Mud do ara
gend. Pouzity hostitelsky kmen je araD mutant, ktery postrada epimerasu, konvertujici ribulosa-5P na
xylulosa-5P. Hromadéni ribulosa-5P v buiice (samoziejmé pouze v pritomnosti L-arabinosy v kultivaénim
mediu) je toxické a vede k inhibici ristu a smrti bunék. Pfeziji pouze ty buiiky, u nichz inserce Mud do
genomu inaktivuje néktery z gent pied araD (interferuje s CasnéjSim biochemickym stupiiem v
metabolismu L-arabinosy) nebo inaktivuje indukci ara gent ( napt. inaktivace exprese "induktoru" ara
genil). Inserce Mud do ara genti budeme selektovat na indikatorovém mediu zvaném MacConkey agar s
laktosou, arabinosou a ampicilinem. Bude tfeba vyset mnoho bunék, protoze pouze mala frakce Mud
lysogentl bude resistentni k arabinose a rist na tomto mediu. Pfitomnost laktosy v agaru nam ukaze, zda
jsou lac geny exprimovany za danych podminek, to znamena, zda transkripce zapoc¢ata v nekterém

promotoru ara operonu (na chromosomu hostitele) bude pokracovat do ¢asti insertovaného Mud, ktera

obsahuje vySe uvedené lac geny bez regulacnich oblasti. Metabolismus laktosy se projevi zEervenanim

kolonii, protoze se snizi pH a tim se zméni barva pH indikatoru pfitomného v MacConkey agaru
(neutralni Cerven).

Hostitelské butiky jsou Ara negativni. Pouze velmi fidké revertanty by mohly utilisovat arabinosu. Tyto
vsak budou eliminovany ampicilinem v mediu. Rudé kolonie tedy utilisuji laktosu pomoci lac gent, které
byly vneseny s Mud.

Zdrojem partikuli MudI(Ap,lac) bakteriofaga je lysat z kmene Mall103, ktery je dvojitym lysogenem.
Obsahuje mutantniho faga Muclis (ma termosensitivni represor) a rekombinantniho faga MudI(Ap,lac).
Muclis slouzi jako helper fag. Jeho partikule jsou rovnéz v lysatu obsaZeny, ale na prib¢h experimentu

nemaji vliv, pokud neni pouZita pfili§ vysokd multiplicita infekce.

Priprava Mu lysatu: E.coli Mal103 (dvojity lysogen Muclis a Mudl(Ap,lac)) se submersné kultivuje v
LB mediu pii 30°C do casné logaritmické faze ristu (OD cca 0.2). Ke kultute se ptfidd MgSO4 do konecné
koncentrace 2mM a CaCl; do kone¢né koncentrace 0.2mM (pritomnost hofecnatych a vapenatych iontd
usnadni probéhnuti lytického cyklu a zfejmé také chrani viriony proti piisobeni chloroformu v posledni
fazi ptipravy lysatu). Kultura se pfenese do vodni 1azn€ vytemperované na 44°C a staciondrné se
inkubuje 30 minut (po teplotni inaktivaci cl represoru dojde k indukei lytického cyklu a tvorbé viriond).
Pak se kultura pfenese na tfepacku vytemperovanou na 40°C a pokracuje kultivace. Buiiky by mély
lysovat do 60 -120 minut. Po prob¢&hlé lysi se pfida chloroform v poméru cca 10 ml kultury + 0.1 ml
chloroformu a suspense se dobie protiepe (zvortexuje). Nasleduje centrifugace pii 4500 x g, 10 minut.
Supernatant se ptenese do sterilni zkumavky a uschova pii 4°C. Lysaty fdga Mu jsou nestabilni a rychle
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ztraceji titr (koncentrace infek¢nich fagovych partikuli). Nejvhodnéjsi je vzdy pouzit Cerstvy lysat.

Co bychom méli prokazat:

1) Inser¢ni inaktivaci gentt pomoci faga Mudl(Ap,lac) 1ze snadno pfipravit auxotrofni mutanty.

2) Inserci faga Mudl(Ap,lac) Ize ptipravit genovou fuzi reportérového lac genu s regula¢ni oblasti
studovaného genu. Pomoci takovéto genové fize lze studovat promotorovou regulaci exprese tohoto




hostitelského genu na zakladé snadno stanovitelné aktivity -galaktosidasy (jejiz gen je "piinesen"
profagem). Zakladnim trikem je selekce potfebné genové fiize z velkého mnozstvi genovych fuzi, které
automaticky vznikaji inserci rekombinantniho MudI(Ap, lac) faga do chromosomu hostitele v populaci
hostitele.

