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Bakterialni genetika

Kurz bakterialni genetiky by Vas mél seznamit se zakladnimi problémy
klasické genetiky.

Divody proc, byste se meli s nimi meli seznamovat jsou hned dva.

Prvni — ziskat povédomi o tom jak Vam metody bakterialni genetiky
mohou pomoct fesit biologické problémy na molekularni drovni

Druhy - umoznit Vam spravné interpretovat vysledky druhych jejichz
prace budete studovat.

Tteti — seznamit se s experimentalnimi pfistupy v feseni
konkrétnich uloh.



,, Trocha historie*

Pristupy feseni se vyvijeji s dostupnymi technikami
Vizualizace, mol. biol,, atd.
Milniky:

Table 1.2 Giants of the early days of microbiology and their major contributions

Investigator Nationality Dates? Contributions

Robert Hooke English 1664 Discovery of microorganisms (fungi)

Antoni van Leeuwenhoek Dutch 1684 Discovery of bacteria

Edward Jenner English 1798 Vaccination (smallpox)

L ouis Pasteur French Mid- to late 1800s Mechanism of fermentation, defeat of spontaneous generation, rabies and other
vaccines, principles of immunization

Joseph Lister English 1867 Methods for preventing infections during surgeries

Ferdinand Cohn German 1876 Discovery of endospores

Robert Koch German Late 1800s Koch's postulates, pure culture microbiology, discovery of agents of
tuberculosis and cholera

Sergei Winogradsky Russian Late 1800s to mid-1900s Chemolithotrophy and chemoautotrophy, nitrogen fixation, sulfur bacteria

Martinus Beijerinck Dutch Late 1800s to 1920 Enrichment culture technigue, discovery of many metabolic groups of bacteria,

concept of a virus

#The year in which the key paper describing the contribution was published, or the date range in which the investigator was most
scientifically active.



,, Lrocha historie* - Nobelovy ceny.
 Table 1.4 Some Nobellaureates i the o of molecuer micrabiology’

Investigator(s) Nationality Discovery/Year® -
George Beadle, Edward Tatum American One gene—one enzyme hypothesis/1941
Max Delbruck, Salvador Luria German/ltalian Inheritance of characteristics in bacteria/1943 <«
Joshua Lederberg American Conjugation and transduction in bacteria/1946/1952 «—
James Watson, Francis Crick, American/British Structure of DNA/1953
Maurice Wilkins <
Frangois Jacob, Jacques Monod, French Gene regulation by repressor proteins, operon concept/1959
Andre Lwoff
Sydney Brenner British Messenger RNA, ribosomes as site of protein synthesis/1961
Marshall Nirenberg, Robert Holley, American/Indian Genetic code/1966
H. Gobind Khorana
Howard Temin, David Baltimore, and Renato Dulbecco American/ltalian Retroviruses and reverse transcriptase/1969
Hamilton Smith, Daniel Nathans, Werner Arber American/Swiss Restriction enzymes/1970 <«
J. Michael Bishop. Harold Varmus American Cancer aenes (oncoaenes) in retroviruses/1972
Paul Berg American Recombinant DNA technology/1973 <
Roger Kornberg American Mechanism of transcription in eukaryotes/1974
Fred Sanger British Structure and sequencing of proteins, DNA sequencing 1958/1977
Carl Woese® American Discovery of Archaea/1977
Stanley Prusiner American Discovery and characterization of prions/1981
Sidney Altman, Thomas Cech American Catalytic properties of RNA/1981
Barry Marshall, Robin Warren Australian Helicobacter pylori as cause of peptic ulcers/1982
Luc Montagnier, Francoise Barré-Sinoussi, French/German Discovery of human immunodeficiency virus as cause of AIDS/1983

Harald zur Hausen
Kary Mullis American Polymerase chain reaction/1985 &
Andrew Fire, Craig Mello American RNA interference/1998



,, Trocha historie*

Je dalezita pochopit vyvoj poznani x kam se to ubira.

