Bakteriofagy a transdukce



Obecna transdukce

» Souvisi s balenim DNA do fagové hlavicky



Fagova replikace

Ma 1 cil ato

Vytvorit co nejvetsi poCet molekul v co
nejkratsi dobe

behem replikace se syntetizuji
konkatemery a

je balena do fagovych hlavicek z
konkatemeru

Ruznym zpusobem



U faga lambda

» Jsou na konkatemeru rozpoznavana

» specificka cos mista (12 nukleotidu, konce
molekul)

* ta jsou stepena speifickou nukleazou
(terminaza)

* a DNA (48502 bp) je balena do fagovych
hlavicek

. (L’J(";inné se bali se od 37 000 bp do 52 000
bp



Baleni DNA faga lambda do

hlaviCky z konkatemeru (Snyder
1997)
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U faga T4 a dalSich fagu

» Je znamo baleni DNA do fagovy hlavicek
mechanismem plné hlavicky

» Z dlouhych konkatemeru vstupuje do
fagove hlavicky DNA tak dlouho, dokud
hlaviCcka neni plna



Genom fagu

* je terminalné redundatni
* Je cyklicky permutovany



Terminalni redundance a cyklicka
permutace u faga T4 (Snyder
1997)
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Figure 7,17 Headlul packaging by phage T4, Verlical ar-
rows indicate where culs in concalemeric DNA are macle.
The letters represent lictional genes. Each packaged genome
(harizontal arrows) is a cyclic permulation of the others.



Baleni DNA

« zacCina na konkatemeru ve specifickém
miste PAC (packaging)

» U ruznych fagu se vyznacuje ruznou
specifitou

* Toto misto ma vyznam pro obecnou
transdukci



Transdukce

Znamena prenos bakterialni DNA z jedne bunky
na druhou pomoci bakteriofaga

Transdukujici fag — fag schopny transdukce

Donorovy kmen — kmen, ve kterem se fag
puvodné replikoval

Recipientni kmen — kmen infikovany
transdukujicim fagem

Transduktanti — bunky, ktere ziskaly DNA z jine
bunky transdukci



Rozlisujeme

» Obecnou transdukci — fagem muze byt z
bunky na bunku prenasena jakakoliv
oblast bakterialni DNA

» Specializovanou transdukci — fagem jsou
prenaseny pouze urcite geny z
bakterialniho genomu

* Oba typy transdukujicich castic vznikaji
zcela odlisnym mechanismem



Mechanismus obecné transdukce

-ag obvykle bali do hlavicek fagovou
DNA, avsak nékdy muze omylem zabalit
DNA hostitelske bunky (sekvence
podobna PAC sekvenci, konec molekuly)




Vlastnosti transdukujiciho faga

« Muze infikovat bakterialni buriky

* Po infekci se netvori fagove potomstvo ani

plaky

* Prenesena DNA muze rekombinovat s
homologni sekvenci recipientni bunky za
vzniku transduktanta
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Iklad obecne transdukce
Snyder 1997
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Figure 7.38 An example of generalized transduction. A
pnage infects a Tr, * bacterium, and in the cour:e of pikag-
ing DNA into heads, the phage mistakenly packages some
bacterial DNA containing the trp region instead of its own
ONA inte a head. In the next infection, this transducing
shage injects the Trp* bacterial DNA instead of phage DNA
into the Trp- bacterium. If the incoming DNA recombines
with the chromosome, a Trp* recombinant transductant
may arise. Only one strand of the DNA is shown.



Obecna transdukce

Je udalost ridka

Transdukujici fagy vyzaduiji, aby hostitelska DNA nebyla
degradovana a obsahovala vhodna pac mista

Dobry transdukuijici fag je fag P1, protoze ma mensi
naroky na specifitu pac mista, po rozstépeni bali DNA od
konce

Ma sSirokeé rozmezi hostitele (transdukuje DNA z E. coli
do mnoha G- bakteérii)

Fag P22 je také dobry transdukujici fag. Z jednoho pac
mista bali DNA do asi 5 fagovych hlavicek. Proto jsou
nektere chromosomalni geny transdukovany s vetsi
frekvenci nez jiné



Charakteristika 2 obecné transdukujicich fagu P1 a P22
(Snyder 1997)

Characteristics of generalized
transducing phages P1 and P22
Characteristic Phage
P1 P22
Length (kb) of DNA packaged { 100 44
Length (%) of chromosome 2 1
transduced _
Packaging mechanism Sequential Sequential
headful headful
Specificity of markers Alrmost none | - Some markers
transduced transduced at
low frequency
Packaging of host DNA Packaged Packaged from
from ends pac-tike
; sequences
% of transduciﬁg particles 1 | 2
in lysate ‘
% of transduced DNA 1-2 1-2
recombined into chromosome




