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Horizontalni prenos genu v populaci bakterii
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TRANSFORMACE = PRIJEM EXOGENNI DNA BAKTERIALNi BUNKOU

1928: Griffith - Streptococcus pneumoniae
Zmeny virulence nevirulentniho kmene po pfidani usmrcenych bunék virulentniho

kmene.
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1944: Avery, MacLeod, McCarty
Dukaz transformujici aktivity DNA Streptococcus pneumoniae.
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Terminologie
Transformace

* u baktérii: prijem cizorodé exogenni DNA, zména vlastnosti

* ueukaryot: nadorova transformace

Transfekce
e u bakterii: prijem volné fagové DNA

* u eukaryot: prijem volné DNA, bunécné nebo virové

HGT transformaci — jak vnitrodruhova, tak mezidruhova (determinanty
rezistence Neisserie); tvorba hybridnich gent (mozaiky — homologni
rekombinace)

Uspésnost transformace — ovlivnéna aktivitou a. mismatch-reparacnich
systému, b. restrikéné-modifikacnimi systémy, c. pfitomnosti rozpozndavacich
sekvenci na DNA; geny kdéduijici tyto systémy = speciacni geny (podil na vzniku
novych druh()

Jak odlisite transformaci od konjugace nebo transdukce?
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TRANSFORMATION

193

TABLE 1. Transformable Organisms®

Natural

Artificial

Genera/species competence competence
Achromobacter Lo+ N.D.
Acinetobacter calcoaceticus +- N.D.
Anacystis nidulans + N.D.
Bacitlus

sublilis + +

sublilis L-form - +

stearothermophilus + +

thuringiensis - +

Various species - - +
Breuvibaclerium lactofermentum - +
Clostridium + N.D.
Deinococcus radiodurans - +
Escherichia coli - +
Haemophilus

influenzae + +

parainfluenzae + +

Various species o+ N.D.
Magnaporthe grisea - ¥
Methanobaclerium thermoaulotrophicum 2 N.D
Methylobacterium erganophilum + N.D
Moraxella

osloensis + N.D.

urethalls + N.D.
Mycobacterium smegmatis ? +
Hycoplasma - +
Neisseria

gonorrheae + .N.D.

meningitidis + N.D.
FPseudomonas

aeruginosa - +

stutzerl + ?

Marine species + N.D.
Rhizobium meliloti - +
Rhodopseudomonas sphaeroides - +
Saccharomyces cerevlslae - +
Staphylococcus aureus o N.D.
Streptococcus

faecalis ? +

pneumoniae + N.D.

sanguis + N.D.
Streptomyces - ¥
Synechococcus + N.D.




Prirozena transformace - priklady

TABLE 1 Bacteria active in gene transfer by transformation®

Species isolated from terrestrial

Phylum based on 16S

. . T ;
or aquatic habitats phylogeny
Protolithotrophic
Chlorobium limicola 1.0 X 10°? Chlorobi
Agmenellum quadruplicatum 4.3 x 107 Cyanobacteria
Anacystis nidulans 8.0 x 107 Cyanobacteria
Nostoc muscorism 12 % 107> Cyanobacteria
Synechocystis sp. strain 6803 5.0 x 107 Cyanobacteria
Chemolithotrophic
Thiobacillus thioparus 1077 X 1072 Proteobacteria
Heterotrophic
Mycobacterium smegmatis 1077 X 10°° Actinobacteria
Achromobacter spp. i Proteobacteria
Azotobacter vinelandii 9.5 x 1072 Proteobacteria
Bacillus subtilis 3.5 %1072 Proteobacteria
Pseudomonas stutzeri 7.0 X 1073 Proteobacteria
Deinococcus radiodurans 21 %X 1072 Deinococcus-Thermus
Thermus aquaticus 6.4 X 107* Deinococcus-Thermus
Methylotrophic
Methylobacterium organophilum 5.3 X 107 Proteobacteria
Archaebacteria
Methanococeus voltae 8.0 x107° Euryarchaeota
Clinical isolates of pathogenic species
Campylobacter jejuni 2.0 1074 Proteobacteria
Haemophilus influenzae 7.0 X 107* Proteobacteria
Helicobacter pylori 5.0 X 107* Proteobacteria
Neisseria gonorrhoeae 1.0 X 107* Proteobacteria
Neisseria meningitidis 1.1 X107% Proteobacteria
Staphylococcus aureus 5.5 X 107° Firmicutes
Streptococcus pneumoniae 29 X 1072 Firmicutes
Streptococcus sanguis 2.0 X 1072 Firmicutes
Streprococcus muitans 7.0 %10 Firmicutes

"Modified from Day (2002).

