SYSTEMY ZPROSTREDKOVANEHO PRENOSU DNA

prenos bakterialni DNA (chromozomové nebo plazmidove) ba  kteriofagem

O A. Transdukce

O E. coli, S. typhimurium, Bacillus, Klebsiella,
Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces
B Nespecificka
(P22, P1, SPfS, ¢11) ~ Jsou pirenaseny libovolné geny
O abortivni

O ifick3
Sp,ec cka Jsou prenaseny jen urcité geny
(fag lambda)

0 B. Kapsdukce

O Rhodobacter capsulatus (GTA = gene transfer
agent) (VTA = Methanococcus voltae)



Objev transdukce — 1952 (Zinder a Lederberg)

Salmonella typhimurium, fag P22

Studium auxotrofnich mutant — vznik prototrofnich rekombin ant
- Proces neni ovlivn én DNazou

- Neni nutny kontakt bun ék (U-trubice)

- Pfenosovym agens jsou fagy



DONOR - RECIPIENT

O Transdukujici castice = pseudovirion

[0 Transduktanta
B Rekombinantni - prenos chromozomové DNA
B Abortivni - prenos chromozomové DNA
B Plazmidova - prenos plazmidi

0 Kotransdukce = soucasny prenos dvou
nebo vice genii donora do recipienta
transdukci



(2)

(b)

Nespecificka transdukce

BC- L \m
A -
/F’l‘“‘?//@\\

E. coli cell infected by P1

sekundarni infekce

() Transducing particle /
-‘L @

Neon-infectious
transducing particles

(ii) Infectious phage

-

y Infectious

’ P1 phages




Nespecificka a abortivni transdukce

@ Vytvareni rekombinantnich transduktant

A" BY

(—-—

Stable transductant

AxLCO
g

Transduced cell

(b) Abortivni transdukce

Proces je
zavisly na
RecA

[A*]
Rekombinantni transduktanta — normalni kolonie

Abortivni transduktanta — mikrokolonie



Odliseni rekombinantnich a abortivnich transduktant

normalni kolonie

mikrokolonie




CHARAKTERISTIKA NESPECIFICKY
TRANSDUKUJICICH FAGU

Phage
Characteristic P1 P22
Length (kb) of DNA packaged 100 44
Length (%) of chromosome 2 1
transduced
Packaging mechanism Sequential Sequential
headful headful

Specificity of markers
transduced

Packaging of host DNA

od zlom G na DNA

% of transducing particles
in lysate

% of transduced DNA
recombined into chromosome

Almost none

Packaged

“~—  from ends

1

-2

Some markers
transduced at
low frequency
Packaged from_
Hocliker == = 3
sequences




Experimentalni d tkaz pFitomnosti toliko bakterialni DNA v transdukujicich
¢asticich faga P22 ( pFi nespecifické transdukci )

|5N_15N 15N_14N |4N_14N
I — * | Transducing | | }
o / : Viable |
1 |
©
; | |
Growthin  Transducing ¢4y a s l N |
“Nmedium  Particles  centrifygation © : : \I
P> > O | | |
=] I
=
'sN-labeled|bacterium it | \ | /; |
iable | A 1
P22 ] | ~—— Density

Chromozom
naznacéen 15N Davaji vznik transduktant Gm Lyzuji bu fiky



Obecna transdukce — vznik transdukujicich

"« Donor strain
& infected

Phage DNA
Bacterial DNA = Phage pac site

partially degraded Bacterial DNA donor
e Bacterial pac-like site

--------- Bacterial DNA recipient

Rarely, a phage
head takes up
bacterial DNA

_— Transducing
particle
contains only
bacterial DNA

Transductant

QN

stic



~Pseudopac" misto

Zabalovani hostitelské DNA fagem P22
mechanismem napliovani hlavicek.

A. Chromozom obsahuje "pac" mista
rozpoznavana zabalovacim aparatem
faga. Zabalovani za¢ina od mista "pac”
a probiha sekvencné v jednom sméru.