Fag T4 a fag A

Nejsou dobre obecne transdukujici fagy
Fag T4 po infekci degraduje hostitelskou DNA

Stava se transdukujicim az po vyblokovani
odpovidajicich genu mutaci

Pak bali do hlavicek hostitelskou DNA s vysokou
frekvenci

Fag A potrebuje pro ucinne baleni DNA do
hlavicky 2 cos mista

vzdalena od sebe na délku fagoveho genomu
(37az 52 kb)

a proto neni dobry obecne transdukujici fag.



Transdukujici fagy

* Byly izolovany u rady bakterii a pouzity pri
jejich geneticke analyze

» Nalezeni obecne transdukujicich fagu je
narocné

* Transdukce byva nahrazovana konjugaci,
transpozonovou mutagenezou, technikami
rekombinantni DNA

 zvlaste u bakterii, které nejsou prilis
charakterizovaneé



Do fagové hlavicky se muze nabalit

e Kromé chromosomalni DNA

» Plasmidova DNA (muze se v bunce zacit
replikovat)

* DNA nesouci transposon (ten muze
transponovat do nekterého replikonu v
bunce — chromosomu nebo plasmidu)

» Tyto vlastnosti jsou dulezité z hlediska
evoluce



DNA ve fagové hlave

» Je stabilngjsi nez volna DNA

 V prostredi muze déle vydrzet (je
chraneéna proteinovym obalem)



Specializovana transdukce

» Souvisi s lyzogenii a tyka se mirnych fagu
 Pri této transdukci mohou byt prenaseny

pouze geny lokalizovane v blizkosti
profaga (mista integrace faga)



Vznik specializovaneho
transdukujiciho faga
* Transdukujici fag vznika velmi vzacne
chybnou excisi profaga z chromosomu

* Transdukujici fag nese jak bakterialni
geny tak fagové geny



Schéma vzniku specializovaného transdukujiciho faga
(Snyder 1997)
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Figure 7.25 Formation of a Adga/ transducing particle.

A rare mislake in recombinalion between a sile in the pro-
phage DNA (in this case belween A and [) and a baclerial site
Lo the left of the prophage results in excision of a DNA parti-

cle in which some bacterial DNA has replaced phage DNA.



U faga A

Vznikaji dva typy transdukujicich fagovych
castic:

Adgal a Apbio

Castice jsou defektni

Vlastnosti transdukujicich castic jsou
determinovany chybejicimi geny



A dgal

Adgal netvori plaky

nema geny hlavicky a biCiku
nemuze tvorit virové Castice
Muze infikovat bakterialni buriky
Nese gen pro utilizaci galaktozy



Selekce Adgal

» Se provadi v recipientnich bunikach, které
jsou Gal-.

* Na miskach s galaktdézou narostou Gal+
transduktanty po integraci faga Adgal do
chromosomu



Adgal

» Muze lyzogenizovat bakterialni burniky

» Po indukci profaga z takto vzniklych
lyzogennich kmenu ziskame HFT lyzaty
(High frequency transduction), protoze
vsechny fagy nesou gal geny

* Fagy jsou defektni
» Chybéjici geny nahradi helper fag



Indukce Adgal faga z dilysogenniho kmene

(Snyder 1997)
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Figure 7.26 Induclion of e Adgal phage from a dilyso-
gen containing both Mdgal and a wild-type A in tandem. Re-
combination between the hybrid P&’ and B sites at the ends
excises both phages. The wild-type pliage helps the rdgal
phage to form phage particles. See the text for details.



A pbio

* tvori plaky
* bez helper faga vSak nemuze
lysogenizovat hostitelské bunky

* Nese bakterialni gen pro biosyntezu
biotinu



Specialisovane transdukujici fagy

» Nasly vyuziti v mikrobialni genetice
* Pouzivaji se ve specialnich aplikacich

* Dnes byly nahrazeny mnohem

jednodussimi technikami rekombinantni
DNA




Geneticka analyza fagu

Klasicka geneticka analyza zahrnuje:

|lzolaci mutantu se zménénou funkci,
kterou chceme studovat

Komplementaci s cilem zjistit, kolik genu
koduje zmenene produkty

Krizeni s cilem zjistit poradi a vzdalenost
genu



Infekce sensitivnich hostitelskych

bunek fagem

Je jednoducha

Smichaji se bakterialni bunky s fagovymi
casticemi

K infekci dojde diky nahodnym kolizim bunky s
virionem

% infikovanych bunék zavisi na koncentraci
bunék a virusu

Kdyz je kazda bunka infikovana 2 virovymi
casticemi,

muze v bunkach dochazet ke komplementaci
nebo k rekombinaci



Multiplicita infekce (MOI)

