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Bakteriofag T'7

o Jednoducha regulace po infekci —
= Pouze Casné a pozdni geny
= Exprese probiha zleva do prava — vlevo €asné geny, vpravo pozdni geny
= Regulace pozdnich genu vilastni RNA polymerasou (T7 RNA polymerasa)
= Pozdni geny odliSné promotory
= Vyuziti v rekombinantnich technikach
o Linearni DNA bez kohéznich koncl — odliSna replikace
= Vytvareni konkatamer z jednotlivych DNA Usekl vazanych tzv. ,end to end”
= Neztraci se geneticka informace

= Replikace z ori mista na obé strany obou fetézcl — 3’ zistava ssDNA — neni
moznost vytvoreni primeru

= T7 ma stejnou sekvenci na obou stranach faga — oba konce jsou
komplementarni a mohou se parovat

0 Kodovany geny replikaCni masinerie —
= nezavislost na hostitelském organismu
= DNA polymerasa, DNA ligasa, DNA helicasa, primasa, T7 RNA polymerasa
= DNA endonukleasy a exonukleasy

O Pribuzné fagy — T3, (E. coli), 29 (Bacillus subtilis)




Model replikace bakteriofaga T7
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Bakteriofag T4

O Jeden z nejvetsich znamych
O Pouzivan pfi molekularné genetickych studiich

200 genu, komplexni regulace —
= pfi studiu pouzity amber mutace
o Casné geny
= z promotort podobné sigma 70
m pozdrzené Casné geny (antiterminacni mechanismus),
O Stfedni a pozdni geny — promotory odliSna struktura —
= Pro stfedni geny vyzaduji MotA protein — vazba na g’ transkripce T4 stfednich genu

= AsiA — negativni regulace a’° promotoru hostitele
= Pro pozdni geny alternativni sigma faktor (gen 55) vazajici se na RNA polymerazu

O Pozdni geny zprazené s replikaci — transkripce probiha pouze na replikujici

O

se DNA
Sigma 70 promotor TTGACA - 17bp - TATAAT
T4 stfedni promotor [TTGCTTA - 13bp - TATAAT

T4 pozdni promotor TATAAATA -




Geneticka mapa T4 faga




Bakteriofag T4

O Linearni DNA bez koheznich koncu —
= Vytvareni konkatamer z jednotlivych usekd DNA genomu
= 30 genu participuje na replikaci — vétSina fagova — analogické bakterialnim i eukaryotnim
(strukturné podobnéjsi) DNA polymerasa, beta protein (sliding clamp), primase...)
O dveé faze replikace

= Replikace je iniciovana na nékolika definovanych ori , analogické bakterialni a vede k
akumulaci DNA v délce genomu s ssDNA 3’ koncem,
Konce jsou identické — terminalné redundantni — nedochazi ke ztraté gen. informace

Po néjakém Case dojde k jinému mechanismu replikace.

ss opakovani na koncich DNA mohou porusit stejnou sekvenci na konci sesterského
vldkna DNA a vytvorit tak tzv. D-loops

tyto struktury mohou slouzit jako primer pro syntézu dlouhych konkatemer
rekombinantné dependentni replikace (recombination-dependent replication)

Vznik dlouhych vétvenych konkatamer
Pakovany mechanismem pIné hlavy (ne unikatni pac mista)
Fagy pochazejici z jedné infekce nemaji stejné konce genomu, jsou cyklicky permutovany.

ABCDEFGH I XYZABCDE FGHII XYZABCDE FGH | XYZABCDE FGH |

Headful i




Rekombinantné dependntni replikace

Stadium 1: replikace je iniciovéna ze specifickych za&atkd
Stadium 2: rekombinancni intermediaty slouzi jako primery k replikaci
*PriA, PriB, PriC a DnaT mohou zahajit replikaci na 3' OH konci DNA

Stage 1: > ~N >
specific = 77 N

origins w

Stage 2:

no specific
origins;
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ssDINNA bakteriofagy

O Bakteriofag ®X174
prvni tfida - ikosahedralni kapsida, 5,4 kbp ssDNA, cirkularni
lyticky fag, E. coli
prvni osekvenovany organismus (1977)
nema ekvivalentni mnozstvi adeninu (24%) a thyminu (33 %) ani guaninu
(18 %) a cytosinu (24 %) - mnoho neobvyklych basi
= neobvykly zpusob replikace
ss (+) DNA neni koduijici
po infekci syntéza druhého kodujiciho vliakna - replicative form (RF)
Vytvoreni primosomu v unikatnim misté ssDNA (DnaB, DnaC, DnaG a PriA, PriB)
dsDNA se replikuje nékolika cykly mechanismem valivé kruznice
probiha syntéza virovych partikuli
mechanismem valivé kruznice se vytvari ss (+) nekodujici vlakno
pakovani do hlavy
= prvni organismus v kterém bylo prokazano pfekryvani zacatku genu - jsou
transkribovany v jinych ORF
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Bakteriofag dX174 — replikaéni cyklus
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ssDNA bakteriofagy