B. Zabalovani bakterialniho chromozomu
s deletovanym genem E. Kotransdukce
genu je pozménéna (delece pozménila
vzdalenost gen()

Fag P22HT = mutantni
fag se snizenou
nukleazovou specifitou
rozpoznavajici dalsi
oo DF GH 1J ~pseudopac" mista

B. Chromosome deleted for E I

P22HT transdukuje plazmid pBR322, ktery neni P22 p  fenaSen



POMNOZENI FAGA NEBO JEHO INDUKCE V
DONOROVEM KMENL

/'\

Transduk €ni
SMEés
Pomnozeni faga
na donorovém
kmeni
donor B+  fag pomonozeni faga transduk €ni recipient B-
smes K zabran éni
L . ) / superinfekce bun ék
Minimalni medium g DNA ve fagu normalnimi fagy se k

transduk éni sm ési
pridavaji chelata éni
agens

A B- C* DNA v recipientu

transduktanta "E"Ta_"

c

Obr. 84. Diagram transdukéniho pokusu s prototrofnim donorem a auxotrofnim recipientem.



Transdukce jednotlivych genti Kotransdukce dvou genil

transdukce leu

Viable P1
T T rreere T =
' | leu=
tsutdanor bactarium l . / gal-} ; ﬁ!ﬂ*gal- only
leu™ recipient N ey
bacterium )
",
L+ : kotransdukce gal a bio
+ l Recombination l
Many P1 phage

Transdukujici gal+bio-
leu;' fragment DNA obsahuje o N
_ (will be degraded) bud’ gal nebo bio

anebo gal/bio
leu” transductant \ /

zavislost na RecA systému

— galthiet

Cotransductant
(minor species)

Frekvence kotransdukce = 0-100%, v zavislosti na
vzdalenosti markeri (referencniho a sledovaného)

gai-biot
Vyhoda: délka transdukovanych fragmentt je ve Slonls beanedants

srovnani s transformaci presnéji definovana (nizké (elranpied
hodnoty MOI)



STANOVENI FREKVENCE TRANSDUKCE
0 A=y/p

y = pocet transduktant pro dany znak v 1 ml
transdukcni smesi

L]
O p = pocet viriont (PFU/ml)
L]

Parametry ovlivinujici frekvenci transdukce

B velikost genomu faga

B pocet virionU uvolnénych z jedné buriky (fdgovy
Vynos)

B aktivita RM systému v recipientni burice

B ucinnost procesu rekombinace v recipientni bunce

B velikost plazmidu



VYPOCET VZDALENOSTI GENU
Z FREKVENCE KONTRASDUKCE

0 C=(1-d/L)3

O C = frekvence kontrasdukce
O d = vzdalenost markerd (min)
O L = velikost transdukovaného fragmentu (min)



Vyuziti reciprokého krizeni pro stanovani poradi genu a, b, ¢

Order | Order Il

a‘$< 2 X D D ot
o, C onor DNA D seeseesrsa o
.—w“"w *"“'\Vf/ e W\\

Cross 1

i Recipient /4
chromosome

Double

reciproké

Cross 2

Double : : Double

Selection for a*b*c* in all crosses

Expected results: (a'b'c’)1 << (a'b’c")2 _ (a’b'c’)1 = (a'b*c*),

KFrekvence kontransdukce stanovenatrifakiorovym krizenim
a-b =90%, a-c = 33%, b-¢ = 32% (poradi miize byt a-b-¢ nebo b-a-c)

JelikozZ frekvence a+b+c+ je v kiizeni 1 mnohem niZzsi
nez v kriZeni 2, musi byt poradi a-b-c ( P4xCO << P2xCO)



Mapovani gen

bakterii pomoci transdukce: stanoveni po  radi tésné
vazanych gen u

u
u tfibodovym k Fizenim s vyuzitim parcialnich diploid

KRIZENi 1 KRIZENi 2
¥t y+ 7% x—y—z+ x‘y‘z*’ 5 x+y+ 7
i hromozom
Transdukovany & onaa°
recipienta 3
fragment i
donora
jestlize je pofadi: x-y-z jestlize je poradi: x-z-y jestlize je pofadi: x-y-z jestlize je poradi: x-z—y

jsou vyZadovany dva jsou vyzadovany Ctyii - jsou vyzadovany dva | jsou vyzadovany dva
crossing-overy - crossing-overy .| crossing-overy | crossing-overy

+ + ;

Jestlize je pofadi x-y-z, Jestlize je pofadi x-z-y,
bude Getnost rekombinantt bude &etnost rekombinantu
x* y* z* zhruba stejnd x* y* z* pii kfizeni 1

pii kiizeni 1 a 2. mnohem niz8i neZ pfi kfizeni 2.



