MUTAGENEZE IND,UKOVANA TRANSPOZONY
(TRANSPOZONOVA MUTAGENEZE)

NejrozSi fenéjSi pouziti transpozon u je mutageneza za U ¢elem
lokalizace gen u a jejich charakterizace.

Vyhody:

O 1. vysSsi frekvence mutace nez pri klasické mutagenezi

O 2.uplna blokada transkripce a translace zasazenych gend - dosazeni plné
mutantniho fenotypu

O 3. silny polarni ucinek (zejména na operony)

O 4. ve vétsiné pfipady jen jedind mutace na buriku (inzerce jediného
transpozonu)

O 5. mozZnost pfimé selekce mutant (geneticky podle markeru na
transpozonu, nebo s vyuzitim sekvence transpozonu jako sondy)

O inzerce transpozonu pro Ucely mutageneze nemohou byt smérovany do

urcitého genu. Technika vyuziva jen skutecnosti, ze inzercni mista
transpozonu jsou vicemene nahodna. Pozadovane mutace jsou skrinovany
mezi vetsim poctem inzercnich mutant normalnim zpusobem.

Vlastnosti transpozonu vhodného pro mutagenezu:
B a) zaclenovani do nahodnych mist (Tn5, Tn7, Mu)
B b) stabilita inzerce (odstranéni genu pro transponazu)



VYHODY VYUZITI TRANSPOZONU PRI
ANALYZE PROKARYOTICKEHO GENOMU

O

1. Transpozony mohou byt zacClenény ve velkém poctu mist na
bakterialnim chromozomu a plazmidech (prakticky v kazdem genu
nebo v jeho blizkosti).

2. Geny se zaclenénym transpozonem ztraceji plné svou funkci
(nulove mutace).

3. Fenotyp inzerénich mutaci je vazan na rezistenci k antibiotikum
Eodmln_enou genem transpozonu (snadna selekce mutace v novem
ostiteli selekci AntR).

4. Inzercni mutanty Ize po transpozonové mutagenezi detekovat s
vysokou frekvenci (kmeny s vice mutacemi jsou vzacne).

5. Inzercni mutace revertuji pfesnou excizi transpozonu, _
doprovazenou ztratou transpozonu (frekvence zpetne mutace je
ale velmi nizka).



VYHODY VYUZITI TRANSPOZONU PRI
ANALYZE PROKARYOTICKEHO GENOMU

O

O

6. Inzerce v operonech jsou silné polarni. Lze urcit, zda geny
jsou soucasti operonu (a jejich poradi).

7. Transpozony mohou vyvolat delece v okoli svého zaclenéni.
Lze tak pripravit dele¢ni mutanty vhodné pro mapovani gend.

8. Transpozony predstavuji prenosné oblasti homologie. Lze
pomoci nich vnést do genomu dalsi genetické elementy
rekombinaci.

9. Inzerce se pri genetickém mapovani chovaji jako bodové
mutace (transdukéni krizeni).

10. Lze ziskat specifické inzerce_pobliz genu zajmu, nikoliv v
ném sameém (vneseni promotoru a dal&ich sekvenci na
transpozonu - reportéroveé geny)
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Mutace vyvolané transpozony

Transpozon

Chromozom n. plazmid

Inzer¢ni inaktivace genu, do néhoZ se transpozon zaclenil

(negativni mutace) — zména fenotypu

Nabyti rezistence k antibiotiku (pozitivni mutace) — zimén
Polarni mutace ovliviiujici expresi sousednich genti — zména ﬁmotygg
Oznacdeni mista, do néhoZ se transpozon zaclenil




SITUACE VHODNE PRO VYUZITI
TRANSPOZONOVE MUTAGENEZE

O a. hledana mutace ma obtizné selektovatelny fenotyp

B snizeni poctu klonQ, které nutno proverit (mutanty Nif- deficientni

v symbiodze s rostllnou genotyp muze byt nod- nebo nif-),
identifikace rgenu které jsou zapinany pri poskozeni DNA nebo po vystavem
bunék specifickym faktorum (transpozony s reportérovymi geny)

b. studovany druh (kmen) je klasické mutagenezi nepristupny
B mutanty v metabolickych drahach, napr. auxotrofni

