Dedicné zmeny v genech,
geneticke nazvoslovi,
fenotypy nejcasteji pouzivane v
bakterialni genetice



Dedicnhe zmeny v genech

* jsou zpusobeny mutaci, rekombinaci nebo
transpozici

* (gen: informacni a funkCni geneticka
jednotka obsahujici genetickou informaci o
primarni strukture bud funkcni molekuly
translacniho produktu (proteinu),

nebo funkcni molekuly produktu
transkripce (tRNA, rRNA, snRNA — mala
jaderna, nepodlehajicich translaci)



Definice mutace

DediCnha zmena genotypu, jejiz molekularni
podstatou je nukleotidova substituce, delece
nebo inserce.

(Genotyp: geneticka konstituce organismu
representovana souborem alel specificky
usporadanych v jeho genomu)

(Fenotyp: soubor znaku, kterymi se v daném
prostredi projevuje genotyp organismu)
(Genom: VSechny molekuly DNA zivé soustavy,
které se vyznacuji replikaci a dedi se na
potomstvo)



Nukleotidova substituce

* je vymeéna nukleotidu v jednoretézcovych
NK nebo
vymeéna nukleotidovych paru v
dvouretezcovych NK.

* Probiha transici (vymena purinu za purin,
pyrimidinu za pyrimidin)

* nebo transverzi (vymena purinu za
pyrimidin a naopak).



Delece a inserce

Je ztrata jednoho nebo vice nukleotidu v
nukleotidove sekvenci nebo

vlozeni jednoho nebo vice nukleotidu do
nukleotidove sekvence.

Insercni mutace byvaji zptusobeny inserci
mobilniho geneticke elementu,

rekombinacemi mezi IS elementy vznikaji
iInverzni mutace a delece



Mutace mohou byt

* Spontanni (bez pozorovatelneho vlivu
mutagenu)

 Indukovane (vyvolané mutagenem napr.
fyzikalnim, chemickym)



Zakladem schopnosti genu mutovat
(mutability)

 jsou chemickeé vlastnosti bazi, v dusledku
kterych se mohou behem replikace
vytvaret chybné pary bazi (odchyluji se od
Watsonovych-Crickovych paru)

« Tautomerni zmeny bazi (A se paruje s C
misto s T, v dalsim replikacnim cyklu se C
paruje s G a par AT je nahrazen parem
GC)



Na celkovy pocet spravnych
nukleotidovych paru

« pfipada podil asi 10+ az 10-° chybnych
paru s tautomernimi bazemi.

* VVzhledem k nizkym hodnotam rychlosti
spontanni mutace tj. 10° az 10-1% se
predpoklada, ze chybne pary se odstranuji
opravnymi mechanismy,

» takze pravdepodobnost spontanni mutace

se snizi na uvedené hodnoty 102 az 10-10
na nukleotid a replikacni cyklus.



Mutacni rychlost

» Je pravdepodobnost, se kterou dojde k mutaci

« Zalezi na poCtu genu, které odpovidaji za dany
fenotyp - pro fenotyp His je 1000x vyssi (11
genu) nez pro StrR (1 gen)

* Extremné vysoka mutacni rychlost na urcCity
fenotyp (vyS$Si nez 10-°) obvykle znamena ztratu

plasmidu, profaga nebo inverzi (hot spot mista s
urcitymi sekvencemi, hypermutabilni)



Mutacni rychlost

» Se stanovuje fluktuacnim testem

» Kultura bunek se pripravi ve vetsim
mnozstvi

* Rozdéeli se do vetsiho poctu frakci
(zkumavek)

» Ponecha se rust do urcitého pocCtu bunek
* A v kazdeé frakci se sleduje pocCet mutantu



Mutacni rychlost

a=(-Inpo)/N, kde
a...mutacni rychlost,

po...frakce kultur, ve kterych se neobjevily
mutace,

N...pocCet bunek v kulture
(neda se snadno stanovit)



Frekvence mutaci

* Je velmi nepresna hodnota, ale velmi
snadno stanovitelna

* Rovna se poctu mutantu/ celkovy pocet
bunek

» Je pouzivana jako prvni priblizeni



Fluktuacni test bere v uvahu, v
které generaci doslo k mutaci na

rozdil od frekvence mutaci




* Obr. od C. 13 do konce prevzato ze
Snyder a Chapmann 1997



Typy mutaci — obr.

