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O NejstarSi pozorovany pfenos genu u bakterii - o =]

O Pozorovan pfenos DNA od patogennich bakterii na nepatogenni hid Ll
(Streptococcus pneumoniae)

= Griffith 1928 - infikoval mysSi smési Zivych nepatogennich bakterii a usmrcenych
patogennich.

= Pozoroval uhyn téchto mysi

Pokud byli infikkovany pouze usmrcenymi patogennimi nebo pouze
nepatogennimi, tak nehynuly.

Patogenni bakterie pfedavaly nepatogennim ,transformacni princip®
Avery 1944 — zjistil, Ze jde o DNA
Prvni dikaz, Ze DNA je zodpovédna za dédi¢nost
O prenos volné dsDNA pres bakterialni membranu
= linearnich fragmentl i cirkularnich plazmidu

O donor, recipient, transformanty




Transformace

O prirozena transformace u rodu:

= Acinetobacter, Azotobacter, Bacillus, Haemophilus, Moraxella, Micrococcus,
Mycobacterium, Neisseria, Pseudomonas, Streptococcus, Streptomyces,
Thermoactinomyces, Synechococcus.

m Methanococcus voltae

O kompetence
= fyziologicy stav bakterii, kdy jsou schopny pfijimat cizorodou DNA
= je komplexni déj zavisly na ur€itych podminkach
= bakterie musi byt v ur€itém fyziologickém stavu
S. pneumoniae - 107 bunék
Staphylococcus - indukovana fagem
Bacillus -sniZeni kultivacni teploty, pokles Zivin
Haemophillus - rychly pokles zivin
= sekrece kompetentniho faktoru
maly peptid spoustéjici syntézu proteint potfebnych pro pfirozenou kompetenci
O u ostatnich pouze indukovana,
= zvySenim fluidity membrany (teplotni $ok, vysoké koncentrace CaCl,,
= elektroporaci




Stav pfirozené
kompetence

a) S. pneumoniae
b) B. subtilis

c) Synechococcus
d) H. influenze
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Mechanismus transformace

O S. pneumoniae, B. subtilis - G +

= kompetentni bunky vazou fragment dsDNA na membranove
receptory

pokud je velky min. 7-9 kb (max. 15 kb)
v min. koncentraci 5-10 pyg/ml (saturovatelny proces)
m proces je nahodny a fragmenty navzajem kompetuji
= déj probiha na ukor energie (ATP nebo membranovy potencial)
= jedno vlakno je stépeno membranové vazanou exonuleasou (neni
specifita)
= druhé vlakno se vaze na membranovy protein, ktery jej prenese

pfes membranu do cytoplasmy, chranéno specifickymi proteiny
(cca 30 min.)

= SSDNA je pak homologné integrovana do chromosomu
nereciproc¢nim rekombinacnim mechanismem




I Transforming DNA

Mechanismus
transformace

DNA binding protein

= Competence-specific
single-stranded DNA

binding protein _
Binding DNA
Nuclease
\‘l'i 1
=
. Free nucleotides

RecA protein

Uptake of ssDNA

Homologous
recombination

Transformed cell

o Schéma transformace - Brock




Mechanismus transformace G+

O Proteiny zuCastnené v procesu byly odhaleny na zaklade analyzy
mutant neschopnych transformace
O Geny ovlivnéné v téechto mutantech byly nazvany com
m comA, comK — regulace na transkripCni urovni

= comE, comF, comG - strukturni geny pro transport, jsou pod
transkripCni kontrolou comK a ten je pod kontrolou comA

O Nekteré proteiny nejsou oznacené com, byly objeveny a participuji
téz na jinych procesech
® nucA — nukleasa stépici extracelularni dsDNA — volné DNA konce jsou
substraty pro kompetentni proteiny
m SSB proteiny — (single stranded DNA binding)
O Regulace — dvoukomponentovy systém — kompetencni feromony
m ComP - histidinova kinasa
m ComA — transkripCni aktivator




Mechanismus transformace G+

Nucleotides

Peptidoglycan =~ Beret
cell wall

Cytoplasmic
membrane

Cytoplasmic
membrane

comE — vytvareji por, ComEA - vaze extracelularni DNA
comG — vytvareji proteiny poru
comF geny — pfenaseji DNA do bunék
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Mechanismus transformace G-

O dva typy mechanismu

~r D Ll

prenesena do bunky v membranovém vesikulu

o I. typ - Haemophillus influenze - G-
= Mechanismus podobny jako u G+ - strukturni podobnosti

m Podobné s ComG u Bacillus ale nazvané Pil — objevené na zakladé jejich
podilu téZ na formovani pillusi — pomahaiji pfekonavat barieru vnéjSi membrany