O Bakteriofag M13

= druha tfida - filamentni fagy
kapsi%a a cylindr, ktery tvofi filament, je tvofen z 2700 kopii produktu
genu
jeden konec faga je tvofen proteiny zgenu 7 a 9,
druhy konec je tvofen produkty genu 6 a 3.
cirkularni genom, 6,4 kbp, nema prekryvajici se geny
= infekce E. coli prostfednictvim pilust (male specific phages)

= do bunky vstupuje cely fag a kapsida je degradovana hostitelem,
degradacni proteiny jsou vyuZzity zpétné k tvorbé novych virionu

m zivotni cyklus
po kompletaci faga nedochazi k lysi buriky, ale viriony jsou extrudovany
pfes membranu
proces je kontinualni a béhem jednoho cyklu je vytvoreno asi 1000
virovych castic
v infikovanych burikach se udrzuje vzdy 100 kopii RF DNA a je dédéna
pfi déleni bunék
v nové bunce se chova jako multikopiovy plazmid a replikuje se do
dovrdeni vychoziho mnozstvi kopii (100)




Bakteriofag M13
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Mechanismus infekce ssDNA fagy

Quter
membrane (OM)

pVIil replaces pV plil and pVI dock
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pill exported
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Figure 7.10 Infection cycle of the single-stranded DNA phage 1. Steps 1 through 7
show the encapsidation of phage DNA as it is secreted through the membrane pore
formed by the plV secretin to release the phage and infect a new cell. Details are given in
the text. ssSDNA, single-stranded DNA.




Fagy jako vektory — M13

O Klonovaci vektory — ssDNA
Filamentdzni fag, nema fixni délku DNA, moznost klonovat cizi DNA
Moznost transfekce RF formy (replicative form) — transformace fagové DNA
Orientace fragmentu udava, které vliakno bude ve fagovi

Klonovani

Vytvareni ssDNA templatu na proby

Phage display — peptidy — studium protilatek

Site-specific mutageneze
Prvni aplikace mistné specifické mutageze

Mutovany gen se klonuje do M13 vektoru (M13mp18)

Vytvori se oligonukleotid komplementarni s mutovanou Casti a obsahujici
patfichou mutaci a hybridizuje se s plazmidem

Pomoci DNA polymerasy a oligonukleotidu jako primeru se dotvofi druhé
viakno DNA a liguje se do kruhu

Transfekce do bunék — polovina plakti bude obsahovat mutovanou DNA
Potvrzeni hybridizaci, sekvenaci




Fagy jako vektory — T7

O Expresni vektory zalozené na T7 fagu:

m pET (plasmid expression T7) — exprese genu v E. coli
T7 RNA polymerasa
T7 promoter 10 genu — protein hlavy - nejsilngjSi ze znamych promotoru
Translaéni fuze s afinitnimi tagy — usnadnéni isolace — His tag
Indukovatelnost T7 RNA polymerasy — pod lac promotorem

O Substraty pro RNA sondy a procesni pochody:
= Priprava RNA templatu pro pfipravu RNA hybridizacnich prob
m Substraty pro procesni pochody jako RNA splicing
Provadi se in vitro s pfidanou RNA polymerasou na linearisovaném plazmidu
Vytvori se komlementarni viakno mRNA ke klonovanému genu
O Phage display:
= Studium interakci proteinu s dalSi cilovou molekulou
Fuse klonovanych proteinovych ORFs s proteinem hlavy faga
Fusované proteiny se stanou soucéasti povrchu faga
Nechaji se interagovat s cilovou molekulou — protein, DNA, RNA
Neinteragujici se odmyji interagujici se nechaji namnozit a znova se nechaji interagovat
s cilovou molekulou.
Vysledny jeden klon faga se sekvenuje
Muze byt pouZit jakykoliv fag — T7 — nejlépe prozkoumany
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Fagy jako vektory — A

O Klonovaci vektory
= Vytvofeni mnoha kopii — vysoky vytéZzek DNA nebo protein(
= Moznost exprese toxickych proteinu
= Snadné uchovavani knihoven

o Cosmidy
= Plazmidy obsahujici cos mista
= Vyuziti cos sekvenci K in vitro ,pakovani“ virt

= Smichani cosmidové DNA s burikami infikovanymi A fagem
Zabaleni cosmidoveé DNA do fagovych partikuli
Reinfekce recipienta
EfektivnéjSi nez transformace nebo transfekce