Vyjadfuje pomeér podctu fagu k pocétu bunék
Pocet fagu stanovime jako pfu/ml (plaque
forming units)

PocCet bunék stanovime jako cfu/ml (colony
forming units)

MOI vysoka — fagovych cCastic je mnohem vice
nez bunek (MOI 5)

MOI nizka — fagovych Castic je mnohem meéne
nez bunek (MOI 0.5)

MOI urcCuje pocet bunéek inflkovanych virusem.
Ridi se statisticky Poissonovou distribuci.



Kiizeni fagt
» K infekci jsou pouzity soucasne 2 fagove
mutanty s ruznymi mutacemi (napf. c-)
* V bunce dochazi k homologni rekombinaci
mezi fagovymi genomy
* a k expresi genu obou mutantu



Frekvence rekombinace

Poskytuje informaci o vzdalenosti mutaci
na DNA

Zalezi na lokalizaci mutaci

Cim bliZe jsou na DNA, tim hiife mezi nimi
dochazi ke c-o a tudiz k rekombinaci

Frekvence rekombinace v krizeni =

pocCet rekombinantnich fagu/pocet vSech
fagu



Rekombinace mezi virovymi mutanty (Snyder 1997)
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Figure 13,1 Recombination between two virus mutations.
The two dilferent mulant parent viruses infect e same per-
missive host cell and their DA replicates, Crossovers occur in
the region between the 1wo mutations, giving rise to recom-
binant types ihat are unlike either parent virus. Only the pasi-
tons of the mulated base pairs are shown. The DNA of one
parent virus is shown i black, anel the otiher is shown in blue,



Virusy, jimiz infikujeme bunku

* Se nazyvaji rodiCovske typy
 Po rekombinaci ziskame rekombinantni
typy (rekombinanty)



Frekvence rekombinace v %

Se nazyva mapova jednotka

Napr. davaji-li 2 mutace frekvenci rekombinace
0,01 (1%), pripada 1 rekombinant na 100
prekrizeni. Vzdalenost mutaci je 0.01x100 = 1
mapova jednotka

Mapova jednotka je pouze relativni hodnota.
Fyzicky predstavuje ruznou délku DNA.

Jsou-li mutace prilis vzdaleny, muze mezi nimi
dochazet k dvojitym c-0, coz snizuje
detekovanou frekvenci rekombinace, protoze 2
c-0 vedou k obnové rodiCovskych typu




Komplementacnimi testy

» Se stanovuji interakce mezi genovymi
produkty, jez jsou syntetizovany z ruznych
casti DNA molekul v 1 bunce.

« Komplementacni test ukaze, zda 2 mutace
inaktivuji stejné nebo ruzné geny.

» Jestlize mutace komplementuji, jsou
obvyle v ruznych genech a naopak.



Komplementacni test (Snyder
1997

+

1!
5
F
iy

1

l
994

Phage No phage

figure 13.2 Complemenlation tests helween virus muita-
Mli; . Viruses with different niutations infect e same host

j !'nwhich'n_gil;_hgmulg! 1 virus can mulitiply. (Left) The
iutations, represented by the minus signs, in different

:es (M and N}. Each mutant virus will synlhesize the gene
) pgi_ucuhat the other one cannot make; colb hejplation
il occur, and new viruses will be producen’. {(Right) The

¢ the synthesis of the M gene
ticn, the mutants cannot

rwialions (minus signs) preven
foduct, There s no complementa
p each other mulliply, and no viruses are produced.



Konstrukce genetické mapy fagu

» Ukazuje poradi a vzdalenost mutaci v
jednotlivych genech



Geneticka a fyzikalni mapa faga L (Spanova 1988)
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Fuee 20 Physicad and genetic mnp of phage b (Rnclovsky et al. 1984)
with'I'nfa loealized in the inserlion nnitant LedTnig - 8; 1 f0 is luealizod
in the 15 fragment of BeiBD 16 800 bp from the pae sito and 1336 bp
from {he horder bhetweon tho 15 and F Tragments with the orienlualion
ol the longere Keoll T fengment (Jorgensen el o, 1979) towards Lho
[ Teaginent. '