O c. kmen ma nékolik podobnych aktivit, znemoznujicich primy
skrining na fenotyp
B gen je nejdfive klonovan v jiném hostiteli (E. coli) a po mutagenezi
je prenesen do puvodmho kmene, kde se alely zaméeni homologni
rekombinaci (,reverzni genetika™ - u druhu dosud geneticky malo
prostudovanych)



SEBEVRAZEDNE VEKTORY

Vektory pouzivané pro dopraveni transpozonu do
buneék, v nichz maji navodit mutaci

O A. Vektory odvozené od faga lambda obsahujici
mutace sus - replikuji se v bunkach E. coli
obsahujicich supresory; v bunkach sup- se chovaji
sebevrazedné

O B. Vektory odvozené z promiskuitnich lazmidu
(konjugativnich nebo mobilizovatelnych) - po prenosu
do cilové bunky se nereplikuji

C. Vektory s ts mutacemi v replikacnim aparatu (pfi
vyssi teploté se nereplikuji)

D. Inkompatibilni plazmidy: prvni plazmid nese
transpozon, po prenosu je z bunky vytésnén druhym
plazmidem
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Pouziti sebevrazednych vektort k pfenosu transpozonu
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Vyuziti inkompatibility pro vnaseni transpozonii do chromozomu

e__... Tn (KnR)

v Prenos do buriky

. MTcR
.

v Vneseni inkompatibilniho plazmidu

QD

¥ Plazmid P1 je vytésnén a

transpozon je za&lenén do chromozomu




MUTAGENEZE POMOCI TRANSPOZONU Tn5

Sebevrazedny mobilizovatelny Nahodna mutageneze plazmidil - Vneseni Tn5 do
A ColE1 bunky na sebevr

. . T _::.- ; - e o A gy, “ ® .E:;:I.__E;_:_:-: R ez

tra genes RP4

ColE1l se

@ V.
G- bakterie: J
_nereplikuje

Tn35 hops into Tn5 hops into
\, chromosome plasmid

Izolace plazmidové

tra genes RP4

TRANSFORMACE,
SELEKCE BUNEK
KanR
Kan' transformant

Inzerce Tn5 do chromozomu Vytvareni mutaci na plazmidu nebo v klonované DNA



Transpozonova mutageneza genu nif u Rhizobium meliloti
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Izolace mutanty v genu pro pektatlyazu (pelA ) Erwinia chrysanthemi

()

klonovani lenu pelA z erwinie do E. coli, selekce fenotypu PelA+

pelA
f Gyrer 4 vysokokopiovy plazmid (pBR322)

E.coli plpelA’ mutageneze transpozonem Tn5 (KmR) nesenym fagem lambda
(b) O [ Km'] [ Km'] Lambda
"
@lDNAg‘anf) ”Hopper
] e
© O D
E. coli E.coli pel A Tn5 Km"

(c)

Selekce klonu v némz se Tn5 zaclenil do
plazmidu (pII) (vysoka konc. kanamycinu)

E. coli plipelA™ =T 5 K (eliminace bun €k, v nichz je Tn5 za €lenén do chromozomu )

(d Selekce klonu PelA- (inzerce Tn5 do pelA)

: prenos plazmidu pll do erwinie, pll se vyredi
, ) (neschopen replikace), selekce klonlii KmR
» (tj téch, v nichz doslo k homologni rekombinaci

a geny pelA+/pelA- se zaménily)

E. chysanthemi E. chysanthemi
pel A* pelA”:: Tn5 Km"



PRENOS ALELY recA- PO OZNACENI
TRANSPOZONEM

Kmen E. coli s mutaci recA

M Tn10 - S rec A,

(b) ' | Tn zaclenén pobliz lokusu
QT"“’ recA

X = |

Transduced fragment from strain 4

X M rec A, X

~Chromosome of strain &
M , recA*

Selekce TcR,
Tn 10 rec- = UV-senzitivni

—— Recombinant chromosome of strain 2
M rec A,

Obr. 13.3. Pffprava kmene recA, (E. coli).

a) mapa transdukujfef DNA P1 z lyz4tu kmene 1, nesouctho kopii Tnl0 pebliZ recA,.

b) transdukee do kmene 2 (recA*) , selekce na rezistenci k tetracyklinu, Mezi klony Tc® lze
vyhledat rekombinanty kmene 2, v nichZ do3lo k vymEng alely recA,.