Uzce spojeno s vyvojem technik - vizualizace

Specimen or
glass slide
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Spread-plate method

Surface
colonies
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) ’ Sample is pipetted onto Sample is spread evenly over Typical spread-plate results
surface of agar plate surface of agar using sterile
(0.1 ml or less) glass spreader

o
o Experimentalni pfistupy — od pozorovani pres
molekularné biologické az po genomické techniky.

17, r
4, 15 |
14y 2 1 = |
g3 4
A L ‘
Swamot swanot
Cotony Coony 1
| R p— .
Cell type Effect | Cet type Efect
= sassswnrwainn
R i 2 .’ﬁ Nocapaule 5, 3 4 -
. ma 2 ds S, 83" 37 2
) —— \
¥ l f ) -
4
comEA comEC
Smootn () s o ¥y e comEC1 comEC2
| ¢.$., ;
= — —— — == 11 5 1
- . I 12
. 309,931 pgie gz 2%
: e & 10 [28 15k
LiveRsran 3 BEER
!’-,’ .\ et
“ﬂ — i \ 3
il — ; comFA comFC
s \ comFA4 comFA3
et e /
- S 1" 45
S swain L S — 03 g ‘
: T p q, comGB )
J s —_ T 1z teal
P T N e
T 81 796 2 H
BM7? comGA = g
™
2 AR T
8 T i 10
9
4 licB licC
MP133
wild-type mecA Pwt-comK Pxyl-comK | PcomG-comK Pxyl-comK | PcomG-comK mecA
e -

Cytoplasmic

membrane

eacce -—d - < ComK
——ane et | mw® « o

0123450M 2-10120N/ 0123 450N 0123450N | 0123 4 50N



Organizaci genu:

vytvaren{ a charakterizace mutant umoznuje studovat-
pocet genti zapojenych do urcitého procesu
jejich relativni usporadani a transkripéni organizaci
Diive - napf. objeveni metabolickych drah,
rekombinace,

Nespecificka mutageneze a nasledna analyza mutant
komplementaci a vzajemnym kfizenim

Test alelismu —urcuje zda dvé mutace jsou
alelické ¢i nikoliv

urceni poctu genti odpovédnych za fenotyp

F’ JacZ lacY™ | lacZ™ lacY"- komplementuje se na
WT

F lacZlacY™ ) lacZ lacY™ - zGstava Lac

uuuuu

Genetika umoznuje studovat systém z vivo:
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Genetika umoznuje studovat systém 7z vzvo:
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ktery byl geneticky charakterizovan a definovan jako defektni
v jednom genu — vytvofeny cilenou mutagenezi

umoznuje studovat: - indikact role produktu zménéného
genu v metabolismu 7 vivo-

korelace genu a jeho proteinového produktu potvrzuje jeho
biochemickou aktivitu iz vivo; -potvrzeni genomickych studii

studium metabolickych drah;

analyza metabolitu akumulovaného u mutanta umoznuje a koreluje
mutaci s biochemickym déjem.
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Genetika umoznuje studovat systém 7z vzvo:

1 Strukturni studie:

o mohou objasnit zavislostt struktury a funkce proteinu

o Cilena mutageneze, bodové mutace-

= biochemické charakterizace fady mutant, které jsou pozménény v genu
sledovaného produktu.

= Zvlasté vyhodné je to u proteind, u nichz byla stanovena struktura
rentgenovou (X-ray) krystalografii a je znama jejich 3-D struktura.

Protein

DNA

REP plus GTAG
GTAGGACGGATAAGGCGTTTACGCCGCATCCG

REP
CGGATAAGGCGTTTACGCCGCATCCG




Genetika umoznuje studovat systém 7z vzvo:

Produkéni kmen

Biotechnologie:

Porovnanij
genomi Vybrangé

T, . e PR EEE R - o N el T
Vytvareni mutant s zadoucimi
VlaStnOStmi — Stardandnikmen

zvysena produkce zadaného metabolitu, -

Nespecificka mutageneze — 1solace
nadprodukénich mutant

0gll

Cilena — znalost metabolické drahy
produkce modifikovaného metabolitu,

8276 Sacl Scal 8712
Cilena, vnaseni celych gent

7946 Bgll

Kpnl 9957

vytvareni zcela nové latky organismu
nevlastni.

