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SYSTEMY ZPROSTREDKOVANEHO PRENOSU DNA

Prenos bakterialni DNA (chromozomové nebo plazmidové) bakteriofagem.
A. Transdukce

E. coli, S. typhimurium, Bacillus, Klebsiella, Staphylococcus, Streptococcus,
Streptomyces

a. Nespecifickd (P22,P1,SPB, ¢l1)abortivni Jsou prendseny libovolne geny

b. Specificka (fag lambda) Jsou pfendseny jen urcéité geny

Horizontalni pfenos genti zprostifedkovany
bakteriofagem = TRANSDUKCE

e

phage

Phage-infected donor cell Recipient cell

B. Kapsdukce
Rhodobacter capsulatus (GTA = gene transfer agent)
Methanococcus voltae (VTA = voltae transfer agens)



Objev transdukce: 1952 (Zinder a Lederberg)

Salmonella typhimurium, fag P22

e Studium auxotrofnich mutant — vznik prototrofnich rekombinant
* Proces neni ovlivnén Dnazou

* Neni nutny kontakt bunék (U-trubice)

* Prenosovym agens jsou fagy

Lederberg-Zinder experiment
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DONOR - RECIPIENT

L 4

Transdukujici ¢astice = pseudovirion

Transduktanta

 Rekombinantni — prenos chromozomové DNA
* Abortivni — prenos chromozomové DNA

* Plazmidova — prenos plazmidd

Kotransdukce = soucasny prenos dvou nebo vice gent donora do recipienta
transdukci

Bakteriofag - morfologie
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Podoviridae, Myoviridae Siphoviridae



SESTAVOVANI FAGOVYCH CASTIC A SBALOVANI
DNA DO VIRIONU

Fagova dsDNA (19 — 500 kb) sbalovana do prokapsidu (prohead)
* 3 hlavni proteiny tvorici prokapsid — ,coat” protein, ,scaffolding” protein a

Ill

,portal” protein

e 2 proteiny odpovédné za sbalovani DNA do prokapsidu — rozpoznani DNA,
prenos skrz portalovy prstenec a dopraveni DNA do prokapsidu

K Genomic dsDNA Hos(b cterium
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Bacteriophage head

Portal protein  TerlL TerS

DNA-packaging motor

Nature Reviews | Microbiology

a. Lyticky cyklus bakteriofaga:
Adsorpce virionU na povrchové receptory
bunék; vpraveni linearni dsDNA do bunky;
exprese rannych a pozdéjsich gend — syntéza
fagovych protein(; replikace fagové DNA —
,Circle to circle” a ,rolling circle”
mechanismus; tvorba prokapsidd a biciky;
DNA sbalovana do prokapsid( — zformovani
celych viriond.

b. DNA sbalovaci ,,motor“:

Portalovy prstenec na ikosahedralni fagové
hlavé; vyzba malé (TerS) a velké (TerL)
podjednotky terminazy — TerS — ATPaza, TerlL —
DNA rozpoznavaci protein



Struktura virionu P22

Coat protein-
(gp5)

Portal protein -
(gp1)

Tail spike &
protein (gp9) !

Tail needle protein (gp26)

Nature Reviews | Microbiology

a Terl from phage T4 b TerS from phage Sf6 ¢ Portal protein from phage P22 d Portal protein from phage P22

@ Struktura tfi proteinli odpovédnych za
sbalovani DNA do virionu —,,DNA-
packaging motor”

DNA movement

Nature Reviews | Microbiology



RYCHLOST SBALOVANiI FAGOVE DNA DOVNITR VIRIONU

Phage

$29
A
T4

Native DNA
length (kb)

19.3
48.5
166

Density of packaged Processivity
DNA (bp per 10° A%* (kb per slip)*

46
47
48

dsDNA

>15

>45
~13

Portal protein €

ATPase domain of TerlL
Nuclease domain of TerL

Nature Reviews | Microbiology

Packaging speed
(kb per second)®l

180
700
1,800

Motor force
(piconewtons)®

110
>60
>60

,DNA-packaging motor“ faga T4:
,coat” protein — bila barva; TerL —
modre; Soc — maly vnéjsi kapsidovy
protein (zelené); Hoc — vnéjsi

t{eR Y “* kapsidovy protein (Zluté)



Sbalovani hostitelské DNA — bakteriofag P22

, Pseudopac” misto

Zabalovani hostitelské DNA fagem P22
mechanismem napliiovani hlavi¢ek.