STANOVENI FYZICKE LOKALIZACE GENU
NA REPLIKONECH A MAPOVANI GENU

Zjisténi, zda geny s urcitou funkci jsou umistény na plazmidu nebo
na chromozomu nebo zda jsou distribuovany na vice o
replikonech neni snadna uloha. , Transpozon targeting" (cilenée
zaclenéni transpozontll) do genti napomaha v reseni techto
tloh, jak dokresluje tento priklad:

O Predpokladalo se, Ze funkce tykajici se onkogeneze u rostlin
infikovanych A. tumefaciens se nachazeji na Ti plazmidu. Bylo
izolovano 37 inzercnich mutant Tn5 v kmenech obsahujicich Ti plagzmid
a vykazujicich zmenenou virulenci. V kazdeém z mutantnich kmenu byly
transpozony fyzicky lokalizovany na replikonech.

O Plazmidova a chromozomova DNA z téchto mutant byla separovana za
uziti standardnich technik (rozdil ve velikosti a nebo GC obsahu).
Kazda DNA byla hybridizovédna se znaCenym Tn5. Dvanact mutaci bylo
chromozomalnich a 25 nesenych na plazmidu.
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TRANSPOZONOVA MUTAGENEZE
IN VITRO

Nevyhody mutageneze in vivo:

B Castednd Zivotaschopnost sebevrazednych vektord --- fale$né pozitivni vysledky
B omezena velikost cilového genu --- nutny rozsahly skrining nebo selekce mutant
B u nékterych bakteridlnich druhl nejsou k dispozici vhodné transpozony

Prtibéh mutageneze in vitro:

Vychozi predpoklad: transponaza je schopna provést véetsinu reakci téz in vitro
Bk cilové DNA je pridana donorova DNA s transpozonem a enzym transponaza
|ze pouzit mutovanou transpondzu se zvysSenou ucinnosti transpozice

|ze pouzit transpozony postradajici gen pro transponazu (stabilni inzerce)

cilovou DNA mohou byt replikony nebo linearni useky DNA, které |ze pak zaveést do
bunek, kde se rekombinaci zacleni do chromozomu

Pouziti tranpozozomil
Transpozozom : transpozon, na néjz byl in vitro navazan enzym transponaza

Transpozozom se pfipravi in vitro v prostfedi bez Mg-iontl, ¢imZ dojde k rozstépeni
donorové DNA, ale transpondza zustava prichycena na koncich. Tento meziprodukt se
do bunék prenese elektroporaci, v nichz transponaza katalyzuje transpozjci transpozonu
do cilového mista. Enzym je brzy rozlozen, takze k dalSi transpozici nemuze dochazet.
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Vyuziti Tn pro izolaci genii

Inverzni PCR. Transpozon nese na svych koncich mista pro

piipojeni PCR-primerii orientovanych do okolni sekvence.

Stépenim chromozomové DNA RE (nestépici Tn), ligaci
fragmenti vznika ,plazmid“, PCR amplifikuje sekvenci

chromozomu obklopujici transpozon.