= Vytvoreni knihoven se stejné dlouhymi useky DNA
= Vytvareni specifickych mutant
O Lysogenni vektory
= Neékteré klonovaci vektory se mohou integrovat
= Duplikace genu — komplementacni studie
= Zaména genu, deletované attP misto
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Viry archaea

o dsDNA viry

= Rozdilné jak v morfotypech i vlastnostech
genomu

= VétSina charakterizovanych - infekce
hypertermofilQ

= 40 virovych druhu

0 Klasifikace a morfologie
= Podle tvaru viriond

= Velkd diversita - rozdilnd od viru bakterii i
eukaryot




Mortologie a klasifikace

= Tycky a filamenta
Ruduviridae
Lipothrixviridae
= Vretenovité
Fuselloviridae
= Kapkovitého a lahvovitého tvaru
Guttaviridae
Ampullaviridae
m Sférického a ikozahedrického tvaru
Globuloviridae
= Hlavicka bicik
Myoviridae




Vtetenovité

o Fuselloviridae
= Asociované s hypertermofily a halofily

Uprostred rozSireny tvar na konci zakoncené 1-2 b|C|ky
Velikost 55 x 88 nm

SloZzeni obalu je neznamé - obsahuji lipidy hostitele
Sekvence transkrip&nich promotori podobna eukaryotickym
Kruhova DNA , pozitivné supercoiled

Funkéni integraza, integrace preferenéné do tRNA genu
Nelyzuji hostitele

Replikace virové DNA je indukovana UV, mitomycin A
Vétsina genu je transkribovana konstitutivné

o Acidianus
= Dva ocasky e
= Zmeéna morfologie po opusténi hostitele - maturace ocaskl

Znacka 200nm



Kapkovitého a lahvovitého tvaru

o Délka 230 nm, Sirka 4 nm na Uzkém konci, 75 nm na
Sirokém
= Tvar zplsobeny obalem virionu z prstencové stoéeného nukleoproteinu
O Linearni genom
= Neintegruje se do chromosomu

= Replikace vireove kodovanou polymerazou, primer — proteinem
pfipojenym na konec DNA




Tycky a tilamenta

O Rudiviridae

= Infikuji hypertermofily — Sulfolubus, Acidianus
o Linearni dsDNA s koncovymi invertnim repeticemi (0,5 - 2 kb)
o Nehybné tycky bez obalu - Siroké 23 n, dlouhé 600-900nm

o Lipothrixviridae

VvV « V7

- Slozitéjsi obal -
- dva DNA vazebné proteiny, lipidy hostitele
- Diversita terminalnich struktur
- Podileji se na adsorpci na hostitele - mop like sruktura
o Nelyzuji bunky -
- pretrvavaji v bunkach -
- rovnovaha mezi délenim bunék a replikaci faga
- Neni indukce UV, mytomicinem
- Neintegruji se do chromosomu




Stérického a itkozahedrického tvaru

o Sféricke
= Ctyfi druhy popsané

o Obalené, 100 nm v prdmeéru, s sférickymi vy&nélky
o Linearni dsDNA s 190 bp ITR

o Ikozahedralni

= Neobalené, lipidy obsahujici vrstva, bez biciku
o Morfologicky podobné bakteridlnim Tectoviridae
o Krystalova struktura obalového proteinu podobna téz Tectoviridae




Hlavicka a bicik

o Polyhedralni hlavicka a kontraktilni bicik

o Infikuji metanogeny a halofily
= Podobné bakteriofdggim - myoviridae - ®H, ®Ch1
= Replikace lytickym cyklem - 170 partikuli
= \ytvareji pravé lysogeny -
OCH1 se integruje
®H pretrvava v cyklické formé

= Pri replikaci se vytvareji konkatamery,
pac mista, mechanismus plné hlavy - relativné nespecificky

= Genom je vysoce variabilni
Duplikace, inverse, obsahuji invertovatelné oblasti
= Transkripce je casovana




Archaea - Genetické pristupy

1. VétSina archaea vyzaduji extrémni rustové

podminky
= Neni rust v koloniich
Klonovani

Screening mnoha klonU
= Jina stavba bunek
Nefunguji antibiotika pusobici na bakterialni bun&&nou sténu
2. Transkripce a translace vice podobna eukaryim

= Markery a plazmidy pouzivané v bakterialni genetice
nejsou transkribovany a translatovany - nereplikuji se




Archaea - Genetické pristupy

1. Noveé systemy - poslednich 20 let
= Flze archaea promotoru s rekombinantnimi geny

= Isolace archaea plazmidu -
pfiprava podvojnych plazmidd
= Kultivaéni podminky umozniujici rist v koloniich

Halofilni euryarcheota - standartni agarové plotny s pridavkem 12-
25% NaCl a Mg+

Anaerobni methanogeny - prisné anaerobni podminky - v
uzavrenych boxech - standartni agar

