VYZNAM MUTAGENEZE U BAKTERII

O 000

Vyhledani genu a stanoveni jeho funkce
Praktické vyuziti modifikovanych kmenl ve vyzkumu
Vyuziti v biotechnologiich (fermentace, produkce cizorodych latek aj)

Vyhody mikroorganismui pri mutagenezi
B haploidni genom (mala velikost)

B velky pocCet potomstva za kratkou dobu

B snadny pfenos genl mnoha zpUsoby

B snadna selekce

Zplisoby mutageneze

B klasicka mutageneze (chemomutageny, fyzikalni faktory)
B transpozonova mutageneze (biologické mutageny)

B mutatorové kmeny (mutace v reparacnich mechanizmech)

B mutageneze in vitro

B editace genomu (napf. CRISPR/Cas)



NOMENKLATURA

O

O

Genotyp: tripismenovy kod (zkratka) psany kurzivou

Gen je oznacen zkratkou trpA, alely trpAl
B a) Standardni alely se oznacuji znaménkem +, napr. trp+
B b) Mutantni alely se oznacuji znaménkem -, napfr. trp-

Fenotyp: Velké pismeno na zacatku ne kruzivou, napr. Trp.
Standardni fenotyp se oznadi +, napf. Trp+, mutantni Trp-.
Symbol neni vzdy totozny s oznacenim genotypu. Napr.
fenotyp Nif- muze mit podstatu v_nifX- nebo nodX- (ruzne
geny tykajici se odliSnych procesu).

Rezistence: r (R), s (S), uvadéné jako exponenty (TetR)
B delece = A
B inzerce = ::
B plazmid, profag = E. coli (RP4, ¢$80)

TcR x TetR




ZAKLADNI TYPY MUTACI U BAKTERII1

se zmeénou v morfologii kolonii

se zménou citlivosti (k antibiotikiim, toxickym
latkam, zareni, fagim aj.)

v pozadavcich na riistové faktory (auxotrofni)
se zménou v produkci latek (napr. pigmenti)
supresorsenzitivni (citlivé k supresoriim)
supresorové (vedouci ke vzniku supresori)
ovlivnujici reparacni a rekombinacni schopnosti
vedouci ke vzniku mutatorovych kmeni

se zmeénou citlivosti k teploté — vysoké nebo nizké
(teplotné senzitivni)

OoOoooooo oOd

Mutace letalni x kondicionalné (podminéneé) letalni



Typ mutace

Podstata zmény

Detekce mutant

Ztrata
pohyblivosti

Ztrata biciku, nefunkcni bic¢ik

Kompaktni kolonie namisto
plochych

Ztrata kapsuly

Ztrata nebo modifikace
povrchovych kapsularnich struktur

Malé drsné kolonie namisto
velkych a hladkych kolonii

Drsné kolonie

Ztrata nebo zména
lipopolysacharidové vnéjsi vrstvy

Nepravidelné granularni
kolonie namisto hladkych
lesklych kolonii

Zmeéna ve vyzivé

Ztrata enzymu biosyntetické drahy

Neschopnost rlistu na mediu
postradajicim dany rlstovy
faktor

Zkvasovani cukra

Ztrata enzymu katabolické drahy

Nedochazi ke zméné barvy
v mediu obsahujicim cukr a
pH indikator

Rezistence k
antibiotiku

Zabrana vstupu do bunky, zmeéna
cilové molekuly (slozky ribozomu),
detoxikace antibiotika

Rlst na mediu obsahujicim
inhibi¢éni koncentraci
antibiotika

Rezistence k fagu

Ztrata receptoru a rada dalsich
mechanismii

Rlst v pFitomnosti faga

Citlivost k teploté

Zména struktury esencialniho
proteinu

Neschopnost riistu pFi
zvysené teploté

Citlivost k chladu

Zména struktury esencialniho
proteinu

Neschopnost rdstu pFi nizké
teploté
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Table 16. Genotypes of Frequently Used Baclerial Strains.