Popis pokusu:

1. Hostitelsky kmen:MC4100: thi,5(argF-lac)U169,araD139, rpsL150, (dalsi znaky: relAl flbB5301
deoC1 ptsF25 rbsR nejsou pro nas ucel dilezité)

2. Fagovy lysat: Cerstvy lysat Mal103, dvojitého lysogena Mucls,MudI(Ap,lac): (gpt-proAB-argF-
lac)XI1I rpsL[Mudl(Ap,lac)] [Muclts 62]

3. Nové symboly: d(argF-lacU): delece mezi geny argF a lacU véetné téchto gent.

araD139: mutace v genu araD s alelickym ¢islem 139, ribulosa-5P neni konvertovan na xylulosa-5P v
pfitomnosti arabinosy, hromadéni ribulosa-5P je toxickeé.

d(gpt -proAB-argF-lac): delece vSech gent mezi gpt a lac, véetné téchto gent.

4. Hruby narys pracovniho postupu:

Buniky jsou infikovany lysatem a ponechany rist pii 30°C v komplexnim kapalném mediu LB v
pfitomnosti citratovych iontl za neselektivnich podminek, aby se mohly lysogeny vytvofit a ty pak byly
selektovany na agarech s ampicilinem (selekce insertd do kterékoli oblasti genomu) a na agarech s
ampicilinem a arabinosou (inserce do ara genti).

a) Mezi bunikami resistentnimi k ampicilinu se budeme snazit identifikovat auxotrofy.

b) Budeme studovat lysogeny resistentni vii¢i ampicilinu a arabinose. Polovina z nich je ve spravné
orientaci ke dvéma promotorim v ara oblasti. K silnému promotoru operonu araBAD a stfedné silnému
promotoru genu araC. Tyto dva typy insertll 1ze rozli$it na zaklad€ vlivu arabinosy na expresi [3-
galaktosidasy ve vzniklé genové fizi.

Casovi osa pokusu:

1.den: Priprava "insertd" (lysogenii), jejich vyseti na selek¢ni misky, t.j. LB-Amp a MacConkey-Amp-
laktosa-arabinosa.

2.den: identifikace auxotrofli mezi ampicilin-resistentnimi koloniemi a identifikace kolonii s genovou flizi
lac genti do ara oblasti a jejich purifikace.

3.den: Podrobna identifikace auxotrofli I a zjistovani, zda v koloniich s insertem Mudl do ara oblasti jsou
lac geny pod arabinosovou kontrolou.

4.den: Podrobna identifikace auxotrofil Il a vyhodnoceni testii na kotrolu arabinosou.

5.den: Podrobna identifikace auxotrofii III.

6.den: Odecteni poslednich vysledkt.

Presné instrukce:

A - auxotrofni inserce:

A/1. Poskytnuty material: Suspense bunck MC4100 v TM, Cerstvy lysat dvojitého lysogena Mucli,
Mud(Ap,lac), sterilni zkumavky pro infekci bunék fagy, kultiva¢ni banky se sterilnim mediem LB
obsahujicim SmM citronan sodny, miniméalni medium K120, sterilni centrifugacni zkumavky, agarové
misky LB s ampicilinem, MacConkey agary s ampicilinem, laktosou a arabinosou, MacConkey agary s
ampicilinem a laktosou, minimalni agary K120 s ampicilinem, sterilni roztoky smési aminokyselin, bazi,

vitaminq, sterilni roztoky jednotlivych aminokyselin, bazi a vitaminti.

A/2. Infekce hostitelskych bunék Mu fagem:
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K 1 ml bunééné suspense MC4100 v TM (ODggo=1) piidejte 0.25 ml lysatu kmene Mall103. Ponechte faga

adsorbovat 15 - 25 minut pii pokojové teploté.

A/3. "Stabilisace inserti (lysogeni)'": Piidejte vySe uvedenou transduk¢ni smés k 25 ml LB media s

SmM citronanem sodnym. Ponechte rist na tfepacce 70 minut pii 30°C. Citronan blokuje dalsi adsorpci
faga, ktera by méla za nasledek nadbyte¢nou lysi bunék.

A/4. Selekce bunék resistentnich k ampicilinu:

Centrifugujte bunécnou suspensi a resuspendujte v 5 ml minimalniho media K120. Homogenn¢ vysejte
0.02 ml na jeden agar LB s ampicilinem a 0.150 ml na druhy. Nezapomeite vyset suspensi na MacConkey
agary podle podrobnych pokynti pro inserci do ara gentl, viz dale. Pfeneste misky do termostatu 30°C
(ptipadné 28°C- dva dny inkubace).

A/5. Identifikace inserénich auxotrofnich mutanta:

Identifikace probihé na jednoduchém principu zjisténi latky, kterou mutant potiebuje pro rist.