Tn5 gen REP

Varianta PCR bez klonovani a li
- jeden primer je odvozen z Tn5, druhy je komplementarni
k REP (repetitivni extragenové palindromy), které se
‘nachazeji v poctu 500 kopii mezi chromozomovymi geny u E. _
coli a dal§ich bakteriich (~ 1% genomu). primery
Po amplifikaci je amplifikovan jediny isek genomové DNA,
z néhoZ lze pFipravit sondy a vvhledat gen, ktery je pobliz
transpozonu (nebo do n éhoz se Tn za clenil)




MODIFIKACE TRANSPOZONU o
ROZSIRUJE MOZNOSTI JEJICH POUZITI

O 1, Nahrada genu pro rezistence k antibiotikum: derivaty Tn5 nesouci sadu
ruznych rezistenci K antlblotlkum Jsou vhodné v kmenech, kde rezistence ke
kanamycinu neni ucinné exprimovana.

O Pridani qriV z plazmidu Sel01 do Tn5 preménila tento transpozon na plazmid,

O v

ktery se muze replikovat v E. coli.

O 3. Zavedeni oriT (mob) sekvence z RK2 dovoluje mobilizaci chromozomu, do
néhoz je modifikovany transpozon inzertovan, za predpokladu, ze v donorové
burice je pfitomen pomocny plazmid RK2. Moznost kfizeni kmenu konjugaci.

O 4. Dq blizkosti konct transpozonu Ize zavést in vitro sekvence odpovidajici
mistum pro RE, JestliZze je takto modifikovany transpozon integrovan do
plazmidu, ktery tato restrikni mista nema, predstavuji pak koncové sekvence
transpozonu jedine¢na mista pro klonovani a restrikéni mapovani.

O 5. Fyzikalni separaci transponazového genu od zbytku elementu se vytvari
minitranspozon. Kdyz jsou tyto dvé casti prfitomny ve stejné burice ﬂna stejném
nebo ruanch vektorech), exprese transponazy (obvykle pod kontrolou jiného,
inducibilniho promotoru) dovoluje transpozici minitranspozonu do cilového mista
nebo mist - transponovany element émmltranspozon) v misté zaclenéni se sam
nemuze dale transponovat a tak predstavuje stabilni’marker a irreverzibilni
mutaci.
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TABLE 4. Examples of Genetically Engineered Transposons
Size
Element Marker(s) (kb) Special feature(s) Use
Tn3-ApKm ApKm 11.7 Carries replication region of Hobile origin of replication
R1
Tni725 Cm 8.9 Tnl722 with Cm' Tn-mutagenesis; Tn can be
determinant of plasmid excised to leave 35 bp
Sa; EcoRl sites in both IR insert with EcoRl site
sequences
Tnl732 Km 6.7  Tni722 with Km' As for Tni725
determinant of Tn2680
Tnl7376m Km (lac) 9.8 Tnl 722 with Km" Promoter probe; -
determinant and galactosidase production
promoterless lacZ gene at requires external
one cnd promoter; type | operon
fusions forined
™I737Cm Cm (lac) 1.1 Tnl722 with Cm' Promoter probe; alternative
determinant and to Tnl737Cm.
promoterless lacZ gene at
one end
Tn3-lac Km (lac) 12 Tn5 with promoterless lacZ Promoter probe; type |
gene replacing most of operon fusions formed
IS50L
Tn30RFlac Km (lac) Tn5 with lacZ gene lacking Generates protein fusions;
transcription and can be used to investigate
translation signals translation control of gene
replacing most of 1S50L expression )
TnphoA Km (phoA) 7.7 Tn5 with alkaline Generates protein fusions;
phosphatase gene (phoA) used to study structure of
lacking transcription and membrane proteins and
translation signals mechanisms of secretion
replacing most of IS50L of exported proteins
TnSoriT Km (oriT) 6.5  Tn3 with conjugal transfer Mobile transfer origin;
origin from RK2 chromosome insertions
generate conditional Hfr
strains (require IncP
plasmid for transfer)
TnS{wAB Km {lux) Tn3 with {uxAB genes lacking  Promoter probe; alternative
transcription signal to Tn3lac; operon fusions
replacing most of I1S50L detected by
bioluminescence
Tnl0kan Tc 8.2 Carries Km" determinant of Alternative to Tnl0
Tn5
MupApl Ap 37.5.  Mu derivative formed by Plaque forming, marked
acquisition of Tn3 alternative to Mu
followed by deletion of
nonessential Mu and Tn3
sequences
Mudil Ap (lac) 37 Derivative of Mu with Forms type | operon fusions
promoterless lacZ gene to express B3-galactosidase
near S end of phage activity
Mudl770-1 ApKm (lac) Derivative of Mudll with Km"  As MudI1 with alternative
gene selection
MudI1678 Ap (lac) Mini Mu, i.e., deleted As Mudl, but insertion
derivative of Mudl770-1 smaller
Tn917cam EryCm 6.5  Contains promoterless cat Forms type [ operon fusions

