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Studium regulace

Regulace genové exprese
v popfedi zajmu studia v postgenomické dobé
proces pfi kterém je exprese genu zapinana/vypinana
rizné podminky, rizny tyziologicky stav
Duvody regulace exprese genu
exprese jen aktualné potfebnych genti
reakce na zménu vnéjsiho prostredi
soucast procesu vyvoje — (sporulace)
Formy regulace
regulace na transkripéni urovni — regulace syntézy RNA — nejefektivné;si
postranskripcni regulace - vSechny regulace po transkripci RNA

regulace na translacni urovni — RNA konstitutivné, za urcitych podminek
neni translatovana — atenuace, asRNA



Studium regulace

Vytvateni genovych tuzi
Transkripcni fuze
Plazmidy -
jeden gen je fuzovan (pfifazen) k promotoru druhého genu

oba geny jsou transkribovany do jedné mRNA ale vytvareji dva
proteiny.

Derivaty transpozont

obsahuji reportérovy gen (lac, /ux atd.) s vlastni oblasti iniciace
translace.

Translacni fuze
Plasmidy - ORF dvou proteint jsou fuzovany dohromady a vytvateji
jeden spolecny ORF — vznik jednoho fuzniho proteinu.

Derivaty transposont obsahuji reportérovy gen (fac, /ux atd.) ale bez
oblasti 1niciace translace.



Genove tuze — reportérové geny

Reportérové geny — geny jejichz aktivita je snadno detekovatelna a
kvantifikovatelna

Transkripcni fuze
Vlastnostt

Detekovatelnost — nesmi interferovat s genetickym pozadim ani
prostiedim

Citlivost — zalezi na typu experimentu — strukturni geny x regulacni geny,
kultivace v tekutém mediu, pevné pudy, enviromentalni pokusy —
nejcitlivéjsi 1 jedna burnka

Spolehliva kvantifikace

Specificka aktivita

Schopnost reagovat na zmény transkripce — kompromis mezi citlivosti a
stabilitou. Stabilni reportéry nereaguji na oscilujici zmény transkripce



Cl Br
Genové fuze — reportérove geny gy
Orl I NIt

lacZ — [3 —galaktozidaza — stépi laktozu na glukosu a galaktozu

Stanoveni kolorimetricky — v tekutém mediu 1 na pevném
x-gal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside

4-C1-3-Br-indigo
el (icep biue)

ONPG - 2-Nitrophenyl B-D-galactopyranoside

X-Gal f-gal  |galactose
(colorless) — (colorless)

Fluorescentni nebo luminiscentni stanoveni (Bronstein 1., et la. 1994, Anal
Biochem. 219, 169.)

Radové citlivejsi
Studium regulaci v jedno druhovych kulturach —
nékteré bakterie maji  —galaktoziddzaovou aktivitu (mutanty),
sensitivni k pH a vyssi teploté
nevhodny k méfeni rychlych zmén v transkripci

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



Genové fuze — reportérove geny

gusA — (uidA) — P —glucuronidase - §tépf siroké spektrum
glucuronida
Chromogenni substrat —
X-gluc - pnitrophenyl B-D-glucuronidide
X-GlcA - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide
Téz fluorescentni pigment —
Pouziti prevazné u patogennich rostlinych virti, symbioty rostlin (tam

kde nelze lacZ),

U enviromentalnich bakterialnich populaci téZ omezeno

"indoxyl" Cl Br-Indigo
intermediate (insoluble Blue Dye)
Q H H ) N 4 H
NH; N a-Glucuronidase  N-_ Dimerization N e
e - - g -
RN () Q— L — [
NSl et iealae
H H o 5 a o ° o
OH 91 +
H s

Glucuronic Acid



Genove tuze — reportérové geny

xylE — catechol-2,3-oxygenasa — pfeména 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