TRANSDUKCE PLAZMIDU

O transdukce plazmidi vétsSich nez je genom faga:
~transduction shortening™ - zachovani pocatku replikace
+ deletovana cast plazmidu

O transdukce plazmidl mensich nez je genom faga:
zabalovani casti konkatemeru (replikacnich
intermediatt - multimer)

O transdukce vektorl odvozenych z plazmidi - interakce s
homolognimi geny na chromozomu donora, v recipientni
bunce cirkularizace

Transdukovany fragment



Féqové castice hisA® hisB*
transdukujic exo- = :
genoty zdonord Hig™

his A* hisB"
4

/ \ Test intergenové
| ot _ | komplementace
\\ l transdukce transdukee l / (cis_tra ns test)

Chromozém

72 realizovany

N\
//Recipienim bunka™

4 o it . \ - V4 V4
i HissNetwofi bolonie 4 wsn wier )\ @bortivnl transdukci
/ na minimalni’ synfe- \
/ tické pude. I
[f : ? ¥ ¥ ¥ /
1 % A & /
\\ a8 ——| 8 —| /
\ /
\ } } -/
~ /
N - i
his A" his8 Mutantaf alely 478~ 7, hisA_  hisB* 4

jsou v poloze frang Stabilni parcialni diploid

o
/ hisA™ hisBA

! - \

| hisA™ hisB*\

e L At WL}
1 \

\

¥ v g A 4 ¥ y ¥

« X 3 X -G ¢ A B

). y ,

‘a b € = histidin a—i

Butka syntetizuje histidin (fenotyp His") Burika nesyntetizuie histidin (fenc-
a profo 2alo%i mikrokolonii na minimain’ typ His™) 5 profo nezaloZi mikro-
synletické pide kolonii na minimalni synteticke

pude.
ab.c = meziprodukty pii biosyntéze histidinu  x=misto,kde probshia mutace
« = enzym katalyaujici reakei 3—b /3 = enzym katalyzujici reakei b-re

Obr. 341. Test intergenové komplementace (cist-trans test) realizovany abortivni trans-
dukei.



Specificka transdukce

Specificka (specializovana) transdukce je zalozena na iIndukci
integrovaného profaga. Transdukovanam  Uze byt jen
specificka a omezena oblast bakterialniho chromozomu, k tera
pFiléha k inzer énimu mistu profaga.

Modelovym systémem je transdukce zprost  Fedkovana fagem
lambda u E. coli.



VZNIK TRANSDUKUJICICH CASTIC FAGA ) PRI
SPECIFICKE TRANSDUKCI

Ziskani fagového
lyzatu indukci bio
UV-sveéetlem z

lyzogennich
bunék E. coli

Lysogenic
chromosome

chybna excize

| |

lysT
J IysT A cos
al Y 1
§ A J 5 Genom
cos V4
. cl . V4 ry w7 =
[ bio  gal fagove castice
10% fagoveého
WT bacterial WT A Agal bacterial Ad.gal genomu je
chromosome chromosome chromosome molecule
nahrazeno

Min.pozadavek Ld gal: cos +ori  Angal — nedefektni fagova ¢astice



MoZné zp usoby vy €lenéni profaga lambda

normalni vy €lenéni chromozom E. oo abnormalni vy €leneéni

obsahujici
N ; S
D profaga X zaclenéného Z
mezi geny gal a bio
+RO +R O.f.
G Profag X vytvofi smycku, o Profag X vytvoii anomaini smycku,
attBP se paruje s aftPB. takZe attBP se s attPB neparuje.
mistné-specificka anoméhji
rekombinace rekombinace
/,‘/
W
Ro. +Ro.
@  Mistng-specificka rekombinace © Rekombinaci dochazi k vyclensni
probihd mezi attBP a attPB, chromozomu faga , ktery nyni nese
coz vede k vyElenéni geny gal E. coli, a v chromozomu
chromozomu faga . E. coli ziistavaji geny faga .
chromozom X
. . Anomalni vyclenéni
Nonf:élnl )\:yéleném profaga X vytvafi
profaga . transdukujici
chromozom Mdgal.
. attB “ attB
N 7, ™\ chromozom E. coli /7
W chromozom E. col % » obsahujici DNA faga \ %

