Bakteriofag lambda
(Rosypal 2003)



Bakteriofag A (E.coli)

Modelovy virus

Je fag mirny

Jeho hostitelskymi bunkami jsou bunky kmene E. coli
K12 (lambda-)

Lyzogenni kmen nesouci profaga se oznacuje jako E.
coli K12 (lambda+)

Znalost regulacnich mechanismu jeho genoveé exprese
je poucna pro studium regulaci jinych viru a organismu

Jeho studium ukazuje, jakym zpusobem se muze virovy
genom vclenit do chromosomu hostitelské bunky

Vyznacuje se transkripci pres terminatory transkripcCnich
jednotek (anti-terminace)

Pouziva se jako klonovaci vektor



Genom faga lambda

Je tvoren molekulou ds DNA,
Ktera ma kohezni konce

{j. vzajemne komplementarni jednoretezcove
5 konce vycnivajici z ds molekuly DNA, ktere se
mohou parovat

DNA ma linearni tvar jen uvnitf virionu

V hostitelské bunce se premenuje ve tvar
kruznicova dsDNA

V tomto stavu se v hostitelské b. replikuje

Jestlize se replikace zastavi, muze se vClenit do
chromosomu hostitelske b.



Replikace genomu faga lambda

Zacina po infekci hostitelské bunky (adsorbce
virionu na receptor, injekce DNA do bunky)

Tvorba kruznice (kohezni konce dlouhe 12
nukleotidu)

Replikace otacCivou kruznici za tvorby
konkatemeru

Jestli replikace pokracCuje, navozuji se procesy,
ktere vedou Kk lyzi bunek

Jestli se replikace zastavi, DNA faga lambda se
integruje ve formeé profaga do genomu
hostitelské bunky



Konkatemer

Vznika replikaci otacCivou kruznici

St&pi se na molekuly DNA, které svou délkou
odpovidaji genomu faga

Sté&peni se uskuteériuje v procesu tvorby viriona,

kdy koncovy protein biCiku virionu ma funkci
endonukleazy, ktera se oznacCuje jako terminaza

Rozpoznava na fagove DNA specifickou
sekvenci cos, kterou stepi za vzniku koheznich
koncu



DNA faga lambda

* Po infekci bunka a jeji replikace



DNA faga lambda bezprostfedne po infekci bunky




Konverse linearni DNA faga lambda v kruznicovou




Replikace DNA faga lambda vedouci k tvorbé virionu a lyzi
bunky

Tvorba strukturnich ¢asti

virionu ze stavebnich
roteint.
hlava P
konkatemer

bicik

Replikace otaéivou
kruZnici.

Stapeni
endonukleazami.

Nutnou podminkou pro navozeni lyzogenniho stavu je zastaveni replikace fagoveé DNA.

Obr. 389
Replikace DNA faga lambda vedouci k tvorbé viriont a lyzi bufiky



Sekvence cos

* Tvori konce molekul fagové DNA ve
fagove hlaviCce

* Ve fagove hlavicce je DNA v linearni forme



Integrace a excise DNA faga
lambda do chromosomu bunky

* Deje se jednoduchym c-0 pomoci pripojovacich
mist att.aa na DNA faga a att.bb na
chromosomu bakterialni bunky. Jedna se o
mistne specifickou rekombinaci (kratké useky
homologie).

 Integrace je katalyzovana integrazou, ktera
presne spoji konec as b a konec a s b.

« EXxcise probiha opacnym pochodem a je
katalyzovana excizionazou.



Integrace a excise genomu faga
lambda

genom faga lambda

P?ipojovac excuz:onéza
mista

chromozom baktenélm
buriky
integraza
integrace
excize

{bla'} - a | }
profag lambda

Obr. 390
Integrace a excize genomu faga lambda



Geneticka mapa faga lambda

Byva znazornovana jako kruhova

Jsou na ni lokalizovany

Geny kodujici regulacni proteiny, které fidi zivotni cyklus
faga (lyzi a lyzogenizaci)

Geny kédujici proteiny, ktery katalyzuji rekombinaci
genomu faga lambda (xis, int)

Geny O,P, které kdduji proteiny katalyzujici replikaci
DNA

Geny S,R, které koduji proteiny uplatnujici se pfi lyzi
bunky

Geny kodujici stavebni proteiny hlavy faga a biCiku faga



Geny ridici zivotni cyklus faga —
geny kodiici reanllacni nrn’reiny

Poradi genui

(48 502 nukleotidl)

. o DNA-retézce jsou
V tomfo misté rekombinuje oznaceny jako levy a pravy ve
s bakterialnim chromozomem. shodé se smérem transkripce.