BamHI1 1
Smal 6
Kpnl 10
Sacl 16
EcoRI 22
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5333
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Genetika umoznuje studovat systém 7z vzvo:

o Regulace genové exprese
v popfedi zajmu studia v postgenomické dobé
proces pii kterém je exprese genu
zapinana/vypinana
ruzné podminky, razny fyziologicky stav

o Dtvody regulace exprese genti

exprese jen aktualné potfebnych gent a
globalni regulace biochemickych déja v celé
burnce

m  reakce na zménu vnéjsiho prostiedi
W soucast procesu vyvoje — (sporulace)
o Formy studia
kombinace genové inzenyrskych a genetickych
pristupt

tunkeni studie musi byt doplnény experimenty
in vitro

Clone

K1

-10 region

TGGTATAATTG
AGGTATAATTG
TGGTRACCTTG
TGATRACCTTG
AGGTATCATTG
AGGTATCCTTG
AGGTACAATTG
AGGTAGAATTG
AGGTAACATTG
AGGTRAAATTG
TAGTAACCTTG

AGGTAACCTTG
ACGTAACCTTG
AGGTAACCTTC
TCGTAACCTTG
AGGGAACCTTG
AGGGRACCGTG
TTGTAACCTTG
AGGTAACCATG
AGGCAACCATG A
o 1 2 3 a4 5
Relative CAT activity

P-dapA GAAGGTAACCTTG

C. glutamicum
promoter TQTGegTATAATGG
CONSeNsus sequence =12 ad

B

Identifikace mistfosfofrylace fosfoglukosamin-

2-D elektroforéza: 1. rozmér pH 3-5.6

mutasy GImM

2. rozmér 12,5% AAgel

GImM (WT) Coomasie blue barveny gel —
fosforylace s ?P-ATP
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In vitro x 1n vivo

o In vitro — molekularné biologickymi,
biochemickymi 1 genové inzenyrskymi
metodami.
= Vyhody.

® Jednodussi systém, enzymova aktivita, kofaktory
= Nevyhody:
= Nepojme vsechny souvislosti, artefakty

o In vivo — kombinace genové inzenyrskych
metod s klasickou genetikou.
= Vyhody.

= Prikaznéjsi dikazy, Komplexni pojeti
= Nevyhody.

= Interakce s ostatnimi déji — pfili§ mnoho
proménnych

* Biochemicka charakterizace StkP:

A KD SKP

669 =

440 -

232 o /

140 =

200 400 600 800
Molekulova hmotnost (kDa)

0

523288

Relativni kinazova aktivita (%)

w
o ©

KD rStkP




Bakterie jsou ruzné

Modelové mikroorganizmy:

E. coli — Klonovaci, expresni mikroorganismus —
indukovana kompetence, vektory odvozené od CoEL1 a F1, A faga, Lac jako reportér,

Model G - konjugace, vétsina biochemickych a mol. biol. dé¢ju, stresova adaptace, mobilni elementy.

Bacillus subtilis — ptivodné téz jako klonovaci x nestabiln{ vektory, pfirozena kompetence,
bakteriotagy

Model pro G* - sporulace, kompetence, diferenciace bunek, bistabilita, komunikace v koloniich,
divoké x laboratorn{ kmeny

Pramyslové vyznamné mikroorganizmy:
Korynebakterie, -
patogenni kmeny - C. diphtheriae, C. jeifeinm ,
nepatogenn{ kmeny: C. glutamicum — producent AK
Streptomycety

Producenti antibiotik

Medicinsky vyznamné mikrorganizmy:

Streptococcus

Gram-pozitivni extracelularni lidsky patogen, - pfirozena kompetence

virulentni formy zputsobuji sekundarni infekce: zanéty nosohltanu, zanét stfedniho ucha, pneumonie,
endokarditida, meningitidy, sepse

v nevirulentni formé kolonizuje horni cesty dychaci
hlavnimi virulen¢nimi faktory jsou polysacharidové pouzdro, neuraminidaza a pneumolyzin