= akceptuje DNA pouze od blizce pfibuznych druhu

specifita je dana specialni sekvenci DNA -
Haemophilus 5 AAGTGCGGTCA 3’

Neisseria 5 GCCGTCTCAA 3

O . typ - Helicobacter pylori, Acinetobacter, Neisseria

m  Strukturni podobnost s proteiny podilejici se na konjugaci nebo sekreci
proteinu IV typu

= U Neisseria téz podobnost s proteiny podilejici se na jevu zvanym
L<wiching motility”

m PSTC proteiny — pilus formation, secretion, twiching motility, competence.

= Obousmérny transport DNA



Mechanismus transformace G-

DNA 4
B /
PilQ
(secretin)
Outer Outer : I
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ComA —> ssDNA

o PilE — podobny ComG
o ComA - ortologni k ComEC




Mechanismus transformace

O Za podminek prirozené kompetence
= do bunky se dostane pouze jedno viakno DNA
plazmidova DNA 10-100x méné efektivné (pouze dimerizovana)

= muze byt inkorporovano do chromosomu

na zakladé homolognich sekvenci dvojnasobnym crossing overem
(nereciprocni rekombinacni mechanismus - Meselson a Rading)

vyzaduje u recipientni buriky kompletné funkéni rekombinaéni systém,
polymerasu a ligasu

= sekvence nemusi byt zcela identicka - mohou byt malé rozdily
vznik heteroduplexu a nasledné dvou druht transformantu
efektivnost snizena opravnym mechanismem missmatch repair

= fyziologicka role stale spekulativni
= vyuziti pfi tvorbé mutant (s bodovou mutaci i inserce genovych kazet)
= pfi mapovani k ur€ovani vzajemné polohy gen
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Mechanismus transformace

O Pravdépodobny mechanismus transformace
kruhovych plazmidu a jejich recirkularizace

A Break c D A B (& D A B
A DTedB o
C D A B C D A B

lB Transformation

(CDABCDAB)

lc Replication

/D Recombination

Figure 6.9 Transformation by
dimeric plasmids. After the single-
stranded dimeric plasmid DNA is
taken up, it can serve as a
template to make the double-
stranded DNA. The repeated ends
: can recombine with each other to
Transformant form a circular plasmid.




Fyziologicka role pfirozené kompetence

O Nutricni

= Pro-

Bunécna smrt a kanibalismus, pozorovany jev u bakterii jako soucast
diferencia¢niho procesu - vyzaduje urCeni konzumenta

Pouze Cast bunék je kompetentnich, vzdy reakce na hladovéni
= Proti —

Pro buriku je energeticky nevyhodné

VyhodnéjSi degradovat vné a transportovat nukleotidy

Pro¢ selektivita u nékterych druh

O Oprava DNA

= Pro-

burfiky maji moznost ziskat matrial na opravu vlastni DNA — pozorovano u
bunék osvicenych DNA

Specifita transformace DNA pouze od pfibuznych druhu
= Proti -

Neni experimentalni dikaz souvislosti indukce kompetence, repair aparatu
a expozice UV

Neni ddkaz indukce kompetence poSkozenou DNA




Fyziologicka role pfirozené kompetence

0 Rekombinace
® Pro-

Je logické, ale Spatné prokazatelné

Umoznuje nové kombinace genul a evoluci bakteriim, které nemaiji jiny
zpusob genetické vymeény

Nékteré bakterie uvolriuji DNA béhem rustu
U Neisseria umoznuje napfiklad antigenni variabilitu
= Proti —

Nevime proC nékteré bakterie jsou a nékteré nejsou prirozené kompetentni
Funkce kompetence u ruznych druhd rizna




Vyuziti transtformace

o Prenos allel - mapovani, vytvareni mutant.
= jeden crossover zlomi chromosom a je letalni
Zivotaschopné (selektovatelné) jsou pouze rekombinanty se sudymi crossovery

Pfeneseny jsou geny, které jsou blizko sebe —
= Cim jsou geny blize, tim se pfenesou soucasné s vétsi pravdépodobnosti.
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Minimal + cysteine + + =




Mechanismus transformace

O PFi navozené kompetenci

= jiny mechanismus
zvysenim fluidity membrany (teplotni ok, vysoké koncentrace CaCl,,
elektroporaci

m do bunky se dostanou obe viakna

= malo efektivni proces
cccDNA - 1 transformant na 104 - 10° bunék
linearni DNA - 1 transformant na 102 - 10° bunék