Bioluminiscence — /uxCDABE operon z Vibrio fischer:

svetlo emitujici reakce (/uxAB) — v pfitomnosti alifatického aldehydu (substrat,
luxCDE) a zdroje redukcnich ekvivalenti — FMNH, a O,

aerobni prosttedi, aktivné rostouci bunky

vhodny pro studium genové exprese z situ
minimalni pozadi
kvantifikace luminometrem nebo protony méfici pfistroje

stabilni reportér — neni vhodny pro rychlé zmény transkripce
cat — resistence k chloramfenikolu —chloramphenicol acetyl transferasa



Genové fuze — reportérové geny

Fluorescentni proteiny — Errampalli 1999, J. Microbiol. Methods
35, 187,
GFP — green fluorescent protein — jellyfish Aeguorea victoria — absorbuje
fialové svetlo pft maximu 395 nm a emituje zelené svétlo s maximem 509
nm — prvni pouzivany
Kvantifikace fluorescencni spektroskopii a konfokalni laserovou mikroskopii
Pouvzit{ pro jednotlivou bunku — lokalizace proteinti
Vhodny pro nerostouci bunky

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

Vhodny pro elektronovou mikroskopii
Barevné varianty — rozdilné excitacni a emisni vilnové délky
Moznost pouzit nékolik najednou pro rtizné geny — metoda FRET
Zluty (513,527) , tyrkysovy (453,501), modry (385,445),
Modifikované GFP — red shifted S65T (395, 490) — vice fluorescentni 1 odolny



/naceni proteinu

Nestabilni varianty GFP —

obsahuji N-terminaln{ 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 zmeny transkripce

Obecné bakterialni bunky toleruji nizké koncentrace GFP

Nekteré kmeny vysoké hladiny netoleruji — degradace konstruktu —
ddvod neznamy

pouziti k lokalizaci

RFP — red - 1solovany z mofskych korala

,,Divoky* protein — fluorescencni aktivita az po nckolika hodinach po
transkripci



/naceni proteinu

Typy znacek

Translacni fuze s epitopy — komercné dostupné protilatky
(Sigma, Roche)

FLAG — arteficielni 8 aa zbytek
HA — 9 aa zbytek odvozeny od chiipkového

hemaglutininu

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

onkogenu



Vytvafeni genovych fuzi — | o '
nespeceficka mutageneze e e
e ™
Studium procesti Mwi‘@)

Pomoci transpozont — nespecifické inserce

Rychla a celkova analyza chovani genti a jejich funkci
pouzitim sekvencné definovanych kolekel mutant pro dany fenotyp
dojde k vyfazeni genu —

nelze studovat
esencialni geny
geny esencialni pro dany fenotyp v nonpermisivnich podminkach
(regulacni geny, signalni drahy)

lze studovat

uroven transkripce daného genu na zmény prostredi, genetické
geny ucastnici se dané¢ho fenotypu
daji se vytvofit napft. knthovny regulonti - napf. sigma podjednotek RNA
polymerazy



Prvni pouziti fuze s lac/Z

Pf. 1: Isolating Tryptophan Regulatory Mutants in Escherichia coli by Using a

trp-lac Fusion Strain.

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Feb. 1972, p. 526-532, Reznikoff, William
Popis a isolace mutant — laktozovy operon byl pfenesen transpozici do blizkosti Trp operonu
Genetickymi manipulacemi — isolovan kmen s trp-lac fizi ve spravné orientaci
Z riznych kment — delecni mutanty v trp operonu fuzované s lac

Potvrzeni domnénky, Ze tento novy systém muze umoznit isolaci

trp regulacnich mutant

Konstitutivni mutanty, trp-, lac+, - trpR* ara=(-3
vyhoda pro studium trp konstitutivaich mutant lac™(Vx74)
Zaroven auxotrofni — selkéni marker

Vyhoda pouziti x-gal — barevny systém

Pouziti diferenénich ploten (trpS).
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Vytvafeni genovych fuzi —
nespeceficka mutageneze

Volba transpozonu, jeho ,doprava“ - druhové zavislé

sebevrazedné plazmidy s minitransposony,

pHV1249 pro Bacillus a G+ -
dva oriV — E.coli, B.subtilis (termolabilni),

tfi selekéni markery - Cat—v Tn, Ery —mimo Tn, Ap —mimo Tn selekce pouze v E.coli
gen pro transponazu mimo IR

promotor transponazy z B.subtilis

v miniTn unikatni restrikéni misto -

transformace DNA transpozonu (komplex transposon-transponase) nebo
produkty inserce in vitro (plazmidy)