Sylabus

2.10.2012 — Uvod, cil pfednasky - metodika genetického vyzkumu, jak co prokédzat pomoci genetickych piistup.
Zakladni genetické manipulace — opakovani, Geneticka analyza forward x reverse, Specificka x nespecificka
mutageneze, In vivo x in vitro experiment

9.10. 2012 - Ptiprava mutant vyuzitelnych v genetické analyze a studiu regulace

16.10. 2012 - zpusoby genetickych analyz vybranych zakladnich regula¢nich mechanismi na transkripéni drovni.
Negativni, pozitivni, regulace

23.10. 2012 - Postranskripcni aroven - Antisense RNA —RNA teploméry —Riboswitch — CRISPR, MITES

30.12.2012 - Globalni regula¢ni drahy I : katabolicka represe — globalné regulacni protein — pozitivni, negativni
regulace malymi molekulami — cAMP, cGMP, ppGpp, cdiGMP,

6.11.2012 —Globalni regula¢ni drahy II: limitace dusikem, atenuace, hladovéni na fosfor — kinazy, regulace syntézy
ribosomi a tRNA — komplexni regulace

13.11.2012 — Streptococcus — Fosforylace proteint u bakterii: Pfenos signalu fosforylaci proteint - studium
Ser/Thr kinasa— dependentni fosforylacnf kaskady -Dr. Branny

20.11.2012 — Corrynebacterie — Techniky a nastroje analyzy a modifikace genti - Ptiprava kment produkujicich
aminokyseliny. (Dr. Patek)

27.11.2012 -Streptococcus - Kompetence pro genetickou transformaci, Metody analyzy mechanismu navozeni
stavu kompetence - proteomika, transkriptomika). (Dr. Branny)

4.12.2012 - Muropeptidy jako signalni molekuly — novy typ signalizace (Dr. Branny)

11.12. 2012 — Genetické pfistupy u Bacillus sp: Obecné stresova odpovéd — CodY, sigmaB, Sporulace — piiklad
kompartmentizace -

18.12.2011 - Analyza mikrobialnich populaci: Metagenomické pfistupy, bezkultivaéni ptistupy, konstrukce BAC a
tosmidovych knihoven,



Struktura bakterialniho genomu

Organizace typického strukturniho genu u bakterii.
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Promoter Coding region Transcription
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Mote that features of DMA are encoded in the template strand but
uzually shown on the corresponding position on the "mRMNA-lke" strand.
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RMA polymenase reads the template strand, Thus,
mRMA iz complementary copy of the template ztrand.




Transcription:
' RNAP holoenzyme

\

7 —/ DNA
., RNAP holbenzyme binds to pramoter

o Py 3 —

T L4

‘ Transeript ion beging

/i~ :/' —

‘ o-subunit isejected

/— /f —

‘ Transeript on continues

— - -/

Transeript lon termindtion site
o ‘ causes ejection of RNAP

’ngNA

Translation:
Ribasomes bind ar translational ‘ \' 2 AL

start sites (Shine-Delgarmo
sequence and start codon)

ao X SR i s LG Gzt [ B
Transer iption continues untll
ribosomes encounter a stop codon

(UAG, UAA, o UGA) then ribosomes
dizsociate, releasing protein

Note that although not shown in this cartoon, translation begins soon after
the mRNA transcript is made.