= muze i nemusi dojit k rekombinaci s chromosomem

= je potreba pouzivat mutanty

defektni v nukleasové aktivité (recBC-, sbcB-, exonukleasa V a
exonukleasa |

defektni v restrikCnim systému hsdR-, hsdS-, napadajici cizorodou
DNA




Bakteriofagy

Literatura:

OBacteriphages, J. Maniloff — introductory article ELS
OBacteriophages: Tailed — H-W. Ackermann — secondary article ELS
OBacteriophage T4 — C.K. Mathews - secondary article ELS

OBacteriphage Lambda and its relatives — S.R. Casjens, R.W. Hendrix
- secondary article ELS

oBacteriophages with sSRNA — J. van Diun - secondary article ELS

OMolecular genetics of bacteria kap.7
oProkaryotic genetics partl, kak4



Bakteriofagy

O

Obligatni intracelularni parasité bakterii
= viry, které napadaji bakterie

= mnoho druhu s riznou specifitou k hostitelskému organismu (140
bakterialnich rod()

= CasteCné nebo uplné vyuzivaji metabolicky aparat hostitelského organismu
= maji mnoho podobnosti s viry vy$Sich organism
objeveny nezavisle dvema vedci
m 1915 - AngliCan Frederick Tworst
m 1917 - francouzsky Kanadan - Félixe D'Herelle

znalost Zivotniho cyklu bakteriofagu pfispiva k porozuméni
mechanismu prenosu genld mezi bakteriemi

na bakteriofagovém modelu byly provadény studie replikaCnich,
transkripénich i translaénich mechanismu

vyuziti v rekombinantnich technikach, napf. jako klonovaci vektory
v diagnostice patogennich bakterii
novy trend vyuziti v IéCbe bakterialnich onemocneéni



Bakteriofagy - struktura

O taxonomicka podobnost
= sekvencni podobnost (sekvenace, hybridizace)
= seérologicka kfizena reaktivita
= morfologicka podobnost
O Struktura se pfrilis nelisi - 96 % (4600) proteinova kapsida s nukleovou
kyselinou, bicik, nékdy razny pocet bi€iku
= nukleova kyselina je pfevazné dsDNA, muZze byt ssDNA nebo RNA

vzdy pouze jeden druh a jedna molekula
Casto obsahuje neobvyklé baze - ochrana pfed nukleasami hostitele

= proteiny vytvareji obal na DNA - kapsida (ikozaedr)
= biCik -24% dlouhy kontraktilni bi€ik , 62% ma dlouhy nekontraktilni bi€ik, 14% kratky
nekontraktilni biCik
o Zbyla 4% (170 fagu) ma polyhedralni, flamentosni, ¢i komplexni morfologii
O velikostne se liSi
= nejmensi levivirusy 3,5 kb (4 geny), pramér 50 kb (lambda), T4 skupina 50 kb, nejvétsi
650 kb skupina G viru

= mnoho genomu bakteriofagll je osekvenovano a evidovano v databazich
(napf.GenBank)




Bakteriofagy - nomenklatura

o systém klasifikace bakteriofagu byl vyvinut v posledni dekadé Mezinarodni
komisi pro taxonomii vir(
(International Committee on Taxonomy of Viruses)

O Vv souCasné dobe jsou baktriofagy rozdeleny do 13 rodin
O ds-DNA
= Myoviridae - kontraktilni - T4, P1, P2, Mu, SPO1, ®H
= Siphoviridae - dlouhy nekontraktilni - A, T1, T5, L5,
m Podoviridae - kratky nekontraktilni - T7, @29, P22 (Salmonella)
= Tectiviridae — lipidy obsahuijici, linear dsDNA — PRD1

O SSDNA
= Microviridae - icosahedral, cirkularni ssDNA) - X174,

O dsRNA

= Cystoviridae (enveloped, icosahedralni, segmentovana linearni dsRNA) -
@6 (Pseudomonas)

O SSRNA
= Leviviridae (nonenveloped, icosahedralni, linearni ssRNA) - MS2




Bakteriofagy — elektron mikroskopicky
snimek

stained with 2% uranyl acetate.