ﬁ g P -
T (W) el
vrazedné fagy, transponujici bakteriofa &) Qe
sebe. azedné agy,. a sp(? ujici bakteriofagy e
Nejvice pouzivané jsou derivaty Mu faga e —
e

Siroké spektrum hotilele u G- bakterii (Erwinia, Citrobacter, E.coli)
Mud(Amp', lac) derivat — je odstranéna vétSina genl s vyjimkou koncu faga a genu pro
transponazu, lacZ je bez promotoru

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



Vytvareni genovych fuzi — o A
nespeceficka mutageneze e

Pt. 2: identifikace gend pro Quorum sensing u P. aeruginosa

Identification of genes controlled by quorum sensing in P. aeruginosa.
Marvin Whiteley, PNAS (1999) vol. 96 pp.: 13904—-13909

Hledani gent aktivovanych v pfitomnosti acyl-homoserin laktont

Nespecifiska inser¢ni mutageneze WT kmene P. aeruginosa

Pouzity transposon — Tn5-B22 nesouci /acZ gen bez promotoru

Doprava transposonu — konjugaci E. c0/i S17 s plazmidem s transpozonem s kmenem P. aerugiosa a
nasledna selekce s HgCL,, gentamicin, tetracyklin

Screeining transkonjugant s inserci transposonu na komplexnich padach

s X-gal.
Screening 7 000 mutant v mikrotitracnich destickach, méfena aktivita 3 —galaktozidazy
po a bez pfidani acyl-homoserin laktont luminiscenéni metodou

Pii zvyseni transripce 5x — laktony indukovany gen — 70 klont

Isolace mutant a opétovna kontrola, napéstovani submerzné v bance — 47 klona

Lokalizace mutace - sekvenaci pomoci arbitrari PCR — sekvence pfilehlé k transy




Identifikave mist inserce pomoci PCR

Dvoukolové PCR.

Specificky primer z transposonu a nahodny primer se specifickou sekvenci na konci
(Tn5 Ext, 5-GAACGTTACCATGTTAGGAGGTC-3") a arbitrary primer 1 (ARB1
5"GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT-3")

Podminky reakce jsou MgSO4 (1 mM), Vent, exo -DNA polymerase (2 U) with 5 pl
bakterialni kultury rostlé v LB pfes noc jako zdroj DNA. Nasedaci teplota 6 x 30 °C a 30 x
45 °C
Druhé kolo s 5 pl predchozi PCR reakce s primery: ARB2 (5'-
GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3") and Tn) Int (5'-
CGGGAAAGGTTCCGTTCAGGACGC-3).

Nasedaci teplota 30 x 45

5

PCR produkt se po pfecisténi sekvenuje z Tn5 Int primeru

N\




o Dalsi moznosti rychlé lokalizace inserce transpozonu
o Vektor s ori R6OK v transpozonu
o Restrikce hostitelského chromozomu a self ligace
»  Generovani plazmida s cilovou sekvenci

= Michele Rossignol. Res. Microbiol. 152 (2001) 481-485

. :
o keft o right
500bp ISI0IR  knR & o R6Kjg oo
digestion by R
ligation

transformation E. coli pir

EcoRI R




/naceni proteinu

vytvafeni inzerCnich tagt do

proteinu =

Dvoustupniovy krok /oxP ——
. ; }—X> } e NNy e
Detekce proteini  pomoci (== e
rotilatk - -

p ’ y Ve s, . ) E Fhaz } L= i
Podminky uziti stejné jako v | |
predchozim, zalezi na misté — <
inserce, zda dojde nebo nedojde k -
zmene aktivity proteinu o e e
Signature-tagged mutagenesis / \3"3
(Genetic analysis of bacterial 77 ’ Ty

virulence. Chiang et al, Annu. Rew.