lacY1, or A{lac1ZY)6, galK2, gafT22 metB1,
trpR55, A~

Strain Genotype Strain Genolype
C600 (1) F=, thi-1, thr-1, leuB6, .'acY1 tonA21, Kw251 F=, supE44, galK2, galT22, metB1, hsdR2,
SUpE44, A~ merB1, merA—, argA81: Tn10, recD1014 °
CBOOHIfI (1) F=, thi-1, thr-1, leuBS, lacY1, tonA21, NM522 (8)  supk, thi, A(lac-proAB), AhsdS (r—=, m™),
- supE44, A=, hilA150, [chr Tn10] [F' proAB, laclSZAM1E]
“ DH1 (2) F=, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 NM538 (7) supF, hsaR (r,—, m.t)
8 (r mcF), supE44, relA 1=, A~
5 ; NM539 (7) supF, hsaR (r.—, mF) (P2)
~ DH5a F-, $80d, lacZAM15, endAl, recAl, hsdR17
(rc, mct), supE44, thi4l, d~, gyrA9s, RR1 (3) F-, hsdS20 (ry—, mg~), supE44, ara14,
A(lacZYA-argF), U169~ - proA2, rpsL20 (str),. xyl-5, mit-5, supE44, A~
i DH5aF’ $80d, lacZAM15, endAl, recAl, hsadR17 X1776 (3) F~, tonA53, dapD8, minAl, ginV44,
(re~, m), supEdd4, thi-1, d—, gyrAS6, (supE44), Algal-uvrB) 40, A=, min82, rib-2,
A(lacZYA-argF), U169 gyrA25, thyA142, oms-2, metC65, oms-1,
: (tte-1), A(bioH-asd) 29, cyc82, cycAl, hsdA2
HB101 (3) F=, hsaS20 (rs~, my™), supE44, recA13, arail4, :
proA2, rpsL20 (strf), xyl-5, mit-5, supE44, A~ Y1088 (8) A(lacU169), supE, supF, hsdR (r=, m+), metB,
troR, tonA21, proC:Tn5 (pMCS)
JM83 (4) ara, Al(lac-proAB), rpsL, ¢80, lacZAM15
Y1089 (8) A(lacU169), proA+,A(lon), araD139, strA,
JM101 (4)  thi, A{lac-proAB), [F', traD36, proAB, hfiA150 [chr:Th10], (pMCY)
laclSZAM15]
. Y1090 (8) A(laclU169), proA+,A(lon), araD139, strA,
JM103 (2) endAl, hsdR, sUpE, sbcB15, thi-1, strA, supF, [trpC22:Tn10], (pMCQ), (r.~, m.F)
A(lac-pro), [F', traD386, proAB, lacl*ZAM15]
References:
JM105 (4) endAl, thi, rpsL, sbcB15, hsdR4, A(lac-pro), 1. Jendrisak, J., Young, R.A., and Engel, J. (1987) in:
[F*, traD386, proAB, laclPZAM15] Guide to Molecular Cloning Technigues, Eds. Berger, S.
IVHO7 (4) dAY. . sor S8, Fedi. & i1 = and Kimmel, A., Academic Press, 359-371.
en . thi, syrAS6, hsd17, A=, relA1, supE44, ? X
Aiac-pro), [F' traD36, proAB, lacliZAM15) 2.Hanahan, D. (1‘983) J. Mol. Biol. F126B166., 557 58-0.
. 3. Maniatis, T., Fritsch, E.F., and Sambrook, J. (1982) in:
# JM108 (4) endAl, recAl, syrA96, thi, hsdR17, relAf, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
e SUpE44, Aflac-pro) Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY.
C UMI09 (4)  endAl, recAl, syrA96, thi, hsdR17 A s A 98
' .= meH), relAl, 44, h—, y : ' ’
Ol A g e o POPEAR) 5. Murray, N. (1977) Mol. Gen. Genet. 150, 53-58.
. A el ey BT o 2 6. Gough, J. and Murray, N. (1983) J. Mol. Biol. 166, 1-19.
endAl, recAl, syrA86, thi, hsdR17 (r.—, m.t), . . %
(DE3) (&) relAY, SUDEA4, A(lac-proAB), [F", raD36, ) 7. Frischauf, A., et al. (1983) J Mo!._ Biol. 170, 82.7 842.
proAB, laclPZAM15), M{DE3) 8. Huynh, T., Young, R.A., and Davis, R. (1985) in: DNA
Cloning Volume 1, Eds. Glover, D., IRL Press Ltd, 56-110.
JM110 (4) rpsL, thr, leu, thi, lacY, galK, galT, ara, tonA,
tsx, dam, dem, supE44, A(lac-proAB),
[F', traD386, proAB, laclPZAM15}
LE392 (5) F=, hsdR574 (1.~ mt), supEd4, supFs58

Dlllezité
genotypy:

auxotrofie

suprese

restrikce

lacZ

pritomnost plazmidd

pritomnost profagd
pritomnost Tn a IS

reparace

rekombinace

rezistence k fagim



Table 15. Descriptions of Common Host Mutations.