(a) (b)



Rekombinace v recipientnich
bunkach gal- infikovanych
transdukujicim fagem Adgal+

Zaélenéni \dgal* v misté attB vytvafi parcialni diploidy gal*/gal=.

rekombinace

recipientni i
chromozom gal= \W attB y
i zadlenéni \dgal
(1) T
A 8P sy
W %
chromozom parcialné diploidnich
transduktantl gal*/gal

(a)

Dvojnasobny crossing-over vede k zaélenéni alely gal* faga Ndgal*
do chromozomu hostitele.

recipientni
chromozom gal™ <

W %y
zaména
gal* a gal
\dgal~
attPB -
Y
gal™
+
gal
ay
I -6;'0
W attB 7
chromozom stabilniho
transduktanta gal*

(b)



cos
A gal

Head  gal int  xis

| TAberrantexcision |

r

gal int xis N~ cos Head Tail b . bio

l Aberrant excision

Head Tail & bio B o

A bio
Figure 18-6. Aberrant excision _lgaQihg' tdp’roduc’ﬁbr’i of lgaf ar{d libf_b p_hages.

Frekvence vzniku transdukujicich castic = 106 (na
jeden virion lambda)

lyzat LFT (low frequency of transduction)



GENOM TRANSDUKUJICI FAGU
rdgal a Adbio

¢ —
> .5 <
O >3 . Q
FF 55
%QJ«.QQ Q,QO‘@ g Q‘g
55%& 4,53: x‘é’b <o E?.O
o & Q & & Q A %
& " °J o . Sy \
JFE FEo T SE TF ¢ ; S
e == T
_ B
O & | | HF
) A | l«—— Replacement zones ———)11 : N
1 |
I $ O $
LY
A dgal — 1 10Kb

Po deleci att na bakterialnim chromozomu mohou byt vyuzita
sekundarni mista att - pak dochazi k transdukci jinych oblasti
chromozomu



RGzné rekombmacm udalosti pri specifické transdukci

(a) homologni rekombinace

N Caryate 2xCO .
lysT - = - lysT gal atiB . . fag sg
) e
io e

\

(b) reverzni rekombinace v merodiploidni rekombinanté

typ 1

Nizka

mistné-specificka

A Jnt
L 1XCO v gal
segregace dvou
O int cI A typl haploidnich
© reverze foal” cos” al* cg:g:'?mozomu
®) x bil
AR |y et °
or T T 1xCO v att typ II

integrace

(d) vytvofeni lytického lyzatu HFT (pfi vysoké MOI)

g[o ey 2, Q@ QLB

cyklus @ @

(e) vytvofeni dvognasobné lyzogenniho merodiploida

_/
~

==

multiplicita
infekce

Vysoka
> multiplicita
infekce

;Ld al*
@ 3
,‘ .
gal- a gl
lys T
zaclenenl A (att) zaé€lenéni A dgal * UV- indukce
homologni rekombinaci site-specific integrace

HFT



Infekce nelyzogennich bunék fagem dgal+
Asi 0,001% bunék ziska gal+

A

| Transduktanty typu I - nelyzogenni

~* Recombination gal* stabilni bunky .gal+
: > B 1
\ R AL s S e (haploidni)
| S gal- mutation ZXCO:' : o Type | S
' heterogenot
Transduktanty typu II - lyzogenni (¢asteény diploid)
' Redombination” galt \ gal-
e _ e I s
Lo 4 )
AT CType ll |
A e Segregation by
l recombination

S 1% bun &k bude gal- nebo gal+
gal- segregani
..|-

Excised gal+ phage - defektni
b N

Figure 18-9. Productioﬁ 6f typé I and type Il 'lga! transductants and segregation of gal™ cells from
atypelicel. . Rl e '



VZNIK LYZATU TRANSDUKUJICICH
S VYSOKOU FREKVENCI (LYZAT HFT)