Microbiol. 53, 129 (1999))



Vytvateni genovych fuzi — specificka mutageneze

Studium jednotlivych genti nebo operonti

Integracnich vektort — urcité geny, specifické inserce

Takovy plazmid, ktery se v mutovaném hostiteli nereplikuje

Rekombinace na zakladé sekvencni homologie

Fuze proteint nebo promotoru (integrace do ,,nepotiebnych gena)

Single
Crossover
Target
Locus /
Integration
Porf Porf
I — [
v - L S
orfA reporser abr Na on ‘orfA

Figure 2. Use of an integration vector to construct a reporter gene fusion under the control of the
promoter of a hypothetical open reading frame, orfA.

Double
Crossover
Target
Locus
l Integration
—— e -
target 5 orfA abr target 3

Figure 3. Use of an ectopic integration vector to insert a hypothetical open reading frame, orfA,
into a target locus on the chromosome, such as the B. subtilis amyE gene.



Mutin4g

Vyuziti integrativniho vektoru
pMutin4, ktery umoznuje :
knockout genu
sledovani transkripcni
aktivity

komplementaci
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Integracni vektory
-]

o lLac-Z

o Promoter probe
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Construction of a Tn7-/ux system for gene expression studies in Gram-negative bacteria
Gene, Volume 122, Issue 1, 1 December 1992, Pages 27-34

Tn7-lux systém pro studie genové exprese v G- bakteriich

Plazmidy pHSK728 a pHSK729

Vibrio fisher: lux operon jako reportérovy systém

MCS upstream k reportéru

Terminacni sekvence

Spektinomycinova rezistence jako selekéni marker

TN7 krajni sekvence ohranicujici pfedchozi

Kontrola systému
lac operon v E. coli avr opeton v Pseudomonas syringe , pallE gen v Erwinia chrysantheni
Hybridizace genomu po transpozici — jedna inzerce v jednom genomu
Z4dna exprese reportéru — nesvitil v bohatém, komplexnim mediu

Silna exprese pokud bakterie rostly v rostlinné tkani.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781119/122/1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781119/122/1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781119/122/1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781119/122/1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781119/122/1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781119/122/1

Dals{ pouziti reportérovych genu - biosensory

Notl Sall EcoRI Sail Pl Noil
(A) IuxC-D-A-B-E tetlux

Detekce a kvantifikace tetracyklinu g D s o
celobunécnymi sensory ®) Im WZVA telac

Ve . . . Notl  Clal Nl
Tt1 plazmidy s mint —Tn5 © | |:@| wte
Regulacni gen pro tetR v operonové fuzi s e
reportérovym genem (lacZ, luxCDABE, gfp)

V ptitomnosti tetracyklinu — aktivace reportéru

atpkl

F— =1kb
(napf. mléko)
Citlivy k nizkym koncentracim ATB

Pro G- bakterie — pfenos konjugaci

Noil




Fenotypové testovani Tnb insercnich knihoven u

R . promoter

E. coli metodou microarrays _—
1"7_J j Transposon
promoter mutangenesis

Srovnavaci studie — identifikace esencialnich

gent za nonpermisivnich podminek.
Select for viable colonies

Witenberg, Applied. Environ. Microbiol. Transposon
2005,71(1), 451-459 Horeey
construction
Transpozon ma 2 T7 promotory smétfujici ven z Competitive
transpozonu library outgrowth
. . CONTROL TEST
V kolekci mutant se aktivuje RNA / \
Provede se microarrays Rich media Selective
(non-selective) growth

Srovnaji se rizné podminky kultivace
Isolate chromosomal

Xir ot : Al DNA, label and
Chybéjici mutanty jsou esencialni biytitidize eamplos o oigo-

nucleotide microarrays
(see Figure 2 for details)

Microarray
data analysis

Identify transposon Identify transposon
insertion locations insertion locations
(CONTROL) (TEST)

! /

Compare data sets to
identify mutants lost during
selective outgrowth



Protein - proteinové interakce

two hybrid system —
zalozené na znamych regulac¢nich procesech

transkripce reportérového genu po interakct hybridnich
transkripcnich regulatort

imunoprecipitace -

detekce interagujicich proteint a proteinovych komplext
protilatkovou afinitni chromatorafii studovaného proteinu

kopurifikacni metody -

zachyceni komplexu se studovanym proteinem pomoci
tagovani proteinu a jeho uchyceni na nosici — Ni-NTA resins