Gene Phenotypic trait Gene Phenotypic trait
symbol Mnemonic alfected symbal Mnemonic affected
arah Arabinose L-Arabinose isomerase recA Recombination  general recombination,
repair of radiation damage
araC Arabinose regulatory gene: activator and induction of phage
and repressor protein lambda
dapD Diaminiopimelate Succinyl-diaminopimelate recB
aminotransferase and recC  Recombination recombination and repair
i of radiation damage
endA DNA specific endonuclease exonucleaseV subunit
galk Galactose galactokinase rect Recombination locus of rac prophage
exonuclease VIl
gall Galactose Glucose-l-phosphate
uridylyltransferase reck Recombination recombination and repair of
. . ' radiation damage
gyrA Gyrase subunit A, resistance or -
sensitivity to nalidixic acid relA Relaxed regulation of RNA synthesis:
f stringent factor, ATP:GTP
Hft(1) A phages with a normal 3’ pyrophosphotransferase
repressor (cl) gene are
inhibited from the Iytic cycle.  rpsl. Ribosomal 308 ribosomal subunit
The lysogeny frequency protein, small protein S12
is greatly enhanced
L T supB, supC, Suppressor suppressors of ochre
hisS Histidine Histidyl-tRNA synthetase supG, supl, (UAA) and amber (UAG)
supM, supN, mutations
lacl Lactose regulator gene; repressor anﬁ“ﬁupo"N
protein of fac operon
i . supD, supE, Supressor supressor of amber
lacY Lactose galactoside permease angzuppp mutations
lacZ Lactose B-D-galactosidase this Thiamine Thiamine thiazole
. - requirement
leuA Leucine a-Isopropylmalate synthase iiciich -
. tonA T-one outer membrane protein
leuB Leucine B-Isopropyimalate receptor for ferrichrome,
dehydrogenase colicin M, and phages
metA Methionine homosering transsuccinylase . 71,75, and 430 .
- g tonB T-one uptake of chelated iron
mefB Methionine cystathionine a-synthase and csanobalamin
mtiA Mannitol Mannitol-specific enzyme Il ’ ; .
of phiosphotransferase XylA Xylose D-xylose isomerase
Sysiam Miscellaneous
P2(2) Aphagaa conlaing e e .. p= host does not contain an episome
and gam genes of A are
growth inhibited by P2 F host contains episome with stated features
lysogens
: - A bacteriophage lambda DNA is not integrated
proA Proline a-glutamyl phosphate into genome of bacterial host
reduclase
. ; Relferences:
proB Proline a-glutamyl kinase

1. Hoyt, A., (1982) Cell 31, 565-569.

2. Kaiser, K. and Murray, N. in DNA Clon.rng Vol. 1, Eds
Glover, D.IRL Press Ltd. 1-47.



Mutageny pouzivané u bakterii

Aﬁparent in vive Additional : ¥
Mutagen specificity advantages Disadvantlagcs
2-AP transitions A:T 5 G:C in some casc%a
(2-aminopurine) weak mutagen
5-BU transitions A: T & G:C must depress
(5-bromouracil) normal thymine
incorporation;
weak mutage
NH,0H transitions A:T = G:C in some cases,
(hydroxylamine) ' : weak mutagen

Sodium bisulfite .

Mutator gene

(mutT)

EMS
(ethylmethane
sulfonate)

NG
(nitrosoguarnidine)

ICR 191

Nitrous acid

UV (ultraviolet
radiation)

Fag Mu
a dalsi
transpozony

Spontancous .
(no mutagen)

specific transition
G:C-A:T

specific transversion
‘A:T-C:G -

transitions and trans-

_ versions

transitions and trans-
versions; induces small
deletions at low rate

frameshifts; small
insertions and deletions

transitions and probably
transversions; deletions

transitions and probably
transversions; deletions;
possibly stimulates inser-
tions and chromosomal
rearrangements

insertions; some
deletions

transitions; transversions;
insertions; deletions
(frameshifts)

no treatment

_required

powerful mutagen

very powerful
mutagen

powerful mutagen

random induction
of non-leaky, polar,

|
weak mutagen

genetic construc-
tion required |

dangerous to
handle

dangerous to
handle; [requent
secondary mutations

compound difficult
to obtain

high amount of
killing requirad for
good mutagenesis

high amount of|
killing required|for
good mutagenesis;
certain strains too
sensitive

non-reverting
mutations

wide spectrum of
mutations; no com-
plications due to

secondary mutations

low level of
mutants; many
siblings in each
culture }




o Stanoveni krivky preziti bakterialnich bunék po pﬁsdbeni mutagenu

Pocet
bunék

/

—

Davka (koncentrace/Cas)

~ Stanoveni po¢tu mutant v j ednotlivych intervalech pilisobeni mutagenu



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

‘Mutants/ml™ (x—x)

10° 5 e 5000 10000 15000

erg mm*

Zavislost poCtu mutant na davce zareni (koncentraci mutagenu)

Optimalni koncentrace mutagenu, kdy vznika
nejvyssi poCet mutant



POSTUPY PRI IZOLACI MUTANT

O Skrining - vyhledani mutant na zaklade pozorpvatelné zmény fenotypu:
Rust na indikatorovych mediich (utilizace cukru = tyorba kyselin » zmena pH
— zmena barvy) — podobne jako pri odlisovani druhu nebo kmenu

O Obohacovani (zvysovani poctu mutant)
B penicilinova metoda
B inkorporace radioaktivninho prekurzoru (radioaktivni sebevrazda)
B 5-BU + UV-zareni