"Tf, transformation frequency (chromosomal marker transformants/viable cell),
‘ Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2nd ed.
¢ Transfer recorded but no frequency reported.



Obecné rysy prirozené transformace

Donorova buitka mssssss) Transformujici DNA (volna)

Recipientnibunka ve stavu kompetence

!

Prijem DNA a jeji zaClenéni do genomu

Vazba dsDNA na povrch recipientni bunky

Pohyb DNA pres bunécnousténu a membranu

Degradace jednoho retezce DNA

Translokace druhého retézce DNA do cytoplasmy

Stabilni zaclenéni jednoretézcového useku do chromozomu
homologni rekombinaci (RecA+).

A N

Prenos DNA transformaci je citlivy k nukleazam.



Zakladni kroky pri transformaci

DONOR Transformujici DNA ve volném stavu

)
RECIPIENT Kompetentni bunky

!

Vazba dsDNA na povrch bunky
‘ |
Rezistence k DNaze
Faze eklipse < l Restrikéné-modifika&ni systémy
Vstup DNA do bunky

\ l

Zacleneni DNA do genomu  grengracni procesy

!

Exprese

Homologni rekombinace




Charakteristika transformujici DNA

DNA: chromozomova, plazmidova, fagova (transfekce)

» velikost: 0,5 kb az nékolik desitek kbp (zhruba 5-10 gen)
e dsDNA, nativni stav

e konc. 1-10 mg DNA/ml kompetentnich bunék
* ze 100-200 molekul DNA se inkorporujejen jedna
e u plazmidovéa fagové DNA je nutnych 10 000 molekul

Pocet receptort na povrchu bunék pro prijem DNA:
S. pneumoniae: 80, B. subtilis: 50, H. influenzae: 5



Kompetence - stav, kdy je dana bakterie schopna prijmout DNA molekuly z prostredi

KOMPETENCE

e vysledek zmén v bunécné sténé - syntéza specifickych
proteinu

e zavislost stavu kompetence na fazi rustového
cyklu

e zavislost na hustoté bunék v populaci (tvorba
feromonu - guorum sensing)

* fyziologickefaktory - ovlivnénislozenim media,
teplotou a pH



Pheromones (Sp [74], Bs [3],
Ve [92, 153])
Nutrient limitation (Bs [61],

Hi [120], Ve [92]) ComX (Sp) Expression of genes
; : . ComK (Bs) ‘ required for DNA
High cell density (Sp [28], Bs -
[6 1g£|h Ve [92]) g Sxy/TfoX and uptake, processing
; Integrati : L
Antibiotic stress (Sp [29]) grauon — CRP (Hi, Vc) and recombination

. ) of signals
Mitomycin C (Sp [29])

Chitin (Ve [92]) Expression/activation

of master regulator(s)

Factors or conditions known
to stimulate competence
development

Prehled faktortu nebo rlstovych podminek, které maji stimulacni tc¢inek na
navozeni kompetence u S. pneumoniae (Sp), B. subtilis (Bs), H. influenzae (Hi) a V.
cholera (Vc), u nichz je regaulace navozeni kompletence nejlépe prostudovana.

Nejcasteéjsimi faktory jsou nedostatek zivin (Bs, Hi and Vc) nebo jiné formy stresu
(Sp).

U Sp, Bs a Vc jsou pouzivany systémy feromony zprostredkovaného quorum
sensing, které zasjistuji, Ze kompetence je navozena pfri vysoké koncentraci bunék.



Stav kompetence - STREPTOKOKY

e vyzadovano kompletni medium

* dochazi k syntéze faktoru kompetence - asi 16 protein

(bazické proteiny, nizkd m.h., podobaji se fdgovym proteinim a reaguiji s

receptory bunééné membrany pro prijem DNA)

* meni se morfologie bunék - dlouhé retizky

 aktivuji se autolyziny - ¢astecna lyze bunécné stény

* stav kompetence trva jen nékolik minut, ale Sifi se v celé
populaci

* quorum-sensing: koordinovana exprese genu podle aktudlniho lokalniho

mnozstvi bakterii produkujicich signalni molekuly) — vyuZiti reportérovych

genu
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NAVOZENI KOMPETENCE U B. SUBTILIS (G+)

e pozdni stacionarni faze — ucast Mg++ k aktivaci specifickych
nukleaz (17 kD endonukledza)

e zpomaleni syntézy DNA (jedna kopie chromozomu)