Two hybrid systems

studovani vSech tif typu interakci
protein — protein
protein — DNA
protein — RNA

1. systém 1989 Fields and Song — Nature 340, 245

kvasinkovy systém — Sacharomyces cerevisisae

transkripcni regulator s DNA vazebnou doménou (Gal4) — pii fuzi
ze studovanym ( X) se vaze na DNA, ale nespousti transkripci

transkripce se spousti interakei hybridntho proteinu - z aktivacniho
proteinu (bez DNA vazebné domény s vazebnou doménou na
Gal4) a hledanym proteinem Y - hledany transkripéni regulator —

realizovano knithovnou (cDNA, restrikce chDNA)
selekce na reportérovy gen



Two hybrid systems

— princip metody g .

Ca) O Ma&-blnding stes Regorter gene
transkripcni regulator s ]
X
DNA vazebnou ]
) DNabindng (© )
doménou ome N _
. v / (]} D Ma=binding stas Reportar gene
Transkripcni regulator i
, , . wthatien
fuzovany s X proteinem - -
Transkripcni aktivator |
fazovany s Y proteinem — —
i) DHA-Bnding sites Reporter gene
Iniciace transkripce I
, , ackhatlon
reportérového genu. D dom

BNAbinding [ )
alarna In L —

cdi O MA-blnding stes Reforter gene




Two hybrid systems

Vyhody
proteiny Y a X mohou byt vybrany z raznych organizmd, z
raznych kompartmentt
Y a X nejsou velikostne limitovany
metoda je velice citliva — interakce s afinitou 10 pmol L.-!

Limitace
membranové proteiny nefoldujici mimo membranu

interakce zavisejici na postranslacni modifikaci neprobihajici v
kvasinkach — fosforylace

interakce zavislé na N-terminalni doméneé X a'Y
interakce proteind X a Y s kvasinkovymi proteiny
jista velikostni limitace v interagujicich doménach



Two hybrid systems

Nekvasinkové systémy —
modifikace — rozsifeni pouziti
savci bunky — nenf pfili§ potfeba
bakterie — rozsifeni na dalsi typy interakci

dimerizace, kooperativn{ vazba prokaryotnich transkripcnich
regulatora

Reversni analyza -

reportérovy gen toxicky pro kvasinkovou bunku pfi
detinovnych podminkach — URA3 a 5 flouroorotic acid

procesy znemoznujici interakei X a Y proteinu

Vidal et al., 1996, PNAS 93, 10315



Two hybrid systems - reverzni analyza

split-hybrid method -
E. coli a TetR represor jako reportér

po vazbe inhibuje expresi His3 obsahujici TerfR  vazebnou
doménu

mutace zpusobujici rozruseni interakce snizuji uroven
exprese TetR represoru — zvySovani transkripce His3 —
moznost selekce na mediich bez histidinu.

Shih ez . 1996, PNAS, 93, 13896.



Two hybrid systems

Ditterential screening
regulacni protein se casto vaze na n¢kolik dalsich proteint
systém umoznujici studium mutaci ovliviujici rozlisit vazbu
na dva proteiny
pouziti dvou raznych hybridnich DNA vazebnych domén
Inouyen et al. 1997, Genetics, 147, 479.
Hybridni s Gal4 (X1) a LexA (X2) regulujici dva rtizné
reportéry (Ura3 a lacZ) v jednom kment

Y se vaze jak na X1 tak na X2

v pfitomnostt aktivacni domény pro X1 1 X2 — Ura+ LacZ+
mutanty Y nevazajici se k X1 — Ura-, LacZ+