gene as a promoter probe

to express Cm resistance

Data from Berg et al. (1989).



Table 3. Tn5 derivatives carrying portable promoters, alternative marker genes, and useful sites

Designation in

Antibiotic resistance

Use original reference and novel sequences Length (kb)
Outward reading promoters Tn5-tacl Kmr, prac 4.6
Tn5-B50 Tex, pnptl] 5.0
Tn3-B60 - Kmr, ptac 5.0
Tn3-B61 Gmr, ptac 5.5
Replication/maobilization origins TnV Kmr, ori pSC101 -6
" Tn3-oriT Kmr, oriT (RK2) 6.5
Tn5-Mob Kmr, oriT (RP4) 7.8
Tn5-B11 Gm, ori T (RP4) 8.4
Tn5-B12 Gmr, Spr, oriT (RP4) 10.2
Tn5-B13 Ter, oriT (RP4) 9.4
Sequencing primer sites Tnjseql Kmr, pT7, pSP6 3.2
TnSsupF supF 0.3
Novel antibiotic resistance genes Tn5-Tc2 Ter 5.1
Tn5-Cm Cmr 3.9
Tn3-Gm Gmr 75
Tn5-Tp Tpr 5.2
Tn5-Sm Smr 5.2
Tn3-Ap Apr . 5.0
Tnb.7 Tpr, Smr, Spr 7.6
Tn5-233 Gmr/Kmr, Sm*/Spr 6.6
Tn5-235 Kmr, 'lacZY 10.0
Tn5-GmSpSm Gmr, Spr, Smr 6.8
Tn5-751 Kmr, Tpr 9.0
Mini-Tn5 Sm/Sp Smr, Spr 2.1
Mini-Tn5 Tc Ter 2.2
Mini-Tn5 Cm Cmr 35
Mini-Tn3 Km Kmr 2.3
Other marker genes- Tn5 Bgl+a Kmr, bg! 11.3
TnsAmy+? Kmr, amy 8.7
Tn5-toxe Kmr, tox 10.5
Tn3-Luxd Kmr, [uxAB 6.6
Mini-Tn$ bar bar 2.5
Mini-TnS§ mer! mer 4.5
Mini-Tn5 arse ars 5.0
Restriction'mapping Tn5cos Kmr, Nmr 6.2
Plasmid curing Tns-rpsL Kmr, Nmr 7.6
Tn5-B12S Kmr, N, sacBR 9.9
Tn3-B13S Kmr, Nmr, Tcr, sacBR 13.2
Multiple unique restriction sites Tn5-K20 Kmr, Nmr, Ter 9.5
Tn5-K28 Smr, Ter 7.4

aBpl+, ability to ferment cellobiose.

sAmy+, ability to degrade starch.

<tox, delta endotoxin gene from Bacillus thuringiensis.
dLux, biocluminescence.

ebar, resistance to the herbicide bialaphos; vector designated as pUT/PTT by Herrero et al. (48).
Imer, resistance to mercuric salts and organomercurial compounds; vector designated as pUT/Hg by Herrero et al. (48).

ears, resistance to arsenite; vector designated as pUT/Ars by Herrero et al. (48).
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Fig. 12. A schematic representation of bacteriophage Mu. SVH, short (150 bp), variable host se-
quence; LVH, long (approx. 1.5 kb), variable host sequence; attL, attR, ends of Mu required for trans-
positional integration and replication; inv. seg., 3 kb invertible segment (also called G-loop) deter-
mining tail-fiber production and, hence. phage host range; gin, gene for invertase that mediates in-
version of inv. seg.