O Selekce

a) pozitivni (pFima)selekce (rust za podminek, pfi nichz roste jen mutanta,
bunky standardniho typu neprezivaji nebo nerostou)

b) negativni (neprima) selekce (nerostou mutanty, ale bunky standardniho
typu ano)

O Replikovani (razitkovani) (prenos kolonii na medium s odliSnym
slozenim: chybeni zivin n. rustovych faktoru (aminokyseliny, vitaminy,atd)
pritomnost inhibitoru rustu (antibiotika, bakteriofagy, +/- teplota aj)



IZOLACE MUTANT REZISTENTNICH K
ANTIBIOTIKU NA GRADIENTNICH PLOTNACH

antibiotikum

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\m\‘

|zolace vicestupnovych mutant




Razitkovani (Replikovani)
Mutants do
not grow

Auxotrofni mutanty
vyzadujici néktery z
ristovych faktord

Incubate

Master plate;
growth on
complete medium

Press plate
onto velveteen Velveteen with
imprint of all Minimal medium Complete medium
colcnies
Velveteen;
sterilized
Plastic hoop ——}

Wooden block —

(a)

Transfer imprint
of colonies to
fresh media




Postup pri neprimé selekci mutant razitkovou metodou

Pocet
bunek

102

Plotny bez ;
streptomycinu| %

Prenos
pomoci razitka

Plofny bez | Cist3
streptomycinu kulturg Str
Plotny se

streptomycinem



Izolace auxotrofnich mutant penicilinovou metodou
| auxanografie
Redén 10 0.1ml

III

—————
— —_—

= © 9 & = &
| T f | T T
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Ozarend suspenze Bunky vyrostlé vkom-  Zredénéinokulum  Zminimdlni pidy Kompletni  Minimalni

bunék prototrofnihe  pletni pidé senékolik-  promytgch bunék  se provede rozsev puda puda

kmene se kultivuje  rat promyji ve fyziolo~  se naotkuje domi-  na plotnu 2 kom-

vkompletni pidé  gickém roztoku. nimalni pidy klera  pletnf pldy. TataZ kolonie se naockuje

24 hodin. obsahuje 100 az 300m. do kompletni i minimain
penicilinu v 1ml. pidy. JestliZe vyroste jen
V této pldé preiji v kompletni pldé, zname-
jlen auxotrofni mutanti. ndto, Ze predstavuje kion

Prototrofy rostou a tudiz auxatrofniho mutania

. Dalsimi festy se zjisti
hynou, auxotrofni mutanty alsimi 1ESTy se Z)isT,
2a pritomnosti klere ami-

nerostou a prezivaji nokiyseliny roste 1ra mini-
(negativni selekce) malni pddé.



FENOTYPOVE ZDRZENI STAV DNA V BUNCE SEGREGACNI LAG
(recesfvni mutace) — (dominantn{ mutace)

Doba, ktera je
nutna k tomu,
aby mutace byla

Prodleva v case
pred tim, nez

je mutace | _ Y
detekovatelna Mutace probih4 v &4steiné na vsech kOpl ich
v zreplikované DNA Ch romozomu
Mutantnf fenotyp se neprojevuje,
JelikoZ cytoplazma je$t€ obsahuje | ¥ Projevi se mutantnf fenotyp
produkt genu._standa‘rdnﬂ)o typu.: ' —

¢ Dokonceni replikace
Y GENERACE

OO0 1
/ Prvni ddlent buiiky .
Q|| >

Buiiky standardnfho typu L / \ Druhé bundné délenf

Mutantni fenotyp se Ke zvysSeni poctu
projevi teprve poté, az je mutantnich bunék

produkt standardniho ~~ | dochazi po dalSim 3
genu dostatecné déleni

nafedén nebo vyplaven z l l
cytoplazmy

Buﬁlij' stadardntho typu  Mutantnf buiiky



VZNIK SEKTOROVYCH KOLONIi JAKO DUSLEDEK SEGREGACNIHO LAGU

Pocet chromozomu na bunku
1 2 4

Muladné 2ménény
chromozom
:

Efvr tsektorova
kolonie -

Nesektorova Pilsekiorova
kolonie kolonie

A Jadernd segregace a vznik sektorovych kolonii,



lzolace supresorsenzitivnich mutant

Tyto mutanty maji nesmysiny kodon v nékterém z genu. Vyskytuji se

v mnozstvi 1-1,5% mezi mutanty jakéhokoliv znaku. Detekuji se tak, ze
se do mutantu vnese transdukujicim fagem alela supresorového genu
(sup-) — Ize vnest téz na plazmidu.

Jestlize se kolonie mutant daného znaku (tj. rdznych mutant v tomto
znaku, nejen sus!) prerazitkuji na selektivni plotny s fagem, ktery
obsahuje supresor, vyrostou jen ty, které nesou mutaci zptisobenou
vznikem nesmysliného kodonu (tj. supresorsenzitivni mutaci),
nikoliv ty, které maji jiny typ mutace v prislusném genu.