Kontrola genové exprese

Organizace souvisejicich genu do klastru
Koordinovana kontrola souvisejicich genu

operonovy model et
Polycistronni mRNA
Kontrola na transktipCni urovni -

regulacni proteiny kontrola transkripce
urcité podminky — inducibilni geny

Genetickou analyzou /ac operonu vytvofen model — platny dodnes

lacl lacp lacO lacZ lacY lacA
Absence of -

lactose

A t
. . )

|

| |
35 10
L ——— -
4/ 82 11 +401
B TTTA
lacl lacp lacO lacZ lacY lacA ;
Presence f - ——— 7
lactos: = - \ 0
D
—~0 =
0y o,

Allolactose




Kontrola genové exprese

7 Kontrola na translacni urovni -

struktury mRNA reguluiji iniciaci
translace, terminaci transkripce

= nizkomolekularni latky, teplota, antisense

RNA, proteiny

Transcription termination Translation initiation

Gene repression

- Kontrola na postranslacni urovni —
Kovalentni modifikace proteinu

Fig. 2. Temp tion of he i il ribosome-
binding ste. Grey ovas, rbosome; AAGGAG, Shne-Daigamo (SD)
sequence; AUG, start codon.

A Various signal transduction systems




Vytvafeni mutaci

Mutanty jsou esencialnim predpokladem pro jakoukoliv genetickou
studii, pro strukturu genu, i jejich funkénich zavislosti

Nespecifickamutageneze -
mutace v mnoha genech a nasledna selekce mutanty defektni v daném
fenotypu

predpoklad: vypracovani selekéni strategii

pouziti: pfi studiu déje, jehoz molekularni podstatu nezname

metody: UV zafeni, mutagenni latky, inserce transposon

Specificka mutageneze - _

cilena zména urcitého genu a nasledné sledovani vlivu na fenotyp
Predpoklad: nutna znalost sekvence prislusného useku DNA
pouziti: pfi identifikaci neznamé biochemické funkce sekvenovaného genu
(Cteciho ramce).
metody: specifické delece a inserce pomoci restrikEnich enzymu, zameény
basi metodami cilené mutagenese (site-direct).



Nespecificka mutageneze

1. krok — vybér mutacniho zpusobu

vytvofeni mnoho nespecifickych mutaci v celé populaci
typ mutace — vybér mutagenu

Y . . (= — %9
2. krok — selekcni strategie Gos o=

vyselektovani fenotypové knihovn O - o -
o ypOVE KOV
pfima nebo vnesenim selekéniho markeru s

3. krok — lokalizace mutace

Prirazeni fenotypu ke genotypu
genetické metody — komplementace, specificka transdukce

genove inzenyrskeé — pfiprava genovych knihoven, PCR, hybridizace,
sekvenace

Kombinace obou

[[[[[



Princip
na zakladé homologie integrace pozménéné alely vedouci ke zméné studovaného genu
(knock out, delece, zména tunkce)

vyvinuty metody jak pfenést gen z vektoru na chromosom
integracni plazmidy (nereplikuji se v daném organismu)
Nekompatibilni plazmidy
Rekombinantni fagy

Pouziti
vytvafeni cilenych mutant - studium funkce gent
mutanty vybraného genu na zakladé znalosti jeho sekvence
vyfazeni gent
vkladanim rezistentnich kazet
deleci gent
vytvafeni duplikaci genti — komplementace

rekombinaci Campbelova typu s jednim crossing overem se inkorporuje cely plazmid (nenf stala
mutace).

pomoci specialnich plazmida studium regulace z promotora
plazmidy maji homologii s genem ne nezbytnym (u B. subtilis amylasa)



o 1. krok - vytvofen{ konstruktu — rekombinantni techniky

1 bodova mutace

= delece S, L
. b Kanamycin cassette
n lnserce kazety - Cut with EcoRlI
and ligate
o fuze promotoru s reportérovym genem @ S
o fuze genu s reportérovym genem .
B
o 2. krok — vneseni mutace do chromosomu — genetické metody o ﬂgnu;twrg:gggﬁ;w
cell with wild-type
gene X

o systémy vymeny allel

o zavisi na studovaneém organismu

for kanamycin-resistant cells

. plazmidy @ @ Recombination and selection
= Fagy

1 3. krok — isolace zadaného mutanta




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 konstituivng, 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 vytvateji 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 transpozont obsahuji reportérovy gen (lac, /ux atd.) ale bez
oblasti iniciace 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



Genové fuze — reportérove geny

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