* syntéza novych polypeptidl (analogy proteinl pro

reportérovych
genu

* stav kompetence trva nékolik hodin

sporulaci, stres aj. .
* exprese gend pro reparaci DNA (SOB) } Vyuzit

NAVOZENI KOMPETENCE U H. INFLUENZAE (G-)
* regulovano interné, ve vhodném mediu az 100% bunek ve
stavu kompetence
* tvorba transformazomu a specifickych povrchovych proteint
* blokada bunécného déleni



TRANSPORTNI A POMOCNE PROTEINY

K prekonani bunécné stény (fyzikalnia elektrostaticka bariéra) je
vyzadovanznacny pocet proteinu.

Nékolik proteini ma klicovouulohu, ostatni jsou pomocné:

A) PSCT proteiny: skupina protein( Uzce spjata s povrchovymi aktivitami: pilus,
sekrece, kompetence a twitching (trhavy pohyb). Knokaut (Tn) téchto geni
vede k dramatickému snizeni transformovatelnosti.

B) Dalsiproteiny patfi mezi Com (Bs) a jsou analogickéu rtznych druhu:
ComEA —vazbaa transport pres sténu, ComG zvySuje porozitu, a rada
dalSich interagujicich proteint napt. Por (periplazmaticky protein u Hi),
ktery je esencidlni pro prenos — asi zajistuje optimalniterciarni strukturu
nékterého z faktor(i kompetence.

DalsSiproteiny funguji analogicky jako SSB proteiny.

C) Nukleazy — U Bs a Sp — Stépi navazanou DNA, a nukledaza EndA u Sp
stepi pak jeden retézec od 5°konce a ta vstupuje 3’koncem do
cytoplazmy.

D) SSB-proteiny — stabilizace ssDNA,vazba RecA



a Gram-negative bacteria b Gram-positive bacteria
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Gram-positive bacteria
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Klicové kroky transformace u G+

a G- bakterii

l. G+

Tvorba pilusu (proteiny ComGC) —
prichyceni dsDNA, DNA receptor ComEA,
transmembranovy pér ComEC

S. pneumoniae — endonukledza EndA
degraduje jeden z retézci dsDNA;
translokace ssDNA pres ComEC za pomoci
ComFA (ATP dependentni)

Il. G-

N. gonorrhoeae — PilQ sekre¢ni kanal
umoznuje proniknuti dsDNA a PilE (pilus)
pres vnéjsi membranu, pro pfijeti DNA do
bunky ComGA, ComGB).

ssDNA je vazana proteinem DprA (DNA

processing protein A) ‘

Vyhledani homolognich mist na
chromozomu (RecA), homologni
rekombinace. Nehomologni oblasti
jsou methylovany a nasledné
rozstépeny (R-M systémy).



Transformace u G+ bakterii

proteins

Peptidoglycan
cell wall

Cytoplasmic
membrane

Cytoplasmic
membrane

ComEA — proteinovy receptor pro dsDNA

ComG — analog proteinu PilE u Neisseria, pseudopilus
EndA — endonukleaza, tvorba ssDNA u S. pneumoniae, u B.
subtilis nebyl identifikovan analog)

ComEC — tvorba transmembranového tunelu pro ssDNA,
vyzaduje ATP (ComFA — B. subtilis; PilT — Neisseria)



Regulace vyvoje stavu kompetence pomoci quorum sensing
u B. subtilis

Protein ComP (senzor) kontroluje

koncentraci feromonu ComX, po jeho

zachyceni se sam fosforyluje a prenasi

Gl e - fosfat na ComaA (protein- regulator

N\ [ComXpepiide]  zprostiedkujici odpovéd) —

/ fosforylovany CamA-P pUsobi jako
transkripéni aktivator nékolika genu

zodpovédnych za kompetenci
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J/ Indirect activation i A % i ieiichz
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| CSF hladina odpovida koncentraci bunék v
5
Competence j populaci.
gene expression PhrC : .A.-_qv CSF
o Jsou vytvareny jako prekurzory, jako
o5

hotové jsou uvolnovany do prostredi
a naredovany, takze vysoké
koncentrace je dosazeno pouze pfi
vysokém poctu bunék.
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Transformace u G- bakterii

Y  N. gonorrhoeae

¢) PilQ PilQ
(seetin) (secretin)

boGh Outer Hl
membrane

Quter
membrane

Peptidoglycan .

cell wall | —— :
Nuclease
Cyto;:;)lasmlc e Cytoplasmic
membrane membrane

U G- musi hydrofilni DNA prekonat hydrofobni vnéjsi membranu pred vilastnim
vstupem do bunky pres cytoplazmatickou membranu.