DalSi typy supresorovych mutaci:
Sense-mutace (aal— aa?2)

Mutace ribozomovych proteinu: snizené rozpoznani nebo polohovani
kodonu na mRNA na ribozomu pfri translaci



IZOLACE SUPRESORPOZITIVNICH MUTANT (Su+)

(supresorovych) )
Reverze koddnu UAG
Su — fenotyp, sup - genotyp
_ lac* 10-8
dvojnasobny mutant trp~(UAG

/ Su”Lac*Trp”

(Su- Lac- Trp+)

O

Tato bunka obsahuje
koddny amber vgenech lacatrp

> ! Vanik nové
Dikaz: vneseni supresorové alely
faga se Sut,

jednostupnova reverze
reverze fenotypu

Mutace v genu sup
(gen pro tRNA)

lac™(UAG)

-16
trp (UAG) /- 10

Dlkaz: vneseni faga se sus, ktery

: : S '+L C+T +
na tomto kmeni poroste u

Bunka vlevo md amber mutaci v genech lac a rp. Vpravo jsou
znazornény dva fypy revertanti Lac™. Jeden se vytvoril vznikem

nové supresorové alely a druhy vznikl reverzi v koddnu
amber. :



Fluktuacni test odpovida na otazku, zda jsou mutace pritomny
u organismu pred jeho vystavenim uréitému faktoru, a nebo
vznikaji az po vystaveni bunék tomuto faktoru?

TEORETICKE PREDPOKLADY FLUKTUACNIHO TESTU
(LURIA A DELBRUCK 1943)

Pravdépodobnost mutace je velmi nizka, ale stejna pro kazdou
bunku (10-6-10-1° bunek/generaci)

Uvazujeme-li urcitou kulturu, pochazejici z jedné bunky, pak na
konci kultivace bude pocet mutant odrazet dobu, ve ktere mutace
vznikla ﬁtj. ve ktere generaci). Vzhledem k nizke pravdepodobnosti
mutace Ize predpokladat, ze i pocty mutant v jednotlivych klonech
budou rozdeleny podle Poissonovy rady - to proto, Ze zalezi na
generaci, ve ktere k mutaci doslo. Proto se budou vyznamne lisit
pocty mutant v jednotlivych kulturach a v kulture, kde byly bunky
pestovany dohromadey.

Pri fyzigl%gické adaptaci reagud'i buniky na pritomnost latky
v prostredi - to pusobi jako indukcni aggns, ktere indukuje
adaptivni pdpoved ﬁnapr. tvorbu enzymu apod). PocCet reagujicich
bunek z ruznych kultur (klonu) je zhruba stejny. Zména fenotypu se
nedédi, dédi se jen schopnost se adaptovat.



Zmeéna znaku

Fluktuacni test StrS = StrR
Stejny pocet | . S o
bunék Zésobni | | o
kultura e Bu;j OnOVé
Str® (== kultura

¥ed&no na 1, 1.03 bunék/ml

< Mutace?

Adaptace?

Kontrola: dlkaz citlivosti
vychozi kultury ke
streptomycinu

az;z%segge'gwugg o

SR
5 ml na’ kazdou
pi

otnru se strep-
'bomycinem :

OOG™
ooo

Priblizne stejné'
" polty. kolonii

Inkubace 24-36 hod. |

Obsah zkumavek vylit na
" plotny se streptomycinem

‘Prikezné . rozdily v podtech

- BOOC00OAO

Og

Pocet kolonii Agarovd plotne
na plotné bez se streptomy=
streptomycinu cinem

Rozsev pro - stanovenl
celkového podtu bundk

kolonil na jednotlivych plotndch

VVpoéet chi-kvadratu a stanoveni priikaznosti rozdili



Zavislost kone¢ného poc¢tu mutant na dobé, v niz mutace probéhla

Y = mutace

Culture 1 Culture 2
Generation
© st /O\
* s
./ \O O O
VARAN /\ AN
\ / . |
\ y y
@ @ O O O O
/ | / \ f\ H\ 3rd / / N\ a\
A A AR
AT PR R RS
/] // \ “ \\\\ //// A MR
y ¢v r’ 3 ‘1 1 \
® ® ® ® © ®

jedna mutace: celkem 8 kolonii dvé mutace: celkem 6 kolonii



Pocty rezistentnich bakterii z nerozdélené kultury a samostatnych kultur

Alikvoty z nerozdélené kultury | Samostatnée kultury
Aliquot no. No. of resistant bacteria Culture no. No. of resistant bacteria
1 14 1 1
2 15 2 0
3 13 3 3
4 21 4 0
5 15 5 0
6 14 6 5
7 26 7 0
8 16 8 5
9 20 9 0
10 13 10 6
11 107
12 0
13 0
14 0
15 1
16 0
17 0
18 64
19 0
20 35