Two hybrid systems

modifikujici a pfemost’ujici proteiny
interakce zavisejici na postranslacnich modifikacich

koexprese trettho proteinu zprostfedkujici interaket nebo
modifikaci

koexprese proteinovych kinas
Osborne et al. 1995, Bio/Technology 13,1474

interakce zprostfedkovana malymi ligandy
Chiu et al. 1994, PNAS, 91, 4604



One hybrid systems

DNA — protein interakce

hledani DNA vazebnych proteint regulujici aktivaci
transkripce jednoho ¢1 vice genti
DNA element zkraceny na nejmens{ moznou funkcni velikost a
insertovan pred reportérovy gen
His3, lacZ
integrace do kvasinkového chromosmu nebo a plasmidu

kmen transformovan knithovnou plasmidi s proteiny fasovanych z
aktivacni doménou
exprese této domény s DNA elementem — His+, Lac+

negativni kontrola na pfitomnost transkripcniho regulatoru v
hostitelské organismu

nespecifické vazebné proteiny — druhy reportér s mutacemi ve
vazebnémmisté — diferensni rozliseni false pozitive

Wang and Reed 1993, Nature, 364, 121



RNA Three-hybrid system

RNA - protein interakce
RNA splicing, translaltion, zivotni cyklus RNA virt
hybridni molekula RNA tvofi most mezt dvouhybridnim systémem
dvou proteint
jeden protein ma RNA vazebné misto fuzované k DNA vzebné domén¢
(LexA)
druhy vazebny protein ma druhé RNA vazebné misto a transkripéni
aktivacni doménu (Gal4)

hybridn{ RNA ma rozpoznavaci misto pro dvé RNA vazebné domény
(X-MS2aY - RNA vazebny protein)
spojuje tit komponenty dohromady ke stimulaci transkripce
isolace proteint vazici se na specifické RNA elementy
isolace RNA ligandt interagujici se specifickymi RNA vazebnymi proteiny



RNA Three-hybrid system

T
o RNA — tithybridni systém

o Ligand — tithybridni systém
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Regulace transkripce

Regulace na transkripCni Girovni -
iniciace transkripce na promotoru - RNA polymerasa
regulace prostfednictvim proteint — regulacni proteiny
usnadnuiji ¢i branf vazbé RNA polymerasy na promotor
negativni
transkripce regulovana represorem — vaze se na operator (specifidka sekvence)
brani vazbé RNA polymerasa — promotor
zabranuje RNA polymerase iniciovat transkripci
represor drzi RNAP na zacatku
pozitivni
iniciace transkripce je kontrolovana aktivatorem — nezbytny pro iniciaci transkripce

zvyseni vazby RNAP na promotor
umoznuje posunuti RNAP na zacatek transkripce



Regulace transkripce

Geneticka evidence negativni a pozitivni regulace

7/

mutanty v regulacnich genech operont se chovaji
rozdilné
negativni regulace — mutace v regulacnim genu

konstitutivni transkripce

transkripce operonu i v nepfitomnosti induktoru

pozitivni regulace — mutace inaktivujici aktivator

konstitutivni deprivace

inhibice transkripce gent operonu 1 v pfitomnosti induktoru



Geneticka evidence negativni a pozitivni regulace

konstitutivni mutant — mutant u nchoz jsou
geny operonu transkribovany vzdy
negativn{ regulace — ¢astéjsi —

jakakoliv mutace, ktera inaktivuje represor nebo jeho vazbu
na operator

pozitivni regulace — malo casté -

mutace, ktera meéni pouze vazbu induktoru, vazba na
promotor musi{ byt zachovana



Chovani v komplementacnich testech

negativne regulované konstitutivni mutanty -

recestvini k WT — regulacni WT protein se vaze na operator
mutanta — trans acting

pozitivne regulované konstitutivni mutanty

dominantni k WT — u mutantniho aktivatoru je zachovana
vazba na promotor -

pozitivné regulované deprivacni mutanty -

recesivni k WT -



Negativni regulace

E. coli lac operon — prvni a klasicky pfipad

Francois Jacob Jacques Monod — 1950 — kratce po objeveni struktury DNA
a objeveni mRNA