Systém na vnéjsi membrané — 12-14 kopii sekre€nich proteint — PilQ
(Neisseria) — prenos dsDNA; ComA — pro prenos ssDNA — degradace nukledzou
= pilus systém |V; sekrecni systém Il. typu — vyznam v patogenité
Transformazomy — vezikuly vazajici dsDNA, preprava pres vnéejsi membranu do
bunky



Transformazom — povrchové struktury pro pfijem DNA u G+ i G- bakterii

: DNA fragment
Peptidoglycan
cell wall ~/|— ,Transformasome

“ﬂ 5. The transformasome
binds extracellular DNA
(ATP) and transports one strand
/ \while degrading the other.
= L

DNA fragment

1. Competence factor {Cﬂ*is\

synthesized as a large Cytoplasmic Peptidoglycan .
precursor that 1s processed to t membrane cell wall

— ,Transformasome
the active form prior to export, _/

5. The transformasome
binds extracellular DNA
and transports one strand
while degrading the other,

-
2. External CF -
concentration P:E
increases along with
cell number until
CF can bind and
activate the ComD
sensor kinase.

i

Competence factor export

ComE /Tl..

Come—® f‘}mx# | cgl operon | -{] cel operon } -]
S @ S /‘ )

-
3. After autophosphorylation, 4. SigH is needed to

the phosphate on ComD is transcribe other genes
transferred to ComE. ComE-P encoding components
activates transcription of the of the transformasome.
sigma factor H gene, k




TRANSFORMAZOMY U H. INFLUENZAE

Specificka rozpoznavaci sekvence na DNA : AAGTGCGGTCA(USS
=uptakesignal sequence; DUS= DNA uptakesequence; u N. gonorhoeae:
GCCGTCTCAA)

Recognition
protein

Pocet sekvenci na chromozomu= 734+ a 731-;

H. influenzae ma 62% AT, takze by se statisticky oCekavalojen 8 mist, a ne 1465
(sekvence je bohata na GC).

61% téchto sekvencise nachaziv ORF, kazda zhruba na 1 248 bp.



Metody studia kinetiky procesu transformace



Detekce optimalniho stavu kom petence
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ZvysSovani poctu plak
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fagové DNA indikuje
stav kompetence.
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casticemise béhem
rustu kultury vyrazné
nemeni



Stanoveni saturacni koncentrace DNA

Saturacéni
koncentrace DNA
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Procesy po vstupu DNA do bunky

ssDNA — vysoka citlivost k degradaci, vazba SSB proteint (DNA
replikace)

ssDNA — substrat pro RecA protein — rekombinace
transformované DNA

RecA — homologni rekombinace transformované ssDNA s host
DNA

Délka ssDNA inkorporované do chromozomu cca 8,5 - 12 kb —
oveéreno kotransformaci genetickych markert

Modely prirozené transformace

a. Efektivita prfijmu DNA
b. Specifita prijmu DNA
c. Geneticky dikaz prijmu ssDNA



a. Efektivita priimu DNA

Vee

Stanoveni ucinnosti prijmu DNA pri transformaci

Radioaktivné j © Recipientni

znacena DNA bunka

$ 7B

l N5 pasobeni DNazy v rtiznych

P ey, casovych intervalech
gt

l

Naneseni na filtr, promyti a stanoveni radioaktivity DNA v bunkach — DNA,
ktera nebyla prijata, je rozlozena DNazou a prochazi filtrem

b. Specifita priimu DNA — specifické sekvence pro prijem DNA u H. influenzae, N. gonorrhoeae



c. Geneticky dikaz prijmu ssDNA

Geneticky test pro ovéreni stavu DNA pri transformaci

1. DNA Arg+ el
je pridana k é? ff
recipientnim
bunkam Arg-

Casovy interval I. 0 min Casovy interval Il. 2 min. Casovy interval lll. 15 min

2.V riznych
casovych o
intervalech je DNA je . Vv uvnce ’? DNA je zaclenéna do
., jednoretézcova a chromozomu a ie
ridana Sxtraceiularnia nemuze se vazat nozomu al
P je degradovana dvouretézcova

DNAaza na recipientni

3. Extrakce

DNA a jeji
pridani k
bunnkam Arg-
Transformanty Transformanty
nevznikaji nevznikaji
Transformanty
Faze eklipse = ¢asovy interval, kdy nelze DNA z Arg+ vznikaji

povrchu bunék odmyt ani ji v bunkach prokazat



Prijem DNA bunkou

vzajemna kom petice mezi molekulami exogenni DNA

Bunka PenS$ + DNA (PenR) + DNA brzliku

Number of Pen-r transformants

AL
’konstantni pomér /

dD

Denature

J

Native DNA

Amount of added calf thymus DNA

Denaturovana DNA z brzliku
neovliviuje pfijem DNA (PenR),
nativhiDNA ano a snizujetak
vysledny pocet transformanta.