Tuénymi Sipkami je vyjadfen smér transkripce.
V kruznicové formé se DNA faga lambda nachazi béhem replikace. V této

formé dochdazi téZ k jeji transkripci. V linearni formé se nachazi jen ve stavu
profaga. V tomto pripadé je pak zakonéena na jednom konci sekvenci
atf, a na druhém att,

Obr. 391
Geneticka mapa bakteriofaga lambda



Poradi exprese genu faga lambda
v hostitelské hiince

cl PmPre

oblast
imunity

tue N nut p.
Rk cro nutg tg,

geny brzké rané faze exprese

att int t  xis t,;0 B vyt ,cll

PRE cll th 0 P tR3Q
geny pozdéjsi rané faze exprese

Prqut tr SRAWBC - K 1 J
geny pozdni faze exprese

Obr. 392
Schéma rozlozeni genti faga lambda podle jednotlivych fazi
jejich exprese



Terminace




Antiterminace




Vytvoreni jadra a

RNA-polymerédza prepiSe celou

oblast nut do mRNA. Pfepis boxu
B pifedstavuje vazebné misto pro
dimer N-proteinu.

DNA
TPl

=1

promotor

3'

box A-box B-box C

:

N-protein se véZe na
RNA-polymerazu. K tomu
Jje nutna pfitomnost
NusA-proteinu.

ntiterminacniho

3'

RNA-poymeréza

terminator

5
Tout]_
5 T Ta'

box A-box B-box C RNA-polymeraza
promotor terminator
Obr. 394

Vytvoreni jadra antiterminaéniho komplexu



Stabilni antiterminacni komplex

V posledni fazi se vytvo-
fi stabilni antiterminaé-
ni komplex. N-protein
vytésriuje z vazby
NusA-faktor na RNA-
polymerdze. Tim zabré-
ni interakci ro-faktoru s
RNA-polymerazou.

Tyto faktory
stabilizuji
antiterminac-
ni komplex,

3 DNA 5'
i ) 171}
5'T = Ts'

box A-box B-box C RNA-polymeraza
promotor terminator
Obr. 385

Stabilni antiterminacni komplex



avozeni lyzogenniho stavu v
bunce

Na promotor P, _ se véie Cli-protein (na
sekvenci -35).& dno se vSak rozklad.
pusobenim proteinu HfIA hostitelské buri-
ky. Tomuto rozkladu bréni pfitomnost pro-
teinu Cill vazajiciho se na Cil. Promotor
FPag maZe byt rozeznan RNA-polymerizou,

Jjen kdyZ se na néj nejdfive navédZe ClII.

RNA-polymerédza se vdie na sekvenci -10 a pfepisuje usek DNA-Fetézce,
ktery je protilehly genu cro. Transkripce probéhne aZ do genu cl. Vznikla
mRNA se jednak pfekladéa do imunitniho represoru, jednak hybridizaci

useku u 5-konce blokuje translaci genu cro.

|

levy DNA-fetézec

RO, cl B i
5.__+....._.....‘...I‘A.+._._'..BE.| 3
smér transkripce §' menA (cl)
\ Zde dochazi i
3 Kk hybridizaci. smér transkripce mRNA(cro)
i i s
P t o
Translace do ROR cro R1 ot tRz

imunitniho represoru. pravy DNA-fetézec

Neprobiha translace do Cro-proteinu, jelikoZ
se obé mRNA v useku u 5-konce
vzdjemné hybridizuji.