Bakteriofagy - struktura

@
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T-even viruses (Myoviridae); Coliphage | (Siphoviridae); Coliphage ®X1 /74 (Microviridae);




Proteinova vrstva 2 nm

SSRNA

26 nm




Bakteriofagy - replikace

0 MnoZeni bakteriofagl muze obecné probihat dvéma zivotnimi cykly

= lytickym - virulentni fagy

= lysogennim - temperované fagy
O Lyticky cyklus - kroky

= attachment (adsorpce),
penetrace (injekce),
multiplikace (replikace),
kompletace a sbaleni (maturace)
Uvolnéni (lyse)
O Lysogenni cyklus

= attachment (adsorpce),

= penetrace (injekce),

= integrace do hostileského chromosomu (latentni infekce - profag) nebo
latentni pretrvavani ve formé plazmidu

= muze pozménit vlastnosti hostitele (Corynebacterium phage b nese gen pro
diphtheria toxin)

= vzdy muUze prejit do lytického cyklu - regulace




Bakteriofagy - Zivotni cykly
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Typicky multiplikacni cyklus bakteriofagt

Po penetraci transkripce
a translace ¢asnych genu
— UcCast na replikaci DNA

Po replikac - transkripce a
translace pozdnich genu
— strukturni proteiny virt

DNA je zabalena do
hlaviCek a viry jsou
slozeny

Virove partikule jsou
uvolnény lysi bunék

Kazdé stadium infekce
vyzaduje expresi
patficného genu a
fungovani pfislusného
enzymoveého produktu Ci
regulacniho mechanismu
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Transkripcni regulace dsDNA bakteriofagt

O Regulace jednotlivych fazi na transkripCni urovni — regulacni kaskada
oV prvni fazi transkripce a translace regulacnich genua (Casné geny)
o Reguluji transkripci stfednich a pozdnich gend

Early Middle Late

genes — genes e genes

Activation m m %

DNA

Repression -KO @

Figure 7.3 Transcriptional requlation during development
of a typical large DNA phage. The arrows indicate activation
of gene expression; the bars indicate repression of gene
expression.




Lytie life eycle of phage P22

adsorbce - vyzaduje pfitomnost kofaktoru
 lontd (Ca, Mg, Na, NH%)
« tryptofan
« cirkulace fagové DNA
« (fagy s kohezimi konci)
* replikace 6 mechanismem - 20 -30 kopii
* replikace mechanismem valivé kruznice
* pouze jedno vilakno
» vznik konkatemery - restrikéni mista
(pac sekvence)
iniciace exprese fagovych proteinu
enkapsidace -
« partikule nékterych fagu pojmou
vice DNA nez je velikost genomu
* neékdy i chromosomalni DNA
lyse enzymy kodované fagem
« 100 az 200 virionu
« tvorba plaku - charakt. morfologie
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Nespecificka (generalisovana) transdukce

O u nékterych fagu pfi enkapsidaci dochazi téz ke sbaleni
chromosomalni DNA

m chyba pfi rozpoznani vlastni DNA

= partikule je schopna infikovat, ale jiZ se nemuze dale mnozit

m chDNA se rekombinuje s hostitelskym chromosomem

= Pokud je obsazen transposon muze se transponovat do
chromosomu

= 90% pretrvava v cytoplasmeé - abortivni transduktant

resistentni k exonuklesam - v cirkularni formé drzena pomoci DNA
vazebného proteinu, ale neni kovalentni spojeni - linearni molekula

neni schopen se replikovat - vzdy je dédén pouze jednou burikou
(unilinearni dédicnost)

je transkribovan a translatovan - schopnost komplementace
kodovanych funkci

nékteré dcefinné bunky mohou mit zbytkovou enzymovou aktivitu —
mohou interagovat pfi selekci

= obvyklé v pfipadé P22 (S. thyphimurium) P1 (E. coli)
m zfidka u A (E. coli) — specificka pac mista
m T4 — pokud jsou inaktivovany geny pro degradaci hostitelskeé DNA
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Nespecificka transdukce

e eme—-
Donor é
Infection with P1 Phage replication @ Lysis

leu™ |:E—> %'9
*,eu», A few phage heads package

— fragments of the E. coli
chromosome which include

Recipient the /eu* gene
The phage preparation is used

The leu* gene has been recombined to infect Jou™ recipient cells

into the recipient chromosome
forming a transductant




Nespecificka transdukce - abortivni transduktanty

Abortively transduced

cell
These cells contain some :

residual araC* gene product
and may divide once or
/ \\T he araC* fragment cannot replicate and

is passed along a single cell line.