PROVEDENI FLUKTUACNIHO TESTU

Ma se rozhodnout, zda rezistence ke streptomycinu je
vysledkem adaptace nebo mutace (zda jsou mutanty pritomny v
kulture pred vystavenim bunéek selekcnimu agens nebo se
objevuji az poté)

B 1. Ovéri se, zda je vychozi kultura citliva k streptomycinu

m 2. Rada zkumavek s mediem bez streptomycinu se naoé&kuje
malym a stejnym mnozstvim bunek

m 3. Stejné mnozstvi bunék se naockuje do Erlenky
s objemem, ktery je souctem objemu v jednotlivych
zkumavkach

B 4. Kultury se ponechaji inkubovat 24 hod

B 5. Kultury se vyseji ve stejném mnozstvi na plotny se
streptomycinem

B 6. Vyhodnoti se pocty kolonii na jednotlivych plotnach a
srovnaji se

B 7.Vypocte se y2 a stanovi se, zda existuji priikazné rozdily
v poctech kolonii na plotnach

m 8. Priikkazny rozdil v poctu kolonii na Rlot_néch,z jednotlivych
kultur ve srovnani s pocty na plotnach z jedne kultury
svedci o tom, ze rezistence ke streptomycinu vznikla
mutacit.



REPARACE MUTACNE POSKOZENE DNA

O A. PFimé reparace
B 1. fotoreaktivace
B 2. dealkylace
O B. Neprimé reaparace Geneticky a!:)arat
B 1. Excizni reparace pro reparaci DNA
O béazova
O nukleotidova - velmi konzervativni
O fizena meEyIf:lcf o - asi 100 gent
B 2. rekombinacni /posErepllkacnl/ - distinktni drahy,
B 3. reaparace kroslinku .
které se mohou
O C. Inducibilni reparace prolinat
B 1. SOS-odpovéd’
B 2. adaptivni odpovédi

O na alkylacni poskozeni
O naenvironmentalni stres



SOS-ODPOVED

geny din = damage induced, SOS-genes (31 genii
u E. coli)

. Indukce SOS mutageneze

. Excizni reparace dlouhych Gsekt

. Zvysena schopnost reparace ds zlomi
. Indukce profagl (lambda, P22, f80)

. Indukce tvorby kolicin@

. Zmirneéni restrikce

. Inhibice bunécného déleni

OOoO0o0o0o0mo
NOUhLhWNEPE



SOS-odpovéd u E. coli

f%f@ Nucleoprotein / / @b
filament §

‘e, ]

Po indukci: ssDNA se vaze na RecA
za tvorby nukleoproteinového
fillamenta, které vaze LexA a stépi
ho, coz vede k expresi SOS-genu

Neindukovany stav: represor LexA
se vaze na operatory asi 30 SOS-
genu a reprimuje jejich expresi



PRUBEH SOS-REPARACE

LexA
(a) 4/_\‘\
DNA bez poskozeni m-
A ____1-. + ____- _____ A o =3
- Ofrec Al TOTlex AL [OL X ][O Y] IO Z]
¥ \
; —— [l AAA
O = operator RecA . » o
Slaba exprese vsech genu
dh dh Ak
dh dbh dh
(b) 4
- */’_\ o , ~ o
e 2 Silna exprese vsech genu
= i)
z A f_
P e OTrecA IO AL O X O Y ] IO Z ]
¥ ¥ \
- . . o000
! —1 1 o000 === 412
PoSkozeni - - o000 o AAA
DNA
Key: Proteins # Lex A; wms Rec A; ® X .Y Az
wm= inactive e inactive : '
i } Rec A protease; R ed} Lex A %epressor.

LexA = dimer, podrobujici se autokatalytickému stépeni za Gicasti RecA* (koproteaza)
helikalni filament RecA-DNA



Regulace SOS odpovédi u E. coli

A DNA bez poékozeni, geny SOS regulonu nejsou exprimovany, RecA se vytvafi v nizké hladiné
Flec.ﬁ.

2285 % 5 S 5 ? &

|'

pnlﬂ Cther 50% genes umuc umuL

Pol Il

g SSDNA signalizuje poSkozeni, RecA se aktivuje, geny SOS regulonu jsou exprimovany

q
Pdﬂqpﬂd %% Oﬁadq o PQ;{%_ '}i Pc@ &p
m::mfﬁ;_l_z;_l > =

polg Other 50% genas umuC umu
Actieated Rech

C S pokracdujicim poskozeni jsou indukovainy dalsi geny SOS véetné umuC a umuD
O e
Pd‘?*”OOOcr?ﬁp‘?p ¢ P o ¢ °F
{mﬂmﬁ—ﬂ,u = —_

polg Other 50% genas umuC umu

D Poreparaci poékozeni noveé vytvéf'eny LexA opét reprimuje SOS regulon

Bl n’d 8 Sp 'S

pold Other 50% genes mu0

Vazebné boxy pro LexA v promotorech jednotlivych operonu jsou podobné, ale ne stejné, vazou LexA s
riznou intenzitou a v rizném mnozstvi a zapinani a exprese genu tak koreluje s intenzitou poskozeni DNA