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

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

Fag P22HT = mutantni
fag se snizenou
nukleazovou specifitou
rozpoznavajici dalsi
»pseudopac” mista

B. Chromosome deleted for E 1

P22HT transdukuje plazmid pBR322, ktery neni P22 prenasen



NESPECIFICKA TRANSDUKCE
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NESPECIFICKA A ABORTIVNI TRANSDUKCE

@ Vytvareni rekombinantnich transduktant

Proces je zavisly na RecA
;Zx co

=)

Transduced cell Stable transductant

)  Abortivni transdukce

[A*]

Rekombinantni transduktanta — normalni kolonie
Abortivni transduktanta — mikrokolonie



ODLISENI REKOMBINANTNICH A ABORTIVNICH
TRANSDUKTANT

normalni kolonie

Transduktanty na selekénim médiu mikrokolonie

Mikrokolonie — po preocCkovani na novou selekéni misku — ztrata fenotypu



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 Almost none Some markers
transduced , transduced at
low frequency
Packaging of host DNA Packaged Packaged from
.— fromends pac-like
od zlomd na DNA sequences
% of transducing particles 1 2
in lysate
% of transduced DNA 1-2 1-2

recombined into chromosome



EXPERIMENTALNI DUKAZ PRITOMNOSTI BAKTERIALNi DNA V
TRANSDUKUJICICH CASTICICH FAGA P22 (pfi nespecifické
transdukci)
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OBECNA TRANSDUKCE — VZNIK TRANSDUKUIJICICH CASTIC
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Infikovani donorového kmene fagovymi ¢asticemi
Bakterialni DNA degradovana

Sestaveni pseudokapsidli, plnéni DNA do virionu
(rozpoznani pac mista na fagové DNA nebo
pseudo-pac mista na bakterialnim chromozomu)
Fagové potomstvo infikuje nového hostitele
(recipienta); transdukuijici viriony obsahuji pouze
bakterialni DNA

Rekombinace transdukované bakteridalni DNA s

DNA recipientni bunky



POSTUP TRANSDUKCE

Priprava fagového lyzatu:

/\Q« a. Indukce z donorového kmene UV-
zarenim nebo mitomycinem C
s /9\'9‘ b. Pomnozenim fagového lyzatu na

transdukujici donorovém kmeni

recipientni fag

kmen UV /9\
+ CaCl, do transdukéni smési %—' = )

(1/10 celkového objemu)

Inkubace 37°C
Inkubace 37°C/ 25 min.

+ 0,03M citrat sodny (1:1 k
celkového objemu)

Centrifugace 3000 rpm/10min./4°C. = @

Pelet resuspendovat v 0,017M citratu sodném



STANOVENI FREKVENCE TRANSDUKCE
o A=y/p

o y = pocet transduktant pro dany znak v 1 mi
transdukcéni smési
o p = pocet viriont (PFU/ ml)

o Parametry ovliviaujici frekvenci transdukce

e velikost genomu faga

pocet virionU uvolnénych z jedné bunky (fagovy vynos)
aktivita RM systému v recipientni bunce

ucinnost procesu rekombinace v recipientni bunce
velikost plazmidu



TRANSDUKCE JEDNOTLIVYCH GENU KOTRANSDUKCE DVOU GENU

s Y RN - transdukce leu+

gy O~ O

/ genotyp leu; gal

Ieu donorovy kmen l

kotransdukce gal a bio
( ) leu+
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Rekombinace
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- i
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gal
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Transduktanta leu+ bio~

zavislost na RecA systému ~ kotransdukce
O gal- bio+

Single transductants
(major species)




VYPOCET VZDALENOSTI GENU Z FREKVENCE
KONTRASDUKCE

C=(1-d/L)3

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



VYUZITi RECIPROKEHO KRIZENI PRO STANOVENI
PORADI GENU A, B, C

- a
A emsermeag,, 0%\ _Donor DNA y e
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Selection for a*b*c* in all crosses
Expected results: (a'b'c*)1 << (a'b*c’)2 (a’b*c*)y =~ (a*b*c"),

Frekvence kontransdukce
a-b = 90%, a-¢ = 33%, b-¢ = 32% (poradi mizZe byt a-b-c nebo b-a-c¢)

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



Mapovani genti bakterii pomoci transdukce:
stanoveni poradi tésné vazanych genu tfibodovym kfizenim
s vyuzitim parcialnich diploidu

KRIZENi 1 KRIZENI 2
Xyt ox Xy z Yo% 'yt
. hromozom
Transdukovany ¢ 0mozo
recipienta
fragment 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 Ctyfi 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 rekombinantu bude Eetnost rekombinantu
x*y* z* zhruba stejnd X" y* z* pii kiizeni 1

pfi kiizeni 1a 2. mnohem niz§i nez pfi kfizeni 2.