Fag Mu infikuje Siroké spektrum G- bakterii



MINITRANSPOZONY = INZERCNE-DELECNI DERIVATY

FAGA Mu
Table 5.1 Properties of Commonly Used Mud Derivatives
Element? AKAP  Fusion® kbd Marker® Genesf Reference
Mud1(Ap", lac) Mud1 @) 37.2 Ap cts A* B* 1
Mud301(Ap", lac)  Mud2 G 35.6 Ap cts A* B* 2_
Mud1-8 MudA 0 372  Ap cts A(Am) B(Am) 3
Mud2-8 MudB G 35.6 Ap cts A(Am) B(Am) 3
Mudl1734 Mud) 0 113 Km  cts A(AB) 4
Mudll1734 MudKk G 9.7  Km  cts A(AB) 4

40Original designation.

b"Also known as'; alternate designation.

€O, operon (transcriptional) fusion; G, gene (translational; protein) fusion.
dLength of element DNA in kilobases.

€Selectable antibiotic resistance marker

fGenotype of repressor (c) and transposase (AB) genes.



GENOVE FUZE IN VIVO

O Vyuziti modifikovanych transpozon(i pro pripravu

O

genovych fazi

Mud(ApR, lacZ) je modifikovany fag Mu, u néhoz byly
deletovany geny pro lytickeé funkce a nahrazeny genem
bla (AmpR)(selekce) z Tn3 a lacZ (reporter) z E. coli
K12. Byly pripraveny dve serie Mud (Ap, lac2):

1 . U prvni serie byly zachovany translacni signaly (rbs) genu
lacZ, ale byl deletovan promotor tohoto genu. Gen /acZ muze
byt exprimovan, kdyz se Mud inzertuje distalne od jineho
promotoru ve spravne orientaci, Pozorovani zmen hladin
exprese b-galaktozidazy po zmenach podminek prostredi
umoznuje studovat zpusob regulace daneho genu (Inebo o
operonu). Tento zpusob, zvany gperonove fuze, byl intenzivne
vyuzivan pri studiu exprese genu, jejichz fenotyp se obtizne
monitoruje.




GENOVE FUZE IN VIVO

O 2. U druhe serie Mud je gen lacZ zbaven mista rbs a téz
prvnich nukleot|du kddujici sekvence. Gen muze byt
exprimovan jen tehdy, kdyz je transpozon Mud inzertovan ve
spravném ctecim ramci ve smeéru transkripce od kompletnich
expresnich si naIu jak pro transkripci, tak pro translaci
(promotor a rbs). Transpozon v tomto pripadé navozuje
translacni fuze.

O 3. Pro vyhledavani genu Jejlcthrodukty sou exportovany
do periplazmy nebo do prostredi, K onstruovan TnPho.
Tento transpozon nese ?en pho, kter oduje alkalickou
fosfatazu (protein E. coli exportovany do periplazmatického
prostoru). Je aktivni jen jako dimer. Translaci vznika dlouhy
prekurzor se signalnim peptidem, ktery je pfi transportu do

periplazmatickeho prostoru odstepen Selekce pomoci XP
(5bromo4chloro3indolyl fosfat)



(a) ()

Py SPy Mo Mu 1bs lac Z, Apr

mRNA R L Y A"
Protein hegr0Ree soRaRRRE
N-terminal part  B-galactosidase
of M
(ii)
e
Py SPy Mo Mu  Ap" lacZ tbs Mu  MQ
mRNA R~
Protein S
(b)
DNA R R
mRNA MR W W W W W W
Protein PES SV TETEE Y
Mo—B-galactosidase
(©)
DNA
Modified 1S50L
mRNA 57
Protein OIS pre-Pho A protein

MudI = operonoveé fuze,

operonova fiize pomoci Mud

Transkripcni faze

operonava fiizze pomoci Mud
(v obracené arientaci)

genova fuze
(vznik fazniho proteinu)

Translacni
(proteinova) faze

TnPhoA
M = sekretovany protein

MudII = genové fuze



O Reportérové transkripcni (operonové) a translacni
(genové) fuze maji radu vyuziti, napr. mohou byt
pouzity ke stanoveni, zda regulace genové exprese
probiha na transkrlpcnl nebo translacni Grovni.