COSs

Cos

Dvojnasobné
gal  BP gl 8P S lyzogenni kmen
(A + A dgal)

j Indukce UV svétlem

BP’ _C}'i.’fa‘.lIl+ U:f:
Cos PR
X
~m————— J
gal BP

J Excize a zabaleni fagovych genomu

ldg;:f and Lyzat HFT (50% castic

gal* je transdukujicich)



Vyuziti transdukce

- Analyza specifickych oblasti bakterialniho genomu (ga | operon)
- Mapovani gen t
- Charakterizace transpozon u — heteroduplexni analyza

- Analyza fagovych genom U pfi konstrukci vektor 0 (odvozenych z faga
lambda)

- HGT: Objasn éni evoluce bakteridlnich genom u

- DNA ve fagové ¢astici je chran éna pred pusobenim nukleaz
- Rada fag G mé Siroké rozmezi hostitel @ (P1 — infikuje G- bakterie)

- Mohou byt p FenaSeny plazmidy nebo transpozony s Sirokym
rozmezim hostitel 0, chromozomové geny jenvp Fipadé homologie



OBECNA STRUKTURA OSTROVU PATOGENITY

core Ostrov patogenity —

‘RNA.Gen pro integrazu Inzeréni sekvence !

B Geny pro virulenci
s I PFima opakovani |
Q60 - i ;
R L i o R R T } L g
X gg ~ ||1II|||||IHE|I|II|IH|ll]li||E||||]!I|I||[||||||1|]|||||l|[|E|||[il|||[|[I|I|m||||l[“||lg||1|I|”igl|HH””“”””HIlmmmm
20 — -

Pocet nukleotidtl



VYZNACNE RYSY OSTROVU PATOGENITY

OO0 OO0O0O004d

Nesou jeden nebo nékolik gen pro virulenci

Jsou pritomny jen u patogennich kmentd daného druhu
Predstavuji relativné velké useky genomu (10 - 200 kb)
Maji odlisny obsah GC a jiné vyuiivéni kodonil

Jsou €asto umistény pobliz genti pro tRNA (kotvy pro
inzerci cizi DNA)

Jsou Casto spojeny s mobilnimi genetickymi elementy

Casto jsou ohraniceny DR (16-130 bp) - rozpoznavaci
mista pro enzymy zajistujici integraci a excizi mobilnich
elementt (integraza nebo transponaza)

Jsou casto nestabilni a jsou deletovany s rtznymi
frekvencemi.

Maji mozaikovitou strukturu - jsou slozené z elementi,_
které se béhem evoluce v rtizneé dobé a z riznych zdroju
akumulovaly do urcitych mist.



Prenos (transdukce) ostrov U patogenity u S. aureus

O SaPI1: 15 kb ostrov patogenity u S. aureus, nesouci
en tst zodpovedny za syndrom toxickeho soku
k'I;§S')I'1) - (horecka, exantem, hypotenze, olupovani
uze).

O SaPI1 je mobilizovan fagem 80a. Kdyz fag 80a
infikuje bunky S. aureus nesouci SaPI1, vyclenuje se
ostrov z chromozomu a replikuje se pomoci proteint_
fagového replikaéniho aparatu. Geny ostrova zpiisobi,
ze fag 800 vytvari mensi hlavy, kterée pak zabaluji
prednostné DNA ostrovi spiSe nez vlastni fagovou
DNA. Kdyz vytvoreny , pseudofag” infikuje dalsi
bunku, je DNA ostrova injikovana do ,bunkY, kde se
zaclenuje do chromozomu pomoci sveho viastniho Int
proteinu.



LYZOGENNI KONVERZE

O

OOO0O00000 O 0O

zmeéna vlastnosti kmene po infekci fagem, ktery ve svém
genomu nese geny zodpovédné za zménu fenotypu hostitele
(faktory virulence nebo toxiny).