The cell containing the fragment is
phenotypically Ara*
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| | Only this cell
| i can continue to
I | divide
S L——p ——--—-——-/—-i- =
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The cells in this box form a | @ @ @ |

microcolony known as an e . —_ S
abortive transductant 6 m / _\



Nespecificka transdukce - vyuZiti

O vyuziti v genetickych studii mutant a mapovani

= dva kroky
1. Infekce jedné mutanty fagem - pfiprava bezbunécné fagove
suspenze
= Vysoka infekCni multiplicita
= pravdépodobnost chybné enkapsidace 10-3, fragment 100 kb
2. Infekce druhé mutanty a selekce sledovanych rekombinant
= je potfeba dodrzet pravdépodobnost infekce jedné buriky jednim fagem
= druha infekce je tfeba provést v infekéni multiplicité 0.01 (MOI) -
zabranéni multiplicitni infekci a nadbytecné lysi recipienta
= 108 recipientnich bakterii na 10° P1 fagovych partikuli
= nizka pravdépodobnost transdukce 2 genu na ruznych
segmentech —
pokud jsou dva geny transdukovany spolecné musi byt blizko sebe

= jeden crossover zlomi chromosom a je letalni

Zivotaschopné (selektovatelné) jsou pouze rekombinanty se sudymi
crossovery




Transdukcni mapovani - priklad

stanoveni relativni pozice
dvou markerd na genetické mapé:
O zjisSténi relativni pozice rif a arg genu
na genetické mapé E. coli.

Kotransdukce arg, rif' recipienta arg+,
rifs donorem fagem P1

Selektovany marker Arg+ (je
vyhodnéjSi selektovat Arg* nez Arg’)
Neselektovany marker Rifs, (Arg+ jsou
testovany na Rif®)

Zjisténi frekvence kotransdukce obou
marker( —

vyjadfeno v procentech k
selektovanému markeru

Pokud je 33% - dva marekery jsou

kotransdukovatelné s frekvenci 33%
Da se zjistit relativni vzdalenost obou
markeru

Chromosom — 100 min

P1 - 2% délky chromosomu

Oba markery nejsou od sebe dal nez
dvé minuty (90kb)

Donor: Arg* Rif*

Q {S N

\ argHsrif-8 !
zzéis »«{;

A

R

Recipient: Arg~ Rif"

l

Plate without arginine to
select Arg* transductants



O Rekombinace linearniho fragmentu DNA — pravdépodobnost pfeneseni dvou znakii

/"/
Growth tyrA* cysC* tyrA* cysC~
Complete medium + + +
Minimal medium - = s
Minimal + tyrosine + - +

Minimal + cysteine + +




Lysogenni faze

o Urcita forma stabilniho vztahu faga s hostitelem

O Lysogenni fagy — schopnost nékterych fagu inkorporace do chromosomu
nebo pretrvavani v jedné kopii ve formé podobné plazmidu
O V lysogenni fazi
= Malé naroky na hostitele
= Vé&tSina genu v klidové fazi. Neni transkribovana.
= Jen nékteré, které udrzuji lysogenni stav
O Indikace pfitomnosti profaga
= Imunita buriky k superinfekci stejnym fagem
o Chromosomy mnoha bakterii obsahuji ¢asti nefunkénich fagu
Vznikaji ztratou esencialnich genu faga
Ztrata schopnosti vlastni replikace, excise z chromosomu apod.
Nejsou podobné bakterialnim geniim
Dodavaji néktere vlastnosti hostitel




Bakteriofagy - lysogenizace

O Pro inkorporaci jsou potfebné enzymy - integrasa (A), transponasa (Mu)

O Po inkorporaci do chromosomu
= v klidove fazi (profag)
= je dédén pfi déleni bunék
O frekvence lysogenizace zavisi na kombinaci genetickych a
enviromentalnich faktord
O lyticka faze je uprednostovana, pokud hostitelska bunka roste v
prostfedi bohatem na zZiviny
O lysogenni faze v podminkach snizeni zivin
O lysogenni faze je urCovana genovym produktem faga (ACl), jeho
exprese muze byt regulovana hostitelskou burikou
= brani tak replikaci faga




Bakteriofag A
geneticka mapa

O Po infekci transkripce z
promotoru P, a P,

m N — antiterminacni faktor
vaze se na misto nut
transkripce pokracuje pres

terminator t1

Cro - inhibitor cl

o cll a clll —regulacni geny
rozhodovaci faze

O Pm a PRE — promotory pro cl
o ¢l — represor transkripce z
promotord PR a PL

O O,P — proteiny pro iniciaci
replikace

O Q — antiterminacni faktor pro
geny hlavy a biCiku

Xis - excizionasa

Int - integrasa

att - integracni misto

cos - terminalni sekvence

Pofadi geni na virionové linearni DNA faga A
(konce jsou oznaceny podle sméru transkripce).

pravy fetézec levy fetézec pravy fetézec
A J Poag PoOn---------R
PO M 'R™R
3! 5!5' L 3|3| 5!

| ]

Pofadi genu

P
na kruznicové DNA faga A R
(48 502 nukleotidd). qut

V tomto misté rekombinuje
s bakteridlnim chromozomem.