TRANSDUKCE PLAZMIDU

* transdukce plazmidu vétsich nez je genom faga:
ytransduction shortening” - zachovani pocatku replikace + deletovana ¢ast plazmidu

e transdukce plazmidl mensich nez je genom faga:
zabalovani casti konkatemer( (replikacnich intermediatl - multimera)

* transdukce vektor( odvozenych z plazmid:
interakce s homolognimi geny na chromozomu donora, v recipientni bunce cirkularizace

transdukovany fragment



TEST INTERGENOVE KOMPLEMENTACE (CIS-TRANS TEST)
REALIZOVANY ABORTIVNI TRANSDUKCI
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SPECIFICKA TRANSDUKCE

Specificka (specializovana) transdukce je zalozena na indukci
integrovaného profaga. Transdukovana muze byt jen specificka a
omezena oblast bakterialniho chromozomu, ktera priléha k
inzercnimu mistu profaga.

Modelovym systémem je transdukce zprostredkovana fagem
lambda u E. coli.

Life cycle of phage A
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VZNIK TRANSDUKUJICICH CASTIC FAGA A PRI SPECIFICKE TRANSDUKCI

Frekvence vzniku transdukujicich castic = 10-6 (na jeden virion lambda)

Ziskani fagového
lyzatu indukci UV-
svétlem z lyzogennich
bunék E. coli

Lysogenic
chromosome

chybna excize

| <

lysT
] lysT A cos
al Y I
8 A ] c
cos
int
. cI
int bio  gal
bio s 7 7 Vv 7 .
genom defektni fagové Castice
WT bacterial WT 4 Agal bacterial Ad.gal
chromosome chromosome chromosome molecule

Min.pozadavek Ld gal: cos + ori ~ Lpgal



MOZNE ZPUSOBY VYCLENENi PROFAGA LAMBDA
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Rekombinace v recipientnich bunkach gal- infikovanych
transdukujicim fagem Adgal+

Zaclenéni \dgal* v misté attB vytvafi parcialni diploidy gal*/gal™.

Ndgal®

2 attPB
~____— mistné-specificka
recipientni big rekombinace
attB 11y

chromozom gal~ \\**

l zadlenéni Ndga!

‘ﬂ’ P B

W ty
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()

Dvojnasobny crossing-over vede k zaGlenéni alely gal* faga Ndgal*

do chromozomu hostitele.
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Vé o

GENOM TRANSDUKUIJICI FAGU
Adgal a Adbio
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Po deleci att na bakteridlnim chromozomu mohou byt vyuzita sekundarni mista att
- pak dochazi k transdukci jinych oblasti chromozomu.



Ruzné rekombinacni udalosti pri specifické transdukci

(a) homologni rekombinace

a!tr’ 2xC
ysT RISk 11/>T 89 fag os

() reverzni rekombinace v merodiploidni rekombinanté

A int
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Iys bio \
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(d) vytvoreni lytického lyzatu HFT (pfi vysoké MOI)
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Infekce nelyzogennich bunék figem dgal+
Asi 0,001% bunék ziska gal+

A

Transduktanty typu | - nelyzogenni
" Recombination gal* stabilni buniky gal+
> W cr
\ R O (haploidni)
Ngal- mutation  2XCO- . Type | B
- heterogenot
Transduktanty typu Il - lyzogenni (éasteny diploid)
 Recombination gal* A gal”

CTypell |
Segregation by
recombination

.IE[- 1% bunék bude gal- nebo gal+
gal- segregani

Excised gal* phage defektni

¢

Figure 18-9. Productioﬁ df type I and type Il Agal transductants and segregation of gal~ cells from
atypell ce_ll.-- 2o ' RN :



VZNIK LYZATU TRANSDUKUJICICH S VYSOKOU FREKVENCI

(LYZAT HFT)
cos
S Dvojnasobné
poraliare T i3 lyzogenni kmen
(A + A dgal)
l Indukce UV svétlem
o7 gal* R
Cos PB’
X
gal BP
J Excize a zabaleni fagovych
genomu
A — Lyzat HFT (50% d&astic je
AAGa] ————— transdukujicich)

gal*



VYUZITI TRANSDUKCE

Analyza specifickych oblasti bakterialniho genomu (gal operon)

Mapovani genu

Charakterizace transpozonu — heteroduplexni analyza

Analyza fagovych genomu pri konstrukci vektort (odvozenych z faga lambda)
HGT: Objasnéni evoluce bakterialnich genomu

DNA ve fagové ¢astici je chrdnéna pred plsobenim nukleaz

Rada fagli ma iroké rozmezi hostitel(l (P1 — infikuje G- bakterie)

Mohou byt prenaseny plazmidy nebo transpozony s Sirokym rozmezim hostitelq,
chromozomové geny jen v pripadé homologie



Prenos (transdukce) ostrovu patogenity u S. aureus

SaPI1: 15 kb ostrov patogenity u S. aureus, nesouci gen tst zodpovédny za syndrom
toxického Soku (TSST1) - (horecka, exantém, hypotenze, olupovani kuze).