Obr. 396
Navozeni lyzogenniho stavu v buiice



Vazba imunitniho represoru na operatory — stabilizace
lyzogenniho stavu bunky

Produktem genu cf je protein, ktery se dimerizuje. Teprve tento protein
predstavuje aktivni imunitni represor, ktery se vaZe na operdtory
prekryvajici se s promotory PL’ PM,PR. KaZdy operétor ma tri

vazebna mista pro represor. Na kaZdé z nich se véze dimer.

Nejdfive se represor naviZe dimery
na Ou’cai 2vysuje wm imunitniho
pravdépodobnost vazh represoru
na O 9. v 70000
Q 3 zastavé prazdny. T Represor vézany na
[o] le) O Op o zvyduje afinitu

monomery 0o Pyy k RNA-polymeréze,
imunitnihc ktera pak pepisuje cl.

Zastaveni transkripce
na pravém Feldzci.

!

Zastaveni transkripce
na levém fetézci.

Toliko integraza vytvoiend
dfive katalyzuje integraci NemiiZe se tvofitani
fagové DNA rozsah promotoru antitermindtor Q, ktery je
do chromozomu nezbytnou podminkou
hostitelské bufiky. exprese genu pozdn! faze.

P#i vysoké koncentraci imunitniho represoru nastane tato situace:

Reprasor na Op 5 blokuje
vazbu RNA-polymerazy
naPy-

Jestlize se sniii koncentrace represoru, nastane opéf situace uvedend
v horni éasti tohoto schématu.

Obr. 397
Vazba imunitniho represoru na operatory O a Ogr



avozeni lyze hostitelske bunky

Cro-protein mé podobnou strukturu jako imunitni represor. VaZe se siiné
na Opg, slabéjina Op, @ Op, . Vazbou na O, blokuje navazéni

RNA-polymerdzy na Pyy.

Geny rané faze exprese
na pravém retézci se
slabé pfepisuji. Tvofi se
proto i Cro-protein.

dimery monomery
Cro-proteinu Cro-proteinu

PFi vy$$i koncentraci Cro-proteinu jsou fimio proteinem obsazena vSechna
operétorové vazebné mista. Proto se zastavi transkripce viech gend rané
faze exprese na levém i pravém Fetézci. Toliko Q-protein miZe z P
uskuteénit antiterminaci a umoZnit transkripci z tohoto promotoru vSech
genu pozdni faze exprese.

dimery
Cro-proteinu monomery

Obr. 398
Vazba Cro-proteinu na operatory O; a Og



Uloha genu xis a int

Cli-protein

~int . Promotor génu int je aktivovan
e L proteinem CIl. Netvorii se excizio-

naza, nebot’ tento promotor se
_ ' nachdzi v genu xis a kromé toho
. se tvofi mRNA genu int.
integraza
Cl?-pfotein se netvofi.
B «——transkripcez P, O
xis ke P L L
int Excizionaza se tvori, jelikoZ
TSR
l se prekiada gen xis.
excizionaza

Obr. 399
Syntéza integrazy a excizionazy



munitni represor - protomer

karboxyl-terminaini doména
(C-terminalni doména)

COOH| 132-236
aminokyselin

93 - 131 — schematicky —»
aminokyselin

NH 1-92
2 aminokyselin

aminoterminaini doména
(N-terminéini doména)

konektor
(linearni polypeptidovy fetézec)

Jenotlivymi vélci jsou
vyjadrenygy, - hef}&y:

helix vazajici se na
patef DNA

rozpoznavaci helix
(rozeznava vazebna mista operatoru)

Obr. 400
Protomer (podjednotka) imunitniho represoru



Molekula imunitniho represoru

Obr. 401
Molekula imunitniho represoru



Rozpoznavani operatoru munitnim represorem

—— 3,4 me——
vzdalenost mezi helixy 3
dvou podjednotek, tj.

o jeden zavit v DNA

vétsi zlabek . vétsi Zzlabek

Helix 3 rozpozna specificka vazebna mista operatord avaZe se
na né uréitou sekvenci aminokyselin.

Obr. 402
Rozpoznavani operatoru O) a Og imunitnim represorem



Rozpoznavani sekvenci operatoru

helix 3 ( asn - ser-gin - gin .
vodikové vazby

Obr. 403
Rozpoznavani sekvenci operatoru helixem 3 imunitniho represoru
{zjednodusené schéma)