Bakteriofag A - integrace

gal

qgal

aits
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attl

attR

Bacterial
chromosome

Circularized
lambda DA

hin




Bakteriofag A - integrace
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Specializovana transdukce

Pofadi genud

na kruznicové DNA faga A
(48 502 nukleotid).

O Pri excisi faga pred vstoupenim do lytické
faze muze dojit k nepfesnému vystépeni -
m fag pak nese ¢ast chDNA hostitele — 10 1 tomto mists rekombinge

O v chromosomu zustane ¢ast fagove DNA

O fagovy genom je defektni a nema Cast att lokusu — (ma att lokus
integrovaného faga)

O u A att lokus vzdy mezi geny gal a bio,

= defektni fag vZdy nese jeden z téchto genu

A dgal — snadna selekce — infekce Gal- bakterii — selekce s galaktozou

= Nemaji geny pro hlavu a bi€ik — muze se stabilné inkorporovat, ale nemuze se
bez asistence reprodukovat

Apbio — jsou schopny se mnozit, ale nemohou bez asistence vytvaret

lysogeny
= Nemaji geny pro integrasu

s bakteriglnim chromozomem.



Specializovana transdukce

O lysaty vzdy obsahuji jen malé mnozstvi defektnich fagu - LFT lysaty
= nizkofrekvencéni transdukce - nestabilni transduktanty (Campbell
mechanismus) - duplikace faga v chromosomu
= integrace pres gal stabilni transduktanty (2 cross-overs),

O reinfekce - vytvoreni velkého mnozstvi tranduktantd - 0,1 - 0,5
m integrace pres att misto - pokud existuje integrovany fag - helper

= nestabilni transduktanty (Campbell mechanismus) - duplikace faga v
chromosomu

= pfi excisi stejny poCet defektnich a normalnich fagua - HFT lysaty
= vysokofrekvencni transdukce
o Vyuziti —
= komplementace — vytvareni ¢astecnych diploidu
= Mapovani
= Vytvareni mutant




Stabilni transduktanty - LFT




Nestabilni transduktanty - LFT




Nestabilni + 8 P

PP gal*
-0 &
transduktanty - pr oo
HFT 1. ga/~ celis are infected by both a A,,,+ and by a X' particle.

A" first integrates at B8’ as in normal lysogenisation

gal*\ B P
_Jm -{] @
gal~ 8 P P B

2, The BF' site on Ag,+ can now undergo site-specific recombination with
the hybrid attachment site B8P’ (frequently) or PB’ {rarely)

gal- 8P gal* B P' P B
-9 -® [}- -0®
- gyt —— I A -

3. This integrates A,,/+ into the recipient chromosome, creating a
A*/X ges+ double lysogen
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The Mechanism of Transduction

SpeCialiZ Ované imbda and E. coli.
transdukce m

form prephage

gal*

e
gal”
Stable transductant

Unstable transductant




Bakteriofagy -
Zivotni cykly

Injection of DNA

Host DNA digested
Replication of phage DMNA
Synthesis of phage pmtems

Phage -I.EI.
OMA —
Chromosomal {x Empty

ONA .
l Integration of phage DNA

Packaging of into bacterial chromosome

phage coat
hage heads with
ﬁustgur phage DNA Host gene (Lysogeny)
NEgEDNh
@ EE:' / Induction
o (L) _@;

Bacterial lysis

Release of Phage DNA circularizes Phage DNA circularizes;

transducing Excision of phage DNA l Excision of host DNA
ph!gE alung with phage DMNA

phage particles
oA, H-:-st
gene
Mormal

HHHE

phage Phage DNA
Generallzed transducing FEP“CE’EIUH

phage particles

(host DNA within
phage coat)
S}fnthesiE of phage
components;

Packaging of DNA

Lysls releases
speclalized transducing
phage particles
{host and viral DMNA

(a) (b) within phage coat)

Lysis releases
normal phage



Dalsi lysogenni fagy

0o Fag P2 — dalSi lysogenni fag E. coli , téz Salmonella, Klebsiella,
Pseudomonas

