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Téma: Molekularna biolégia — Expresia génov u prokaryotov

Baktérie druhu Escherichia coli, ktoré sa bezne vyskytuju v fudskom traviacom trakte,
su Casto vystavené zmenam v chemickom zlozeni prostredia. Tieto zmeny, spdsobené vykyvmi
v zlozeni potravy prijimanej ich hostitelom, vyzaduju aby sa bakterialny metabolizmus dokazal
rychlo prisposobit’ aktualnym podmienkam.

Preferovanym zdrojom energie je pre E. coli glukéza. Ak sa vSak bunky dostanu do
kontaktu s potravou, ktora obsahuje malo glukézy, ale je bohata napriklad na laktézu (mlieko), je
potrebné zacat syntetizovat enzym nevyhnutny pre jej metabolizmus (B-galaktozidaza). Navyse je
potrebné vytvorit' aj prenasacovy protein zodpovedny za transport laktézy do buniek (B-galaktozid
permeaza). Gény, kédujuce tieto proteiny (lacz, lacY), sa v gendme nachadzaju vedla seba a ich
expresia je regulovana rovnakymi regulaénymi oblastami — vytvaraju operéon. Ak je v prostredi
pritomna laktéza, RNA-polymeraza sa viaze na oblast prométora (Pc) tohto operénu a prepide
nasledujuce sekvencie do mRNA. Translaciou tejto mRNA potom vznikaju oba proteiny,

¢o zabezpecuje ich su€asnu produkciu (pozri obrazok).

Piac lacO lacZ lacY

S N s

G 00

B-galaktozidaza permeaza

Ako je v3ak zabezpelené, ze gény laktézového operénu su exprimované (vytvaraju
sa z nich proteiny) iba v pritomnosti laktézy? Na prechadzajucom obrazku ste si mozno vSimli
aj oblast’ oznacenu lacO, ktoru nazyvame operator. Sem sa v nepritomnosti laktézy viaZze protein
oznaCovany ako represor, ktory je kédovany mimo operénu a konéstitutivne (neustale)
produkovany. Ak je represor naviazany na operator, zabranuje transkripcii operénu

RNA-polymerazou a tym aj produkcii proteinov nevyhnutnych pre metabolizmus laktézy (Obr. 2A).



Ak sa vSak v prostredi objavi laktéza, naviaze sa na represor a spbsobi jeho odpadnutie
z operatora, ¢o ma za nasledok expresiu génov lac operénu (Obr. 2B). Laktoéza teda pdsobi ako

induktor lac operénu.
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Meranie aktivity B-galaktozidazy

Predstavte si, ze chcete vyuZit regulacné oblasti lac operénu (prométor a operator) tak,
Ze za ne, namiesto génov pre B-galaktozidazu a permedzu, zaradite gén, ktory kdduje produkt
vyuzitefny v biotechnoldgiach (napr. lipazu aktivnu pri nizkej teplote, ktoru chcete potom izolovat a
pridavat’ do pracich praskov).

Vo vidine rychleho zbohatnutia ste teda poziadali kamarata organického chemika aby vam
pripravil rézne analdgy laktézy a dufate, Zze medzi nimi najdete taky, ktory je schopny indukovat
vysoku expresiu génov lac operénu aj v podstatne nizSich koncentraciach ako laktéza. Vasmu
kamaratovi sa ale velmi nedarilo, kedZe vSetky analogy, ktoré doteraz pripravil, boli okrem jedného
pre E. coli toxické. Netoxicky analdg ste nazvali ignéza*. VaSou ulohou bude otestovat, ¢i dokaze
igndza pri rovnakej koncentracii (0.05 mol.I'*) indukovat lac operdn efektivnejSie ako laktéza. Aby
ste dokazali stanovit' intenzitu indukcie, budete merat’ aktivitu B-galaktozidazy s vyuzitim substratu
ONPG (o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranozid). Ak je ONPG postiepené B-galaktozidazou, vznika Zlty

produkt, ktorého mnozstvo vieme stanovit spektrofotometricky.

*

*  Ignoza je fiktivna latka



Pomocky:

— skontrolujte, ¢i mate k dispozicii vSetky uvedené pomocky, ak nie, kontaktujte veduceho ulohy
2 mikroskumavky s bakterialnou kulturou ozna¢né LAC a IGN (indukované laktézou a ignézou)
2 prazdne mikroskumavky oznacené LAC a IGN

2 skumavky oznaéné S (obsahuju roztok substratu ONPG)

2 skumavky oznagené SDS (obsahuju 0.1% roztok detergentu SDS)

2 skimavky oznagené STOP (obsahuju 1 mol.I* roztok uhli¢itanu sodného)

plastova Pasteurova pipeta

plastové Spicky

kadicka s destilovanou vodou na preplachovanie pipety

nadoba na odpad

centrofixka

harok oznaceny “Spektrofotometrické merania”

Postup:

— pracuijte v rukaviciach

— vSetky roztoky, ktoré pouzivate su pripravené v presnych objemoch, preto prenasajte pipetou
cely objem roztoku ak nie je v postupe uvedené inak

— po kazdom pouziti preplachnite pipetu destilovanou vodou

— pri prenasani malych objemov si mozZete pomoct plastovou Spi¢kou, nasadenou na koniec pipety

1) Oznacte skumavky s bakterialnymi kultirami LAC a IGN, prazdne skumavky LAC a IGN

a harok na vysledky spektrofotometrickych merani svojim sutaznym &islom.