Bodova (zamena nukleotidu a tim i AK)

Posunova (zmena cteciho ramce deleci
nebo inserci 1 nebo 2 nukleotidu))

Nesmyslna (vznikne nesmysiny kodon)

Inverse, duplikace, delece (rekombinace
mezi IS sekvencemi)

Supresorova mutace (mutace v
antikodonu tRNA, paruje se s nesmysinym
kodonem)



Vznik bodové mutace
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Figure 3.12 A mutation that changes T Lo C in the DNA
template strand will result in an A-lo-G change in the mRNA.
The mutant codon GUC will be translated as valine.
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Vznik nesmysiné mutace
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Figure 3.13  Nonsense mutation. Changing codon CAA,
encoding glutamine (GIn), to UAA, a nonsense coclon,
causes truncation of the polypeptide gene producl.
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Vznik inversni mutace
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Vznik posunovée mutace
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Figure 3.14 Frameshill mutalion. The wild-type mRNA s
translated glutamine (Gln)-serine (Ser)-arginine (Arg)- elc.
Addition of an A (boxed) would shilt the reading frame, sO
that the codons wottld be transtated glutamine (Gin)-isoleu-
cine (lle)-protine (Pro)-, elc., witly all downstream amino
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Vznik duplikace a delece
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Figure 3.18 Formation of tandem duplication mutations
by recombination belween directly repeated sequeltces on
diflerenl DBIA molecules. A deletion, the reciprocal recombi-
nant, is created at the same time as the duplication. The
cvimbol ¥ desianates the dunlication junction.



Supresorova mutace
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Geny se mutacemi meni

* Na ruzné mutantni formy
 Variace genu se nazyvaji alely



VetsSina mutaci

je skodliva tj. inaktivuje genovy produkt prip. se
zastavuje nebo snizuje jeho synteza.

Alely, které temito mutacemi vznikaji, jsou
obvykle recesivni

Alela recesivni koduje nefunkcni protein
Alela standardni, ktera prevazuje v prirodni
populaci, je vetsinou dominantni {j. koduje

funkCni polypeptid nebo se prepisuje do rRNA
nebo tRNA



Mutace letalni a neuplné

* Mutace letalni jsou neslucitelné s zivotem
bunky

* Neuplne mutace (leaky) znamena, ze si
genovy produkt ponechava urcitou aktivitu



Co do smeru ucinku mutaci je
nutno rozeznavat
» Puvodni mutaci tj. mutaci, kterou se
standardni alela meni v mutantni

« Zpéetnou mutaci neboli reverzi tj. mutaci,
kterou se mutantni alela méni castecnée
nebo uplne ve standardni alelu

* Prava reverze vede k obnoveni puvodni
nukleotidove sekvence



Organismus nesouci mutantni alelu

* Se nazyva mutant

» Mutantni alela se obvykle projevi ve
fenotypu

* Fenotyp: soubor znaku, kterymi se v
danem prostredi projevuje genotyp
organismul.

* (Genotyp: geneticka konstituce organismu

representovana souborem alel specificky
usporadanych v jeho genomu).



Projev

» standardni alely ve fenotypu se oznacuje
jako fenotyp standardni

* mutantni alely ve fenotypu se oznacuje
jako fenotyp mutantni



UrcCite mutantni alely

se ve fenotypu neprojevuiji.
Jsou vysledkem tzv. tiché mutace

napr. zmena kodonu za jiny kodon pro
tutez AK nebo

zmeéna nukleotidu, pfi které dochazi ke
zmene smyslu kodonu, neprojevi se vsak
ve funkci kddovaneho polypeptidu.



Genetické nazvoslovi

Oznacovani genu
Oznacovani mutaci
Oznacovani mutantnich organismu

Oznacovani a priklady genotypu nékterych
kmenu E.coli

Oznacovani fenotypu



Oznacovani genu

* his
kurziva, 3 mala latinska pismena, zkracene oznacuji

funkci genoveho produktu, je-li znam (enzym nezbytny
pro biosyntezu histidinu)

* Enzym se stejnou funkci muze byt kédovan vice geny -
hisA, hisB atd. velka pismena oznacuji jednotlivée geny

Lze pripsat znaménko minus (7) nebo slovo mutace napr.
hisA-, hisA mutace

Podobne oznaceni hisA* oznacuje standardni formu
genu hisA, ktery koduje funkCni genovy produkt



Oznacovani bodovych mutaci

V jediném genu muze dojit ke stovkam mutaci,
oznacuji se cislem

hisA4 ... gen hisA s mutaci C. 4 tj. his A4 alela
genu

Muze se psat také hisA4- nebo hisA4 mutace
(mutace vede k inaktivaci genoveho produktu)

hisA4* ... znamena standardni alelu genu, ktera
koduje funkCni genovy produkt (muze vzniknout
reverzni mutaci)



Oznacovani delecnich mutaci

Pred nazvem genu a Cislem alely se pouziva
recké pismeno A (delta). Uvadi se posledni
znamy gen, ktery byl deletovan.