Ptipravte 2 pary matric inokulovanych lysogeny resistentnimi k ampicilinu. Kazdy pér je tvofen dvéma
matricemi inokulovanymi ve stejnych polohach bunikami z téze kolonie, jedna na minimalnim (K120,
Amp) a druha na komplexnim mediu (LB, Amp) tj. inokulace celkem ze 160 kolonii. Po kultivaci pii 30°
C (1-2 dny) zjistite, které z nich maji né¢jaky (jakykoli) auxotrofni pozadavek (srovnanim ristu na
komplexnim a minimalnim mediu). Pocet testovanych kolonii je zvolen tak, aby kazdé skupina ziskala
alespoii jednoho auxotrofa.

A/6. Zjisténi auxotrofniho poZzadavku:

Identifikace bude provedena pro cely turnus najednou. Vzhledem k provazanosti metabolickych drah pro
aminokyseliny byla vypracovana tabulka s deseti diagnosti¢énimi minimalnimi agary, na které jsou
napipetovany kombinace Ctyf auxotrofnich pozadavkii — aa a base. Nartst vzdy na dvou a to 1-5 a 6-10
urcuje patficny auxotrofni mutaci.

Slozeni diagnostickych ploten: (Advanced Bacterial genetics, Davis R.W., Botstein D., Roth J.R., pp.
209- 211),Cold Spring Harbor,New York 1980)

Kazdy nutri¢ni ptidavek je obsazen ve dvou mediich,
Konkrétni auxotrof musi riist na dvou médiich s témito vyjimkami.
e N¢které purinové mutanty rostou na adenosinu nebo guanosinu (1,2,6)
e Nékteré purinové mutanty rostou na adenosinu + thiaminu (pouze 6)
e Mutanty s mutaci na zac¢atku aromatické drahy porostou pouze na 8
e Mutanty s blokovanim na zacatku lysinové drahy porostou pouze na 4
Plotny 11 jsou pouze pro vitaminy, poZaduji dalsi selekci na jednotlivé soucésti



1 2 3 4 5
6 adenosin guanosin cystein methionin thiamin
7 histidine leucin isoleucin lysin valin
8 fenylalanin tyrosin tryptofan threonin prolin
9 glutamin asparigin uracil asparagova kys. | arginin
10 thymin serin glutamova kys. DAP glycin
11 pyridoxin, nicotinova kyselina, biotin, panthothenat, alanin

B - inserce Mud (Ap,lac) do ara genu:

B/1. - Tato ¢ast je soucasti postupu A (auxotrofni inserce) az do bodu A/4, kdy je pfipravena buné¢na
suspense v K120 mediu. Vysejte 0.1, 0.3, 0.8 ml této bunétné suspense obsahujici inserty (lysogeny) na
arabinosa-laktosa-ampicilin-MacConkey agary a kultivujte v termostatu pii 28°- 30°C.

B/2. - Hodnoceni narostlyvch kolonii. Jsou tfi moznosti:

a) "Bezbarvé" kolonie, které nemetabolisuji laktosu (rostou pouze na peptonu, ktery je v mediu obsazen).
[Mud(Ap,lac) fag je insertovan tak, ze se v pfitomnosti arabinosy nesynthetisuje ribulosa-5P, ale k expresi
-galaktosidasy a tudiz k metabolismu laktosy nedochazi].

b) Rlzové nebo svétle Cervené kolonie, které metabolisuji laktosu mirnou rychlosti. [Rovnéz neni
synthetisovan ribulosa-5P. 3-galaktosidasa je exprimovana ze "stfedné silného" promotoru].

¢) Tmavé Cervené kolonie, které metabolisuji laktosu rychle. [Neni synthetisovan ribulosa-5P. [3-
galaktosidasa je exprimovana ze "silného" promotoru].

B/3. - Purifikujte dva ptipady kazdého typu kolonie na stejném na MacConkey-laktosa-arabinosa-
ampicilin agaru (inkubace pti 28°-30°C, 24 hod).

B/4. - Ovérte, zda je exprese lac gent zavisi na pritomnosti arabinosy.

Srovnejte barvu purifikovanych kolonii po ristu na laktosa-ampicilin-MacConkey a arabinosa-laktosa-

ampicilin-MacConkey agarech (inkubace pti 28°-30°C, 24 hod). Bude mozno identifikovat kolonie, které
laktosu metabolisuji (jsou ervené) pouze v pfitomnosti arabinosy (,,indukce* B-galaktosidasy a §3-
galaktosidpermeasy arabinosou - lac geny pod kontrolou araBAD promotor-operatorové oblasti). Jiné

kolonie laktosu utilisuji bez ohledu na ptitomnost arabinosy (lac geny pod kontrolou araC promotoru).



Schéma arabinosového operonu:
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