1965 — ocenéno Nobelovou cenou
stale slouzi jako srovnavaci studie

tehdejsi znalosti — enzym laktozového metabolismu je inducibilni v
pritomnosti laktozy

prvni krok —

isolace fady mutant defektnich v metabolismu laktozy

rozdéleni do dvou skupin
mutanty neschopné rist s laktézou jako jedinym zdrojem C - Lac

mutanty produkujici enzym na utilizci laktdzy 1 v jeji nepfitomnosti — konstitutivni
mutanty

druhy krok —

komplementacni studie trans a cis pusobicich mutaci



NMerodiploid Phenotype

Geneticka analyza R,
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2. lac

komplementacni pokusy s /ac mutanty —
F's WT /Jac alelou vpraveny do jednotlivych mutant
selekce podle typu pouzitych mutant
dominance x recesivita -
recestvni mutace -
parcialni diploidi Lac — vytvateji kolonie na laktoze
dominantn{ mutace —
nevytvafeji kolonie za stejnych podminek
vétsina mutaci byla recesivnich -

inaktivace genti potfebnych k utilizaci laktozy
strukturni geny

pocet strukturnich genti v operonu

komlementace dvou recesivnich mutant — parova

F' s alelou jednoho mutanta vpraven do druhého
Lac plus — rizné geny (komplementcni skupiny)
Lac - stejné geny (komplementcni skupiny)

Jacob Monod — dv¢ skupiny —lacZ a lacY

Interpretation

Camplementation;
mi and m2 are
in different genes

No complementation;
mJ and m2 are
in the same gene



lacl - Ctyfi moznosti mutaci
lacl - inaktivace represoru pfi vazbe na operator, tvorba tetrameru,
konstitutivni, recestvni

lacl? - inaktivace operitor vazebného mista bez ovlivnéni
tetramerizace

konstitutivni, dominantni - nejde komplementovat - vzdy nefunkéni
tetramer

lacI® - zabranuje vazbu induktoru na represor —
permanentni represe 1 v pfitomnosti induktoru
dominantni

lacl* - konformacni zmény zptsobujici vazbu na operator v
pritomnosti induktoru —

represe v pritomnosti induktoru - reversni tcinek

dominantn



konstitutivnhi mutace v Zac
operonu

vzacné konstitutivni mutanty 4

Merodip oid Phenozype Interpretator

i = Lac* inducible el s raessive

lac” i v ptitomnosti WT alely 4 :7-" 8
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trans dominantni mutace — 3P

S N Lac constitutive fac* is dominant
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lacl? konstitutivni v expresiiv &

ptitomnosti WT alely /acl —
mutace v samotném proteinu 3 % T ) 7
zabranujici vytvofeni tetrameru - f
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vytvoren model — platny dodnes
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V nepfitomnosti represoru 1 000 x efektivnési transkripce
induktor allolaktosa —
IPTG -isopropl-B-D-thiogalaktosid — neni metabolisovin

Lacl se vize na tfi mista operitoru ol, 0%, 0

ol — nejdulezitéjsi

delece 0% a2 02

snizuje efektivitu transkripce 50 x

represor se vaze zaroven na dva operatory ve formé homotetrameru

zaroven regulovan katabolickou represi — reprimace v pfitomnosti glukosy —
CAP protein (catabolite activator protein) a cAMP- vazebné misto v blizkosti o!
Lacl represor — pouzivan jako repesor i v jinych bakteriich

je velmi stabilni

LacP — pouzivan v mnoha expresnich vektorech — fizena exprese

mutace UV5 ztrata sensitivity ke gukose
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dikaz, ze mutace v o, (uvnitf strukturniho genu galE) je
mutace v operatoru

prikaz schopnosti vazat GalR
DNA obsahujici galE je naklonovana do multikopiového plasmidu

transformovana do bunck pak tyto bunky obsahuji mnoho kopii
galE genu

pokud je operatorové misto — vyvazi se vSechny molekuly galR —
nereprimuje se transkripce — konstitutivni transkripce

titrace — metoda, kdy se synthetizuje operon nebot’ je operon
,,osvobozen ., od vlivu represoru ( escaping synthesis)

v gal operonu pouze castecné konstituitvni mutanty
jesté jeden operator — ob¢ oblastt na jednom plasmidu
zalezi na vzdalenosti