SOS-MUTAGENEZE (ERROR-PRONE = CHYBY NAVOZUJICI) - POSLEDNI
ZACHRANA

(a)

umu = UV-indukovana
\&{\ mutageneze

,l, e DNA-polIII vytvari
komplex s proteiny
UmuC, UmuD a RecA,
cimz dochazi k inhibici
opravy cteni

[SSRE; ]

DNA ’
polymerase III UmubD se pﬁSOber“m

RecA méni na UmuD~,
reakce je vSak pomalejsi

R A \'4 A4 \'4 r
= nez stépeni LexA a proto
. Umu D’ je prednostné
l tiuc indukovana standardni
(d) Incorrefct SOS‘OdeVéd’ - ke
nucleotide v. v b yr » v
A stepeni UmuD dochazi az

T’ pri vysoké hladiné RecA

W WU

~ Key: Parental DNA ~ ; newly synthesnzedDNA —— . Mutace fé.ga lambda




Regulace SOS-mutageneze u E. coli

LexA
g8 o
umuD

umuC

, (008 K)o
3 Lef

) uv Ue\" v Qfmc

§ g § P@B
—1:r—fr—1‘r TT e

meAComeCComaTCn mmmm
T T — T o— T

Pred poSkozenim reprimuje LexA
transkripci SOS-genu véetné operonu
umuDC

Po mirnem poskozeni DNA se RecA
vaze na ssDNA za tvorby RecA-
nukleoproteinového filamenta, které
se vaze na LexA a ten je Stépen —
dochézi k expresi vSech SOS-gen
vcetne umuDC (trimer UmuD,C)

Po vysokém poskozeni se nahromadi
RecA-np filamenta, ktera pak navodi
Stépeni UmuD a vytvori se UmuD",C.
UmuC vazany na UmuD’, je
mutagenni polymeraza, ktera je
schopnareplikovat mista s
poSkozenim za vzniku chyb (vklada
nahodné nukleotidy).



SCHEMA SOS MUTAGENEZE

Silné poskozeni DNA
RecA-ssDNA (RecA™)
UmuD UmuD”~

Komplex UmuD~ ,C

plUsobi jako mutagenni
B , polymeraza

RecA nucleoprotein

filament
UmuD’,C )
B clamp ——
Displaced.

DNA-polymeraza V TLS = translesion synthesis

UmuD’,C



DalSi mutagenni polymerazy u bakterii

Polymeraza IV — produkt genu dinB u E. coli (jeden z SOS genu)
- Je pfibuzna proteinu UmuC

- gen dinB je regulovan represorem LexA

- pri replikaci vytvari chyby i na neposkozené DNA

- vytvari mutace v DNA infikujicich fagu lambda

- untargeted mutagenesis (UTM) — dusledek pusobeni mutagennich
DNA-polymeréaz

Biologicka funkce?? — umoznuje replikaci DNA poskozené jinymi
typy poskozeni nez témi, ktera zpusobuje UV



Adaptivni odpovédi na environmentalni stres

O Vystaveni E. coli netoxickym koncentracim peroxidu

O

vodiku vede ke zvySeni nasledne schopnosti
korigovat DNA pogkozeni zpUsobované vyssimi
davkami této latky.

V prltomnostl peroxidu je_ indukovano nejmeéne 30
proteinu ze dvou regulonu. OxyR funguje jako
pozitivni regulator deviti genu, z nichz &tyfi byly
identifikovany: katalaza/peroxidaza,
glutationreduktaza, mangan superoxiddismutaza, a
NAD(P)H-dependentni alkylhydroperoxidreduktaza.

Adaptace k oxidativnimu stresu je nezavisla jak na
alkylacnim poskozeni, tak SOS odpoveédi, a
nevyzaduje proteiny Ada, LexA nebo RecA.



Regulace adaptivni odpoveédi na alkylaci DNA

aial 20 _aks alfd V bunice bez poSkozeni se nachazi
l = jen nékolik molekul Ada proteinu. Po
L poskozeni DNA alkyla¢ni latkou
b prenasi Ada protein
el (metyltransferaza) alkylové skupiny

z metylovanych fosfatu DNA na
aminokyseliny umisténé na N- konci
své vilastni molekuly, ¢imz se
konvertuje na transkripéni aktivator
(1), nebo prenasi alkylové skupiny z
metylovanych bazi na
aminokyseliny na svém C-konci, coz

OOy vede k inaktivaci Ada-proteinu (2).
P—bda Ada L Me
N e Ke vzniku (1) dochazi jen pi
. “J El i actimtion silnéem poskozeni DNA, pri
sranscripfionat nizkém poSkozeni jsou pouze
aiater S odnimany metylové skupiny z
1 2 bazi a protein Ada se inaktivuje.

biochemicke funkce alkB a aidB zbyva objasnit



Dukaz pfitomnosti a puasobeni reparacnich mechanismu

Prezivani bunék jako funkce doby a koncentrace pusobeni mutagenu.
Ohyb na kfivce vpravo ukazuje na pritomnost reparacniho mechanismu.