B Kdyz je gen regulovan na transkripcni trovni,
bude B-galaktozidaza exprimovana jak v pripade
operonovych tak i genovych fuzi a indukovana nebo
reprimovana v podobném rozsahu jako gen, do nehoz
je transpozon zacleneén.

B Jestlize je gen regulovan na arovni translace,
nebude v pfipadée operonove fuze p-galaktozidaza ani
indukovana ani reprimovana, ale v pripadé genové
fuze bude exprese B- galakt02|dazy regulovana.



VyuZiti transpozonovych fizi ke sledovani zpisobu regulace geni

Exprese lacZ je rFizena signaly pro

A. Regulace genu X na urovni franskri ce . -
RSSE P® | transkripci genu X

P, genX rbs lacZ Transkripéni faze

l —t - Mud MudI

P, genX lacZ

Translaéni fuze
I N

.
L

v +
= e Fizni protein
= indukce a represe genu lacZ bude v obou pripadech probihat
stejné M u d I I

B. Regulace genu X na trovni translace

P, genX rbs lacZ Transkripéni faze

PR »
!

J 4

==t e

= tvorba B-galaktozidizy nebude indukovana ani reprimovana

P, genX lacZ

3

Translacni faze

Tvorba galaktozidazy je
ovlivhéna translacnimi
signaly genu X

b
>

cfi—

Fiizni protein

= tvorba fuzniho proteinu a tedy i aktivita B-galaktozidiazy budou
ovlivnény translaénimi signaly piisobicimi na gen X



Slgnaln_l sekvence A - —
genu vir |

Protein
%WWIWUV\NUWW mRNA

1 ______..
1
P/O  tbs/ATG phoA

Se kretOva nv vir vir (no rbs/ATG)
protein

- pho je aktivni . B ?\QOP:‘ ‘ Vir-PhoA+
Pe"tP'_azmatlckv Porplasmcor o
protein

Cytoplasmic
membrane

- pho je aktivni

Cytoplasm
cytop_lazmatlcky 1. Phok adive:
protein
= p h o Je Ina ktlvn I Figure 6-8 Using protein fusions with alkaline phosphatase (PhoA fusions) to iden-

tify genes encoding bacterial surface or extracellular proteins. A, PhoA translational
fusion. B, Various types of PhoA fusions. PhoA is active outside the cytoplasm
(PhoA+) and inactive inside the cytoplasm (PhoA-). .



IZOLACE GENOVYCH FUZI PO NAHODNEM
ZACLENENI Mud(AmpR; lac)

R

Indukce profagd, vznik
smiseného fagového potomstva

lSelect Amp' transductants

Bunky rostou na

Amp a mohou

exprimovat —
B-galaktozidazu

Na plotnach s X-gal

se selektuji klony s

Mud zaclenénym za
promotor




DOCASNA CIS-KOMPLEMENTACE; ZPUSOB, JAK
ZACLENIT TRANSPOZON STABILNE DO REPLIKONU

Mud)
A
. / ph ; .
hisD | /,A,_”? £ 77 hisDCBHA 777 hish

I J P22 Packaging

B
- lac aph ; , CtsAB
_h’.SD_pAr- 4 % hisDCBHA w7727 Transduced Fragment
t-——— -—-—t ———————— - Transposase_
C
srl A his
l Chybi geny his, nemuze dojit
D it aph k rekombinaci
S ) st A his