A(lac-proAB)195... delece C.195 oblasti DNA od
genu lac az po geny proAB chromosomu E. coli
(rozsah delece je znam)

Ahis8... delece celeho his operonu E. coll,
véetn& delece sousednich genu, celkovy rozsah
delece neni presné znam (tak tomu u deleci
byva)

(kdyz zname sekvenci genomu, tak zname |
presny rozsah delece)



Oznacovani insercnich mutaci

Uvede se nazev genu, dve dvojteCky a oznaceni
Insercniho elementu napr.

galK::Tnd ... inserce transpozonu Tn5 do genu galk
Vice inserci do stejneho genu oznacime cCisly napr.

galK35::Tn5 ... inserce C.35 transpozonu Tn5 do genu
galk

Je-li inserce provedena technikami rekombinantni DNA
Ize pouzit symbol QQ (omega)

PBR322 Q) ::KanR...inserce genu pro kanamycin
rezistenci do plasmidu pBR322

Inserce cizorodé DNA v plasmidu Ize oznacit ....
pUC19::HRS60, pUC19::.dim1



Oznacovani inverznich mutaci

* Mutace s geny v opacne orientaci nez
standardni se oznacuji velkymi pismeny
IN a zavorkou, v niz jsou uvedeny geny, u
nichz doslo k inverzi a Cislo mutace napr.

* IN(purB-trpA)3 ... inverse C.3, U niz
Invertovana oblast zaCina v blize
neidentifikovanem miste genu purB a
konCi v blize neidentifilkovaném misté
genu frpA



Oznacovani mutantnich organismu

Escherichia coli AB2497, Escherichia coli AB2498,
Escherichia coli JRS154, Salmonella typhimurium LT2-
18, Salmonella typhimurium LB5000

Rodové a druhové jmeéno, zkratka autora

Nesmi odrazet fenotyp ani mit vztah k genu, o nemz
predpokladame, ze je mutovan

(aby se zabranilo nedorozumeéni v pripadu prenosu genu
do jiného kmene)

Mutantni organismus vznikl mutaci ze standardniho
organismu (wild type, w.t.,divoky typ)



Mutantni kmeny

Odvozené z kmene Escherichia coli K-12
Pres 100 kmenu pouzivanych v genetice

Barbara J. Bachmann, Pedigree of some
mutant strains of Escherichia coli K-12,
Bacteriol. Rev. 36 (4), 525-557, 1972

Kmeny Y (Ymel), C (C600), AB, W,...



Sbirkove organismy se oznacuji
pismeny a Cislem sbirky

CCM (Bifidobacterium sp.CCM3761)

CCDM (Lactobacillus casei CCDM211)

DSM (Clostridium tyrobutyricum DSM2637T)
T oznacCuje kmen typovy

Bifidobacterium longum ssp. infantis ATCC....
sci.muni.cz/ccm



Kmen (strain)

Jsou bunky urcitého druhu a stejného puvodu

(napr. sbirkovy kmen B. pseudocatenulatum
CCM3761, kmen izolovany z GIT Lactobacillus
paracasel RL13, kmen izolovany z pfirody)

| Izolaty mohou obsahovat vice druhu

Mohou predstavovat standardni organismy

(w.t.), z nichz byly odvozeny mutanti — napr.
E.coli K12 w.t.



Oznacovani genotypu
bakterialnich kmenu
E. coli K-12 (AN)F+ (wild type) (kmen
divokého typu)
E.coliYmel (mell, supES57, supF58)
E. coli C (wild type,w.t.)

E. coli C600 (supE44 hsdRthi-1thr-1
leuB6lacY 1tonA21)

E. coli CSH18 (supE44thiA(lac-pro)
F (ProAB+ lacZ-))



Supresorové tRNA u E. coli

“TABLE 3.4 Some E. coli nonsense suppressor tRNAs

Suppressor name LRNA Anticoden change Suppressor type
supk o LRNA®" CUG-CUA Amber

stpf tRNAT GUA-CUA ‘ Amber

supB tRNAS DUG-UUA Ochre/amber

supl (RNA' UUYU-UUA QOchre/amber




Priklady genotypu kmenu E.coli

* Pouzivanych v genovych manipulacich



Nazvy genu E.coli K-12

* Najdeme v publikované genetickeé mapée

» B.J. Bachman, Linkage Map of
Escherichia coli K-12, Edition 8, Microbiol.
Rev. 54(2), 130-197, 1990