= Linearni DNA, po infekci cirkularizace pres kohezni konce
= Nevytvari konkatamery — DNA je pakovana z kruhu
= Mduze se integrovat do mnoha mist v chromosomu
= Nesnadna aktivace excise — pouze reinfekci dalSim fagem P2 nebo P4
O Fag P4 — satelitni virus — k multiplikaci vyzaduje dalsi virus
= Neobsahuje geny pro hlavu a biCiky
= Mduaze se multiplikovat v bunkach lysogennich P2
= Aktivuje transkripci pozdnich gent P2 — inhibuje represor
O Fag P1 - neintegruje se — replikuje se jako plazmid
m Udrzuji si jednu kopii na bunku
= Mechanismus podobny jako plazmidy
= Invertujici segment — zména hostitelského rozhrani



Bakteriofag Mu

O Struktura velmi podobna lambda

polyhedralni hlava (60 nm pramér)
kontraktilni bi€ik a biCikova vlakna (hostitelska specifita)
temperovany fag

o Genom faga Mu

linearni dsDNA 39 kb
prostfedni ¢ast - 37 kb - nepermutovana fagova DNA

na obou koncich DNA predchoziho hostitele
50 - 150 bp v pravo
150 - bp vlevo

nema kohezni konce (oproti lambda)
nema terminalni redundance (koncova opakovani)

nemuze se cirkularizovat a integrovat do hostitelského chromosomu jako
ostatni fagy

insertuje se konservativni transpozici
je nezbytna jak pro lysogenni tak i pro lyticky cyklus
integrace je vice méné nahodny proces

(urcita specifita do lac operonu)



O genom je rozdéleny na 3 regiony
= a region - 33kb - obsahuje 32 dosud identifikovanych gen
c - Mu represor - vaze se operatorové misto a reprimuje vétsinu genu
A - Mu transponasa
B - transpozicni replikaCni protein
geny pro vytvoreni hlavy a biCiku
= G -segment 3 kb, invertovatelna oblast kodujici hostitelskou specifitu
= [ segment- 1,7 kb - 2 geny odpovédné za inverzi G segmentu

O pro transposici jsou dulezité konce attL a attR
(nékdy znaCované jako MuL a MuR)

Transpozsase T‘;&rl_spnsafse
hinding site hinding zite
Regulation of
ransposition
Transposition Hoat range
Lj.rsls Head and tadl genes — 1
T 1 1
attL « Iws DEHFGITJELMYMNPQYW R SUUS qgin rmom attR
b 5 | [-=ai—m=] 328
L ——
Host T A Host DA

- 27 Eb -




Transpogsase Transpozase
binding zite binding zite
Regulaton of
fransposition
Transposition Host range
Lwaiz Head and tail genes | l |
| I ] I I 1 1 I 1 |
attL ¢ ABE Ivs DEHFGITJKLMYNPOQYWR SUUW S gin mom  attR
L I
Host DHA Host DR A
=i} A7 Kb -




Lyticky cyklus
O pfi lytické fazi dochazi k aktivaci transponasy a inserci faga do 50 - 100
mist hostitelského chromosomu replikativni transpozici

cilova sekvence ma konsensus NYG/CRN (Ypyrimidin, R purine)

O v prubéhu tohoto procesu dojde téz k syntéze a sestaveni hlavy, biciku
a lytickych enzymu
O DNA je zabalena metodou plné hlavy

virion je velky 37 kb, do hlavy je zabaleno 39 kb

vzdy dochazi k zabaleni i hostitelské DNA (50 - 150 bp vlevo a 200 bp
vpravo, zalezi na velikosti faga)

pfesny mechanismus neni znam, ale je zajimave, ze velikost pfidané DNA
je nasobkem 11bp, coz je velikost jedné spiraly

pokud je fag deletovan na pravém konci zabali se vic hostitelské DNA
kazdy virion je unikatni v obsahu Casti hostitelské DNA

derivaty Mu (Mud) se vyuzivaji ke konstrukci operonovych a genovych fuzi
a pro in vivo klonovani



':n":"u:' i ‘/l h (B:' 'l

(cr(

Schéma lytické faze u Mu faga
varianta teplotné sensitivni mutanty

A) infekce
B) inserce transpozici
C) replikace inserc¢ni transpozici

a uvolnéni faga
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- 29 kb -
o I Kb

i attl attR i i attl attR i

£ A tr] 358 ' A ] 1 !
def qhi ’ qrs tuw
attl attR atiL attR
E,j qhi ﬁ tuw
! (I
Hozst DA Host DA Host DHA Hozt DA

pakovani DNA do hlavy bakteriofaga Mu




Transposase Transpozase

O Invertovatelny G segment

binding site binding site
Regulation of
wansposition
Transposition Hoat range
Lj.?SIS Head and tail genes ——L
|
1
attL ¢ A&B lys DEHFGITJELMYNPOQY'WR SUUS qin mom  attR
=t [uti—e=] B
L (I
Host DHA Host DHA
37 Kb -