Experimentdlni stanoveni zplisobu zaclenéni exogenni
DNA do genomu recipientni bunky

Tésné vazané markery MaN

m, n=citlivost kantibiotiku
M, N=rezistence kantibiotiku

o Recipient

Transformation

withmnorM <« DONOr o fenotypu Mn
DNA fragments

Donor substitution Donor addition

g e | SelekcenaM
I | )
Fragmenty 7
DNA zdonora 9 o
M N mN M
- - e —gans
-\_ |
Phenotype: Mn or MN Phenotype: MN
Stejnécetné fenotypy Fenotypbudevidy N

(n aN) (alela Nnebude nahrazena)




Experimentalni dukaz zaclenéni jednoretézcového uUseku
donorové DNA do chromozomu recipientni bunky

BACTERIAL TRANSFORMATION

= t8ikd , DNA
Heavy Donor DNA

Entry Recombination
—_ >

Light recipient Transformant

bacterium

Usek hybridni DNA

|

ultracentrifugace



Sekvence s vysokym

Integrace transformuijici
DNA do homologniho
regionu recipientni bunky
a ,,mismatch repair”
prendsené alely:

d.

Zparovani homolognich
oblasti dvou DNA
molekul

Lokalni odvinuti
dvouvlaknové DNA
Nastépeni duplexni
oblasti endonukleazou.
Doplnéni mezer
polymerazou a spojeni
zlomu ligazou.

Oprava ,,mismatch” na
druhém retézci.

()

(d)

“(e)

mutation

Replaced segment

mutantni vs. ,wild-type” fenotyp

Mutant transforming

endonucle.se

" 3-strand ed

Mismatched



TRANSFORMACE DIMERNIMI MOLEKULAMI PLAZMIDOVE DNA

A Break, C DA B C DA B
C DA B C DA B

l B Transformation

Transformant



Mapovani genu pomoci transformované DNA

Dva geny se budou prenaset spolecné, pokud jsou tak blizkosebe, ze mohou byt na
stejném fragmentu DNA = kotransformace

Recipient cell

R } N\E -
"f D E -"'{b ¢ \,
c = a & o )
— 2 e Mapovani genii pomoci transformace
Jr -t

B
L C
i Kotransformace gent

DMNA fragmenis Chromosomal DMA ' -
from donor cells a, b nebo cs genem x

; D bacteri H
Recipient cell lakes Tor ERE (na jednom fragmentu
up donor DNA a +#\ DNA) neni moina=
4 ° v
b X geny nejsou ve vazbé
= &
Bf" F c ’ '
il 'd'.:‘ ‘ i .
J Isolation of DNA, obtaining -~
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ZREDOVACI TEST NA KOTRANSFORMACI
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MAPOVANiI GENU U B. SUBTILIS S VYUZITIM TRANSFORMACE
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BIOLOGICKE FUNKCE PRIJMU DNA

1. Regulace genové exprese 4. Zdroj Zivin a energie
Napfr. u neisserii: variace antigennich vlastnosti - Exprese (rozklad DNA extracelularnimi
pilinovych genl je regulovana intrachromozomovou nukledzami, pfijem slozek DNA, napt.
rekombinaci mezi rezidentnimi silentnimi pilinovymi geny a  nukleotidd specifickymi drahami) —
pilinovym expresnim lokusem nebo integraci silentniho genu  Rozklad jen jednoho retézce.
na vstupujici donorové extrachromozomové DNA (po autolyze
bunék) za tvorby intragenni minikazety.