Hypertermofilni metanogeny - specialni nadobi i komponenty
pevnych médii
= Typické systémy pro transfer genu
Pruzny parakrystalicky protein a glycoproteinova S- vrstva
Rigidni formy obsahujici pseudomureinovou monovrstvu

heteropolysacharidova vrstva s chemickymi vlastnostmi
chondroitinu




Archaea - Genetické pfistupy -transtormace

O Systémy pro S - vrstvu -
= Pfiprava sféroplastd -
rozruseni S vrstvy pridavkem EDTA
Transformace
Regenerace sféroplastd pfidanim divalentnich kationtd
o Rigidni bunécna sténa - Methanosarcina

= RUst v nizkych koncentracich soli — jednovrsteny rust -
sféroplasty jako u S -vrstev

= Methanotermobacter — pseudomurein
Sféroplasty inkubaci s pseudomurein endopeptidasou

Table 2. Gene transfer methods for archaca

Type Method Species Reference

Transformation Polyethylene glycol (PEG)-mediated Haloferax volcanii, Haloarcula spp., 24-26, 67, 109
Halobacterium spp., Methanococcus
maripaludis, Pyrococcus abyssi

Electroporation Methanococcus voltae, Sulfolobus spp. 22, 83,98

Liposome-mediated Methanosarcina spp. 73

CaCl, with heat shock Sulfolobus solfataricus, Pyrococcus furiosus 2
Transduction WM1-mediated Methanothermobacter thermautotrophicus 71
Conjugation Cell mating Haloferax volcanii, Sulfolobus acidocaldarius 39, 92

Plasmid mediated Sulfolobus solfataricus 97




Archaea - Genetické pristupy

o Markery - vybrany z archaea i bakterii

= Halofily - vétSina heterolognich proteind je denaturovana
Mevinolin - rezistence k 3-hydroxyl-3methyl glutaryl koenzymu A reduktaze
inhibitoru — inhibuje syntézu isoprenoidni lipidickou Cast retézce u archaea
Novobiocin - rezistence ke gyrase inhibitoru
Anisomycin, sparsomycin, thiostrepton - inhibitory proteint
Spontané isolované mutanty rezistentni k 5-fluoroorotic kyseliné
Auxotrofni mutanty - histidin, leucin, thymidin, tryptofan

m Metaogeny - jsou sensitivni k antibiotikim které inhibuji syntézu proteind

Puromycin, neomycin, pseudomycin
Puromycin transacetylase ze Streptomyces alboniger -

= rezistence k puromycinu
= Promotor z methyl coenzym M reduktazy z Methanosarcina

Spontani mutace v isoleucin t-RNA -rezistence k pseudomycinu

= Hypertemofily
Hygromycin — hygromycin fosfotransferaza z E. coli s promotorem
pro S. solfataricus aspartat aminotransferaza




Archaea - Genetické pristupy

o Vektory -
= halofily, metanogeny a nemetanogenni hypertermofily
= Podvojné plazmidy - E. coli
o Halofily
= pHV2 - miniplazmid - 2 ori (pHV a R6K), mevinolin, ampicilin
o Metanogeny
m pC2A - 20ri — pV2A a ColE1l) puromycin, ampicilin
o Hypertermofily
= pGT5 -
m pEXSs - ori z faga SVV1 - hygromycin




Archaea - Genetické pristupy

o Nespecificka mutageneze -
= UV a chemicky - snadna isolace x obtizna lokalizace

= Transpozony -
mariner derivaty se selekci a ori archaea i E. coli
Lokalizace - restrikce chromozomu a ligace do E. coli plazmidd

= Tepelny Sok, fixace dusiku, struktura bunécné stény




Archaea - Genetické pristupy

Knock out systémy s b

Dvojkrokovy systém - v
Transformace SO SN —
nereplikujiciho se
cirkularniho plazmidu
Ztrata markeru

Halofilni bakterie -

obnoveni uracilové

- \"4 - .m
auxotrofie - vyzaduje FEENE T R Moy?
MAAAAAAAAANEE] BB A AP AAPAPN
ura aux Ot rof Wild-type Deletion mutant Deletion mutant
M EVi Nno I | n — mev R - Circular DNA transformation Circular DNA transformation
p F I,m a, se I e kce Marker can be reused Direct selection
Requires ura— strain Requires ura— strain

No direct selection Marker cannot be reused




Archaea - Genetické pristupy

O Reportérové geny -
= Halofilni bakterie - salt tolerantni B — galaktozidaza
= Modifikovany derivat GFP
= Bakteriorodopsin — bop gen na plazmidu v bop- mutantu
purpurové zabarveni kolonii
= Metanogenni bakterie -
B - galaktozidaza, B - glucuronidaza z E. coli

Trehalaza - Bacillus subtilis
Vzdy archaea promotory a terminatory