O obsahuje geny S U

podileji se na tvorbé fagovych biCikovych viaken

struktura Sv - U - SV’ - S a S’ proteiny maji stejnou H,N koncovou sekvenci
a rtiznou na COOH konci

G segment je ohranien parem (34 bp) inverznich opakovani

inverze prostrednictvim produktu genu gin (transponasa)

v orientaci (+) infikuje E. coli K12, Salmonella

v orientaci (-) infikuje E. coli C, Citrobacter, Serratia, Shigella, Erwinia,
Enterobacter

inverze je relativné fidky proces ( 1 az 3 krat za generaci) - gin protein se
produkuje pouze v lysogennim stav



Lysogenizace

O

O

O

po infekci sensitivnich bunék a injekci linearni DNA do hostitelské bunky
dojde vzdy k transpoziCni integraci faga

integrace je vice méné nahodny proces
interaguje se do chromosomu i plazmidu
integrace do strukturnich genu inaktivace genu - mutator phage

ztrata heterogenni sekvence predchoziho hostitele
generovani 5 bp primé repetice
lysogeny jsou stalé a nejsou indukovatelné UV svétlem

byly isolovany teplotné sensitivni derivaty Mu c(Ts), u kterych je mozné
lyticky cyklus vyvolat zvySenim teploty na 42 °C



O TranskripCni fuze

= Jeden gen je fusovan (prifazen) k promotoru druhého genu — oba geny
jsou transkribovany do jedné mRNA ale vytvareji dva proteiny.

= Derivaty transposonu obsahuiji reportérovy gen (/ac, /ux atd.) s vlastni
oblasti iniciace translace.

o Translacéni fuze

= ORF dvou proteinu jsou fuzovany dohromady a vytvareji jeden spolecny
ORF - vznik jednoho fuzniho proteinu.

= Derivaty transposonu obsahuiji reportérovy gen (/ac, /ux atd.) ale bez
oblasti iniciace translace.

O Nejvice pouzivaneé jsou derivaty Mu faga
= Siroké spektrum hotilele u G- bakterii (Erwinia, Citrobacter, E.coli)

= MudAmp', /ac) derivat — je odstranéna vétSina genu s vyjimkou koncu
faga a genu pro transponasu, lacZ je bez promotoru

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

= Studium inducibilnich genu




o Pouziti derivatd Mu faga s reportérovym genem (lacZ)

ST

#_ __Mudlac )




Some useful Mud vectors

MNAME SIZE
(Eh)

USE (Reference )

+
Pu, ¥ %‘np‘!f!ﬁﬂ ! Arnp fpr aTs) o .
— f f M—H faka hMudl) T2

+
CtpnT o as) o

Py 4 MU 7y4 AT
b4 4 E 2 B A—t— MudlI3ol e Mudly 356
3] PR [V kKan ©0T8) ¥
- o ey £r4 ; ) - Mudl 1754 (aka Mudl 113
Py e MU 7y Kan &80

A i G = Mudll 1734 (aka MudE) 9.7

Py w Mukan or BNy
MudS005 73

Crigital operon fusioh phage (Casadaban
and Cohen, 1973)

Birnilar to kiudl but fonms gene fusions
(Cazmdaban and Chow, 19845

Operon fusion raini-bdud deleted for
tmEnsposition func tions (Beatrz etal, 1554)

Gene fusion roini-hud dele ted for transposition
functions (Beatriz etal, 19543

In rivo cloning vector (Castilho etal., 19935)

o tprtindicates the Mud carmies the Mu A+ B genes required for fransposition.

* (T8 is 3 tempe mhire -z nsitive mutation in the ku ¢ gene required for repression of fmnsposition.

* hindl Mud? hiudT and hMudE alllack franscriptional star site (e, promoter) for the lac operon.

* P, indicates the prowoter for gene X

» EFAmdicates the lac operon; 'Z¥A indicates that the lacs gene is lacking translational start sites.

* 'trp' is a short region from the E. coll trpp operon which provide translational start sites for the facZ gene.
* O izthe origin of ®plication frorm the roalticapy plasinid phIES.

* aka means "also known as".