2. Protekce bunék pred bakteriofagy

RGzné kmeny S. pneumoniae maji RM systémy Dpnl a Dpnll

kodované alternativnimi kazetami ve stejném lokusu na

chromozomu. Oba systémy rozpoznavaji stejnou cilovou

sekvenci, ktera se vsak liSi stavem metylace. Fagy 3| 3| 3 ] 3 3 3 ]

propagované na jednom kmeni jsou restringovany na

druhém a naopak. Transformaci DNA z donorového kmene  wiradiation  /
induces damage |

zmeni recipientni kmen diky homologni rekombinaci svij RM o bna
systéem.
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3. DNA reparace their DNA

Vstupujici homologickd DNA je pouZita pro rekombinani tusona i ke

reparaci lézi na DNA pfitomnych na chromozomu recipienta. P other

7& A FayivAni e replaces their
Transformace vede ke zvySenému prezivani kompetentnich damaged DNA
(sexudlnich) bunék ve srovnani s nekompetentnimi °Yrecombination

(asexualnimi) bunkami po ozareni UV svétlem.



Ilatllfe Interbacterial predation as a strategy for DNA acquisition in
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Stav kompetence a transformace DNA v laboratornich podminkach



UMELE NAVOZENA TRANSFORMACE

A) Transformace u E. coli: Ovlivnéni propustnosti bunécéné stény divalentnimi
ionty (Ca, Mg, Rb) a dimetylsulfoxidem - zména integrity a organizace
lipopolysacharidové vrstvy, vystaveni bunék nizké teploté, hladovéni. Vstupuijici
plazmidy zrejmé nejdrive interaguji se specifickymi kanaly v povrchu stény
bunék (pocet kandli10 do 200). Teplotni Sok 42- 45°C indukuje faktory
zvysujici kompetenci. Prijimani DNA je neselektivni, do bunék mohou
vstupovat i zcela nepribuzné plazmidy.

U&innost transformace plazmidd je vysoka, chromozomové DNA nizka (mutace
podjednotky D RecBCD-nukleazy zyvsuje ucCinnost prijmu linearni
chromozomové dsDNA). Tato nukledza degraduje linedarni DNA od jejich koncd.
Alternativné lze pouZit ,recombineering®, coz jsou rekombinacni systémy fagu.
DNA se vnese do bunék exprimujicich tento systém, jehoz slozkou je protein,
ktery inhibuje RecBCD.

B) Transformace zprostredkovana PEGem. Postup pro G+, které nemaji prirozenou
kompetenci.

Bakterie zbaveny enzymaticky peptidoglykanové vrstvy, preneseny do osmoticky
stabilniho média, pridavek PEG — fuze membran, precipitace DNA.

Regenerace bunék.

C) Elektroporace

D) Biolisticka metoda



Prenos plazmidovych vektoru do
hostitelskych bunék

Transformace:

e bakterie uvedeny do stavu kompetence (u E.coli
pusobenich chloridu vapenatého za nizké teploty)

e po pridani DNA a kratkém zahrati na 42 °C) prechazi
transformujici DNA do bunék

Elektroporace:

e bunky jsou vystaveny kratkému elektrickému impulsu
0 vysokém napéti — v bunécné sténé vznikaji pory,
kterymi exogenni DNA vstupuje do bunék



Transformace bakterialnich bunek

e zavisla na stavu kompetence bunék
e u nékterych bakterii se stav kompetence
objevuje prirozené (S. pneumoniae)

e u E.coli se pripravuje uméle - promytim
bunek ledovym CaCl,

- pridani DNA
- mirny teplotni ,,Sok“ (2 min, 42°C)

- kratka inkubace v rustovém médiu
(zotaveni bakterii, exprese selekcniho markeru)



Transformace tepelnym
sokem s vyuzitim CaCl,
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Transformace bakterii elektroporaci

Promyti bunék vodou (odmyti elektrolytu z
rustového média)

kratky elektricky puls o vysokém napéti
docasné otvory v bunécném obalu
vstup DNA do bunky



Transformace elektroporaci
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Transfekce fagovou DNA .. e,

trans fection

Do bunék je prenasena fagova DNA nebo R

Detekce Uspésné transfekce se provadi na narus
bunék citlivych k fagu, k nimz byly prida " :
transfekované bunky pokud doslo k transfekci, ty = ¢ \9
buriky uvolnuji fagové castice infikujici bunky | \ .
misce. cectopoatin —Uotocion

U urcitych fagl transfekce nevede k reprodukci
fagl, nebot k Uspésné reprodukci jsou zapotrebi
nékteré proteiny pritomné uvnitr fagovych
kapsidu, které jsou pri normalni infekci injikovany
spolu s DNA do cilovych bunék:

RNA-polymerdza pro transkripci fagovych gen;
RNA replikdaza u RNA fagu.