2) K obom bakterialnym kulturam v skimavkach LAC (indukované laktézou) aj IGN (indukované
ignézou) pridajte roztok detergentu SDS, skimavku zatvorte a premieSajte prevratenim.

3) Inkubujte v termostate pri teplote 28 'C, 5 minut.

4) Ku kulturam potom rychlo pridajte roztok substratu (S) a premieSajte.
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7) Privolajte veduceho ulohy a odovzajte mu skimavky so zastavenou reakciou na centrifugaciu

)
) Inkubujte v termostate pri teplote 28 'C, 5 minut.

) Zastavte reakciu rychlym pridanim roztoku STOP a premiesajte.

)

8) Veduci ulohy vam vrati scentrifugované reakcie. Davajte pozor aby ste obsah sumavky opat
nepremiesali.

10) Pipetou opatrne odoberte asi 1 — 1.5 ml zltého roztoku nad sedimentom do zodpovedajucej
prazdnej mikroskumavky (LAC a IGN) oznacenej vasim sutaznym &islom. Roztok odoberajte
opatrne, aby ste nenabrali aj sediment.

11) Takto pripravené vzorky odovzdajte veducemu ulohy spolu s harkom “Spektrofotometrické

merania” a pockajte, kym vam vrati vysledky merani (tento harok neskér odovzdate spolu



s rieSenim). MedziCasom mozete rieSit doplfiujice ulohy.
Vysledky

1) Do nasledujucej tabufky opiste vysledné hodnoty spektrofotometrickych merani

pouzity induktor laktéza ignoza
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10x zriedenej kultury

A420

A550

2) Aby ste mohli porovnat’ aktivitu -galaktozidazy vo vaSich vzorkach, potrebujete ju teraz vyjadrit

v tzv. Millerovych jednotkach (MU). Aktivita sa vypodita podla vzorca:
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Dosadte do vzorca vysledky merani (ODggo pre pévodnu kulturu, nie pre zriedenu), ¢as reakcie

MU = 1000 x

v minutach (t) a objem kultury v reakcii (100 ul) v mililitroch (v). Vypocitajte aktivitu [-galakto-

zidazy v Millerovych jednotkach a vysledky uvedte ako celé Cisla.

Aktivita B-Gal v kulture indukovanej laktézou bola MU

Aktivita 3-Gal v kulture indukovanej ignézou bola MU

3) Na zaklade ziskanych vysledkov napiste, €i je igndza pri indukcii lac operénu ucinnejsia ako

laktéza a svoju odpoved vysvetlite.

Dopliiujuce ulohy

4) Enzym B-galaktozidaza sa vyskytuje vo vnutri buniek. Aby sme mohli merat jej aktivitu,
potrebujeme bunky rozrusit a zabezpedit, Ze sa protein dostane do reak&nej zmesi. Roztok
detergentu SDS (dodecylsiran sodny),

ktory ste k reakénej zmesi pridavali ma O\\ /})

prave takuto ulohu. Na obrazku niiéie/\/\/\/\/\/\o/s\o— Nat



vidite Strukturu SDS. Pokuste sa vysvetlit, pre€o dokaze SDS rozruSit bunkové membrany.

5) Laktézovy operdon je prikladom transkripénej regulacie génovej expresie, Cize systému,
pri ktorom sa o vytvoreni / nevytvoreni proteinu rozhoduje uz na urovni zapinania a vypinania
transkripcie génu, ktory ho kdéduje. Okrem toho vSak bunky vyuZivaju aj iné typy regulacie,
napriklad degradaciu uz transkribovanej mRNA, znemoznenie translacie mRNA, ¢i degradaciu
proteinu az po translacii. NapiSte a vysvetlite, ktory zo Styroch spomenutych regulaénych

mechanizmov je pre bunky najmenej nakladny z hladiska energie a zdrojov, ktoré musia vyuzit.

6) Je zaujimavé, Ze minimalna expresia génov lac operdnu prebieha aj v nepritomnosti laktozy.
Vedeli by ste vysvetlit, aky vyznam ma tento jav? Pomdcka — na to, aby sa lakt6za naviazala na

represor, musi sa dostat do bunky.

7) Jedna z moznosti ako Studovat funkciu jednotlivych sekvencii v gendéme je priprava delecnych
mutantov, ktorym konkrétne sekvencie chybaju. Pripravili ste Styroch dele¢nych mutantov (A — D),
pricom kazdému z nich chyba niektora sucast’ lac operonu. Ked ste ich dalej analyzovali, zistili ste,
Ze niektoré z nich produkuju velké mnozZstva (3-galaktozidazy aj bez pritomnosti laktozy. Tiez ste
medzi nimi nasli také, ktoré 3-galaktozidazu neprodukuju ani ked im do média pridate laktdzu.
UrcCte, ako sa budu spravat jednotlivé mutanty a vysvetlite svoje tvrdenie. Na obrazku nizSie su

deletované useky oznacené krizikmi.
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Mutanty produkuju B-galaktozidazu aj bez pritomnosti laktdzy, pretoze:

Mutanty neprodukuju B-galaktozidazu ani v pritomnosti laktozy, pretoze:
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