Fenotypy se oznacuji

Tremi pismeny a prvni pismeno je velké,
nepisou se kurzivou

Napr. His-, His*, RifR, RifS

Napr. His- oznacCuje fenotyp s mutovanym
genem his, bunky nerostou na pudé bez

aminokyseliny histidinu, protoze ho nejsou
schopny syntetizovat

RifR oznaduje rezistenci k antibiotiku
rifampicinu, vznika mutaci v genu rpoB, jez
koduje subjednotku RNA polymerazy



Fenotypy pouzivane v bakterialni
genetice

NejCasteji takove, co se snadno

rozpoznaji

UziteCné jsou auxotrofni mutanty

Podminene letalni mutanty

Resistentni mutanty

Charakterizace kolonii



Auxotrofni mutanty, auxotrofy

Neschopné syntetizovat nejakou aminokyselinu,
vitamin, rustovy faktor nebo vyuzivat néjakou
latku napr. cukr

Ten musi byt pridan do media

His-, Bio", Mal- mutanty nesyntetizuji histidin,
biotin, nevyuzivaji maltézu jako zdroj energie

|zoluji se pomoci bakteriologickeho razitka

(porovnanim rustu za selektivnich a
neselektivnich podminek)

(prototrofni bakterie rostou na syntetickem
mediu)




|zolace auxotrofnich mutantu

Male 2 Plate 3

FAadium suppioinents
! + Histiddine

~ Hislidine

+ | listidine
+ Biotin

| " .
- Biolin

1- Biolin
Detection of auxolrophic mutants. Colonies were scraped with a loop from

Figure 3.1
. Colony 6 contains bacteria thal cannot mulli-

plate 1 and transferred onto plates 2 and 3
ply without biotin and so are Bio”, The bacleria in colony 2 are His™.



Podminene letalni mutanty

* Teplotneé nebo na chlad sensitivhi mutanty
(protein funkcni za permisivni teploty
napr.30°C, nefukCni za nepermisivni
teploty napr. 42°C)

» (Za vyssi teploty muze potein Castecné
nebo uplné denaturovat, byt pristupny
proteazam, nevytvaret komplex apod.)



Isolace teplotné sensitivnich mutantu pomoci
bakteriologickeho razitka

% Nonseiective plate;
= colonies translerred
to cloth

N seleclive plate
> pressed down of

3 dothto transfer
colonies

Incubate

Nonseleclive plale Selective plate



Mutanty nesouci nesmysiné
mutace

Jsou rovnez podminene letalni

Nesou mutace, které vedou ke zmene kodonu
na jeden ze tfi nesmysinych kodonu (UAA, UAG,
UGA — amber, ochre, opal)

V miste vzniku nesmysiného kodonu se zastavi
translace genu, coz vede ke vzniku neuplného
proteinu

Syntéza proteinu se muze dokoncit, kdyz ma
bunka supresor (supresorovou mutaci)



Rezistentni mutanty

Odolné vudi latce, ktera bunku usmrcuje
nebo inhibuje jeji rust

Vyseévaji se na misku s touto latkou
Napr. mutanty rezistentni na antibiotikum

Mutanty rezistentni k bakteriofagum




Substance

Sonte resistance mutalions

Priklady rezistentnich mutaci

Toxicity

Resistance mutation

Bacleriophage T1
Streplomycin

Chiorate

High concentrations of
valine, no iscleucine

(1itects and kills

Binds o ribosomes; inhibits
transiation

Converted to chlotite, which is
toxic

Feedback inhibils acetolactate
synthetase; starves for isoleucine

Inactivates tonB culer membrane
protein; phage cannot abisorb

Changes 1ibesomal protein 512
so that it no longer binds
Inactivates nilrale reductase,
which converls chlorate to
chlorite

Activates a valina-insensitive
acelolactate synihelase




Bunky rezistentni k fagove infekci
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Figure 3.4 When bacteriophage T7 infects wild-type E. coli,
it binds to d receptor in the outer meimbraneg, prolein TonB
(Table 3.1). After phage replication, the E. cali cell is lysed and
new phage are released. A mutation in the ot gene results
i1 an atlered (mutant) recaplor 1o which T1 canno longer
bincd or eliminates the receptur, and so the cells survive.



UziteCnym fenotypem je

» Charakterizace kolonii narostlych na
agarovych miskach

» Zabarveni kolonii (mutant tvori bezbarve
kolonie)

 Velikost a tvar kolonie