Frekvence mutaci v konkrétnim genu 1:3 000

Kmen Salmonella
typhimurium

zdroj MudJ

Nespecificka
transdukce
pomoci faga
P22

Chromozom
recipienta

stabilni
zacClenéni



Vyhledani neznamého genu, jehoZ regulace je specificky rizena

\
’ Rbs/ATG  lacZ
Mud E ——
GenX Vneseni Mud do bunky a jeho nahodné
0 O eo—E T —— mRNA > zaclenéni do genu X
B-galaktozidiza
Tvorba B-galaktozidazy je regulovana signaly Fidicimi
normalné tvorbu produktu genu X )
LacZ AntR Zavedeni transpozonu do bunék
=
Vysev bunék na medium obsahujici
antibiotikum pro selekci bunék se
zatlenénym transpozonem
Rfl st bunék za Razitkovani na plotny s X-gal
pFitomnosti \ \ vybér klonii, které vykazuji zménu v
riznych regulaci a expresi lacZ za rliznych
indukénich psran L. o podminek (nap¥. riizna konc. Fe)
agens nizké koncentraci Fe

Vysoka kone. Fe Nizk4 konc. Fe nebo (°C)

(indukujici podminky)

Kolonie vybrana Mud je zaclenén do genu, ktery je
pro dal§1 analyzu

aktivovan jen pri nizké koncentraci Fe

0  Mutageneze (Che n. Tn)

/ \ Sledovani pozménéného . v o
Mo¥ink zpiisobu regulace na Objasneni zpusobu regulace
®

Ztrhta p e) plotnach s X-gal
- o o O
aktivatoru ® o 5
d MozZna ztrata represoru
P, Sinedie e Klonovani neporuseného genu, jehoz

exprese je ovlivhéna zménou podminek

KLONOVAN{



KLONOVANTI IN VIVO POMOCI MINI-MU

A

A. Po infekci bunék pomocnym ri
fagem Mu se mini-Mu z plazmidu
transponuje do nahodnych mist

na chromozomu.

Amp'o

B. Do fagovych hlav jsou
zabalovany dva sousedni
mini-Mu spolu s casti
chromozomu

dochazi k rekombinaci mezi
mini-Mu za tvorby kruznicové
DNA, ktera ma charakter C
plazmidu, v némz je
,naklonovan™ usek

chromozomu

C. Po prenosu do dalsi bunky i




Klonovani pomoci Mud5005

. o A ori aph ori_aph Vysledek
Pomocny fag srl y
N . m——ll] A v . ;
(je-li nutn¢) . nahodne-
transpozice
| | Mu Packaging
B ori aph
A
X ;
ail Homologni
rekombinace mezi
srl sekvencemi Mud
Vv recipientu
C ori aph

2

srl

Kruznicovy plazmid
s naklonovanym
inzertem dlouhym
az 23 kb



Klonovani gen U mutovanych transpozony

Vyuziti
EcoRl EcoRl o i )
| — i Klonovani dosud neznamych
L —— gendq, jejichz mutace vedou ke
e Transposon ~ Zméné fenOtypU, ZVIéété u
lcm@wm); ligate bakterii, které se obtizné kultivuji
nebo udrzuji v laboratofi (analyza

projevu genu se provadi po
prenosu do E. coli)

Prenos do E. coli

Figure 9.21 Cloning genes mutated by insertion of a trans- l
poson. A transposon used for mutagenesis of a chromosome

contains a plasmid origin of replication (ori), and the chromo- .,

some is cut with the restriction endonuclease EcoRl and Priprava sondy pro
rellga.ted. If the.llglatlon mix |§ used to transform E. coh,: the Vyhledéni i genu v
resulting plasmid in the Amp' transformants will contain the A ; o
sequences that flanked the transposon insertion in the puvodnlm hostitel
chromosome. Chromosomal sequences are shown in black,

and transposon sequences are shown in gold.




|dentifikace gen 0 din aktivovanych po poskozeni DNA

1. Pfenos Mud (AmpR, lac) do E. coli

|

2. Izolace transduktantd AmpR

Razitkovani jednotlivych transduktantd
na plotny s X-gal (A) a na plotny s X-gal
+ Cinidlem poskozujicim DNA (B)

Modré kolonie = transpozon se
zaclenil do genu aktivovaného po
poskozeni DNA