!

o
—
|
I

0.01

Fraction of surviving cells

0.001 +

Koncentrace mutagenu nebo doba jeho pusobeni



Mutatorové kmeny u E. coli

Map
position
" Locus (min) - Specificity Strength  Defect (if known)
mutT 2 AT— C:G transversions Moderate Prevents incorporation
’ of A:8-oxodG mispairs
by hydrelyzing
8-0x0dGTP
mutH 61 GC—ATand AT—GC Strong Lacks methyl-directed
- transitions; frameshifts mismatch repair system
mutL- 95 GC—ATand AT—GC Strong Lacks methyl-directed
' transitions; frameshifts mismatch repair system
mutS 59 GC—ATand AT—GC Strong Lacks méthyl-directsd
transitions; frameshifts mismatch repair system
avrD 86 GC—ATand AT—G:C Strong Lacks helicase II
(mutU) ’ transitions; frameshifts .and the methyl-directed
. . mismatch repair system
mutD 5 All base substitutions; Very Altered ¢ subunit
frameshifts strong of DNA pelymerase I1I
mutY 64 G:C— T:A transversions  Moderate Lacks glycosylase that
corrects G:A and 8-oxodG:
mispairs
mutM 82 G:C— T:A transversions  Moderate Fapy glycosylase
(8-0x0dG glycosylase)
mutA 85 AT—TA GC—TA, Moderate
and A:T— C.G trans-
versions
mutC 42 AT—TA, GC—TA, Weak/
and A:T— C:G trans- moderate
versions
dam 74 G:C—ATand AT— GC Moderate Lacks DNA adenine
transitions; frameshifts methylase
ung 56 G:IC— AT transitions Weak/ Lacks uracil-DNA
moderate  glycosylase
sodA 88 Weak Lacks superoxide
dismutase, manganese
OxvR 83 Weak Lacks positive regulator
of oxidative damage
genes
polA 87 Frameshifts; deletions _ Weak/ Lacks DNA polymerase I

moderate

Mutatorové kmeny se
pouzivaji k vytvareni
nahodnych mutaci, mutanty
se nasledne selektuji podle
zmény fenotypu sledovaného
znaku



|zolace kmenu mut (mutatort), u nichZ jsou mutovany geny pro reparacni
systémy. V téchto kmenech vznikaji mutace s abnormalné vysokou frekvenci.

Kolonie tvorfené bunkami s funkénimi
geny mut — reverze mutace v genu lacZ
probiha vzacné, kolonie jsou bilé,
modrych papil je malo

Kolonie tvorené bunkami s mutovanymi
geny mut — reverze v genu lacZ jsou
caste, modrych papil je mnoho

Many papillae

Kolonie obsahuijici papily (sektory) v dusledku vzniku mutant mut. Na plotny s
X-Gal jsou vysety bunky kmene s mutaci v genu lacZ (tyto tvofri bilé kolonie).
Revertanty mutace lacZ vytvareji modré papily, pfiCemz mutant mut vytvari
vétSi pocet papil nez standardni bunky v dasledku zvySené frekvence vzniku
spontannich mutaci (nedochazi k jejich reparaci).



Amesuv test na mutagenitu

XA PRY 4 RO R0 RO,
Zajisténi ‘0’ ‘0 ‘o
i A Izolace enzymd Pfiprava roztoku Rust auxotrofnich mutant(
m etab 0 I IC ke z jater potkana. potencialniho mutagenu. Salmonella his~ nesoucich
aktivace //- PRt B
/
St
< RO
Smichani enzymu er— -
a potencialniho mutagenu. Naockovani bakterii o
A na agarové medium obsahujici

stopové mnozstyi histidinu.

+R0s o
° \ disk z filtracniho papiru @

Smichani enzymu

a bakterii.
ROx RO
Naockovani bakterii Umisténi disku s enzymy
a enzym( na agarové médium a potencialnim mutagenem
obsahujici stopové do pokusné misky.

mnozZstvi histidinu.

- « >

kontrolni miska pokusna miska
RO
Y g filtraéni papir
nasaknuty potencialnim

Ink misek
e s mutagenem

pfi 37 °C.

revertanti his*
indukovani

— mutagenem
spontanni

revertanti his*




Provedeni Amesova testu

Potencialni

mutagen
(promutagen) o .
Vysoky pocet revertantu
Extrakt z i : his+ naznaéuje, ze
xtrakt z jater J mutagen navodil mutace
potkana
plate incubate
T e gl R
Medium s nizkou
koncentraci histidinu
plare intubane
Kmen Salmonella — el
mutant his- e S

Kontrolni miska
s pfirozenymi revertanty
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