SaPI1 je mobilizovan fagem 80a. Kdyz fag 80a infikuje bunky S. aureus nesouci
SaPI1, vyc¢lenuje se ostrov z chromozomu a replikuje se pomoci proteint fagového
replikacniho aparatu. Geny ostrova zpUsobi, ze fag 80a vytvari mensi hlavy, které
pak zabaluji prednostné DNA ostrovu spiSe nez vlastni fagovou DNA. Kdyz
vytvoreny ,,pseudofag” infikuje dalsi bunku, je DNA ostrova injikovana do buriky,
kde se zaclenuje do chromozomu pomoci svého vlastniho Int proteinu.




OBECNA STRUKTURA OSTROVU PATOGENITY

core Ostrov patogenity core
§ Gen pro . .
tRNAyntegrézu Inzercni

F sekvence

DR : : DR
Geny pro virulenci

v

T T —— W
18749/ i 0 0 0 g g 0 0 0 g

Pocet nukleotidU



VYZNACNE RYSY OSTROVU PATOGENITY

Nesou jeden nebo nékolik genti pro virulenci

Jsou pritomny jen u patogennich kmenl daného druhu

Predstavuji relativné velké useky genomu (10 — 200 kb)

Maji odlisny obsah GC a jiné vyuzZivani kodonu

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

Jsou Casto spojeny s mobilnimi genetickymi elementy.

Casto jsou ohrani¢eny DR (16-130 bp) - rozpozndavaci mista pro enzymy zajistujici
integraci a excizi mobilnich element( (integraza nebo transponaza)

Jsou Casto nestabilni a jsou deletovany s riznymi frekvencemi.

Maji mozaikovitou strukturu — jsou slozené z elementu, které se béhem evoluce

v rizné dobé a z ruznych zdroju akumulovaly do uréitych mist.



MODEL AUTOTRANSDUKCE

Nature Communications, 2016




LYZOGENNi KONVERZE

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

P¥iklady:

Fag lambda: E. coli — rezistence k séru, schopnost prezivat v makrofagach
Fag 361 (pribuzny fagu lambda): E. coli — Shiga toxin

Fag B : Corynebacterium diphtheriae — diftericky toxin (zaskrt)

Fag CTXd: Vibrio cholerae — toxin cholery

Fagy u S. aureus: fibrinolyzin, enterotoxin

Fagy beta-hemolytickych streptokoku sk.A: erytrogenni toxiny

Fag u Clostridium botulinum: botulotoxin

Fag u Clostridium tetani: tetanotoxin

Fag u Salmonella: zmény somatickych antigen(



Kapsdukce - Rhodococcus capsulatus
8 protein, pramér hlavy 30 nm, bicik 30-50 nm. Nebyly identifikovany fagy pribuzné s GTA.

Rhodobacter capsulatus 0 .
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Class: Alphaproteobacteria RCAP_rcc01080
Order: Rhodobacterales
a
Family: Rhodobacteraceae
GTA genes
Genus: Rhodobacter Prophage
(7) orphage
Species: R. capsulatus

l

Expression and
replication
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PARAMETRY PRENASENE DNA KAPSDUKCI

* velikost prenasené DNA = 1,5-2 kb (az 5 kb)

* DNA je heterogenni, tj. je bakterialni

* prenos aZz 3-4 genl na jednu ¢3stici GTA

* 10° GTA/ml pro dany marker

* prenos vsech chromozomovych markerd

» frekvence rekombinant 104-5/marker/buriku

» frekvence , kotransferu“ geni F=1 - (dL)2

* (d=vzdalenost marker(, L = délka prendseného Useku DNA)

Prenos je regulovan bakteridlnimi geny, které indukuji expresi strukturnich genu
GTA béhem specifické rustové faze bunék
Dalsi GTA — Silicibacter pomeroyi aj. morsky bakterioplankton - pocet gend kddujicich
kapsid, bicik, portal, zabalovani DNA
= zhruba 15 genl podobnych GTA u R.c.



Uloha GTA v evoluci moiskych bakterii

Roseovarius nubinhibens, Reugeria mobilis

* GTA prenaseji geny mezi rdznymi druhy morskych bakterii

* Frekvence prenosu genli = 6.7 x 1073 az 4.7 x 107! jsou tisickrat az milionkrat
vyssi nez frekvence prenosu transformaci nebo transdukci.

* Umély prenos gent AntR v uzavienych nddobdach s morskou vodou —az 47%

bakterii ziskalo tyto geny a integrovalo je do svého genomu

Stejny zpUsob prenosu gent i mezi klinickymi kmeny?

GTA = ,,promiscuous little bastards”