Priklady

Fag lambda: E. coli — rezistence k séru, schopnost prezivat
\" makrofagach

Fag ¢361 (pribuzny fagu lambda): E. coli — Shiga toxin

Fag B : Corynebacterium diphtheriae — diftericky toxin (zaskrt)
Fag CTX¢: Vibrio cholerae - toxin cholery

Fagy u S. aureus: fibrinolyzin, enterotoxin

Fagy beta-hemolytickych streptokoktl sk.A: erytrogenni toxiny
Fag u Clostridium botulinum: botulotoxin

Fag u Clostridium tetani: tetanotoxin

Fag u Salmonella: zmény somatickych antigeni



Kapsdukce - Rhodococcus (Rhodopseudomonas
capsulatus palustris)

castice GTA  Gene transfer agent

Uvolnovani
GTA v jedné
az dvou
vinach

Units ml™

0 12 24
Time (h)

Fig. 12.8 Time-course of release of GTA activity by a growing culture of Rhodobacter
capsulatus.

8 proteinl, primér hlavy Nebyly identifikovany fagy
30 nm, bicik 30-50 nm, pribuzné s GTA



PARAMETRY PRENASENE DNA

velikost prenasené DNA = 1,5-2 kb (az 5 kb)
DNA je heterogenni, tj. je bakterialni

prenos az 3-4 genll na jednu castici GTA

105 GTA/ml pro dany marker

prenos vSech chromozomovych marker
frekvence rekombinant 10-4/-5/marker/bunku
frekvence , kotransferu™ genli F = 1 - (dL)?2

OoO00Oo0o00ad

(d = vzdalenost markery, L = délka pfenaseného Useku DNA)

Prenos je regulovan bakterialnimi geny, které
indukuji expresi strukturnich genli GTA béhem
specifické rlistové faze bunék

DalSi GTA — Silicibacter pomeroyi aj. mo  Fsky bakterioplankton
— po ¢et gen u kdédujicich kapsid, bi  €ik, portal, zabalovani DNA,
= zhruba 15 gen 4 podobnych GTA u R.c.



VTA — Voltae Transfer Agent

castice podobné bakteriofag dm u kmene METHANOCOCCUS VOLTAE PS
(Archaea)

-Velikost €astic je 40 nm, délka bi €iku 60 nm

-Dvé €astice na bu nku

-Nesou fragmenty chromozomové DNA o pr  iumérné velikosti 4,4 kb
-Prenasena DNA je necitliva k DNAaze

-Jsou p renaseny nadhodn é vSechny geny

-Frekvence p fenosu jednotlivych gen 102 a2 107



BACTERIOPHAGE-LIKE PARTICLES
ASSOCIATED WITH THE GENE TRANSFER
AGENT OF METHANOCOCCUS VOLTAE PS.

O The methanogenic archaeobacterium Methanococcus
voltae (strain PS) is known to produce a filterable,
DNase-resistant agent (called VTA, for voltae transfer
agent), which carries very small fragments (4400 bp) of
bacterial DNA and is able to transduce bacterial genes
between derivatives of the strain.

O Examination by electron microscopy of two preparations
of VTA that were concentrated and partially purified by
different methods showed virus-like particles with
isometric heads, about 40 nm in diameter, and with 61
nm long tails.



O Figure 1. GTA Gene Maps: GTA gene maps from representative, fully sequenced strains used in this study.

Rhodobacter capsulatus-GTA (14.1 kb)

I B S 9o

SAcT

Roseobacter denitrificans Och114-GTA (13.8 kb)

F ol i @ dh a e i g

SAcT

Oceanicola granulosus HTCC2516-GTA (10.7 kb)

o B po >

SAcT

Roseovarius nubinhibens ISM-GTA (13.9 kb)

O TR — s

SAcT

Ruegeria pomeroyi DSS-3-GTA (15.2 kb)
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Uloha GTA v evoluci mo Fskych bakterii

Roseovarius nubinhibens, Reugeria mobilis

-GTA pfenaseji geny mezi r aznymi druhy mo #skych bakterii

-Frekvence p fenosu gen i = 6.7 x 10-3 az 4.7 x 10-1 jsou tisickrat az
milionkrat vysSSi nez frekvence p  fenosu transformaci nebo transdukci

-Umély p Fenos gen i AntR v uzav fenych nadobach s mo #skou vodou —
az 47% bakterii ziskalo tyto geny a integrovalo je do sveho genomu

?? — stejny zp Gsob p fenosu gen U i mezi klinickymi kmeny

GTA = ,promiscuous little bastards”






