Konjugace



Pozoruhodnou vlastnosti mnoha
plasmidu

je Jejich schopnost prenaset se z jedné bunky do

druhé procesem, ktery nazyvame konjugace.

Donorova bunka F+ je bunka, ktera obsahuje
plasmid, ktery se prenasi

Recipientni bunka F- je bunka, do které se
plasmid prenasi

Podobne rozliSujeme donorovy a recipientni
kmen nebo donorovou a recipientni kulturu.

Recipientni bunka, ktera ziskala DNA konjugaci
se nazyva transkonjugant nebo konjugant.



Jakakoliv bakterie nesouci
konjugativni plasmid
je potencialni donor plasmidu,

protoze muze dojit k jeho prfenosu do
dalsich bakterii, které plasmid neobsahuiji.

Jakeékoliv baktérie, co nenesou plasmid
jsou potencionalnim recipientem plasmidu

Donory plasmidu byvaji oznacovany jako
male.



Konjuguijici bunky

» Byvaji oznaCcovany jako rodiCovske



Konjugativni plasmidy jsou nejvice
prostudovany
U G- baktérii rodu Escherichia a

Pseudomonas

U G+ baktérii rodu Enterococcus,
Streptococcus, Bacillus, Staphylococcus a
Streptomyces

Konjugativni (nebo mobilizovatelné)
plasmidy pravdepodobné maji vSechny
baktérie

Prenaseji se mezi bunkami jednoho druhu



Plasmidy promiskuitni

Se mohou prenaset mezi nepribuznymi druhy

Napr. plasmid pKM101 (IncN), plasmid RP4
(IncP)

Plasmidy IncP skupiny se mohou prenaset do
vSech G- baktérii a s nizkou frekvenci i do G+
bakterii (Streptomyces)

Byl popsan i plasmid prenasejici se z E. coli do
kvasinek.

Tyto prenosy jsou vyznamne evolucne.



Velikost konjugativnich plasmidu E. coli

» Konjugativni plasmidy byvaji velké —
nesou hodné genu, nezbytnych pro
konjugaci.

* Nazyvaji se tra geny (podminuji prenos
DNA z jedné bunky do druhé)

* U plasmidu pKM101 je znamo 11 genu fra



Geneticka a fyzikalni mapa konjugativniho
plasmidu pKM101 (Snyder 1997)
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Flgure 5.1 Physical and genelic
map of the self-transmissible plas-
mid pEM101, oriT is the origin of
plasmid transler. The tra genes en
code the many tranfer functions
discussed in this chapter. The
mucA and mugB genes enhance U
mulagenesis by coding for analog
of the £, coli umul and unuC
genes (see chapter 10). From S.
winans and G. Walker, J. Bocteriof
161:402-410, 1985.



Pro vsechny konjugativni plasmidy
je spolecné to
* 7€ |sou na nich umisteny geny, ktere

podminuji prfenos plasmidu z donorove
bunky do recipientni (transferove tra geny)

* Ovlivnuji fenotyp bunky tim, ze koduji
syntézu vlaken oznaCovanych jako pilusy

 Prostrednictvim téchto vlaken se donorove
bunky spojuji s recipientnimi
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Konjugacni proces zacina

* interakci pilust donorové bunky se specifickymi
receptory proteinove povahy v povrchu
recipientnich bunek

* Pri této interakci dojde k tesnemu priblizeni
bunek a ke vzniku otvoru v donorove |
recipientni bunce

» Timto otvorem prechazi plasmid z donorove
bunky do recipientni a to tak, ze soucasne
dochazi k replikaci prenaseného plasmidu,
béhem niz 1 kopie plasmidu zustava v donorové
bunce a druha prechazi do recipientni.



Geny tra koduji mj.

syntézu proteinu pilinu,
z nehoz jsou tvoreny pilusy
Na 1 bunku E. coli pfipada asi 1-10 pilusu

Vnitfek pilusu tvofi dutina o pruméru asi
2.5az3 nm



Ruzna morfologie pilusu

Pilus kddovany plasmidem pKM101 je
dlouhy a rigidni,

pilus F plasmidu je dlouhy a flexibilni,
pilus plasmidu RP4 je kratky a rigidni.
Nékteré pili slouzi pro adsorpci fagu na
povrch bunky (F specificke fagy, male
specifickeé fagy)



Pro konjugacni proces je nezbytna

* Ori T (transfer) sekvence na DNA
konjugativniho plasmidu

* (Isekvence odlisna od oriV, pocCatku
replikace)



Ori T sekvence a zacCatek prenosu

Je rozpoznavana endonukleazou (produkt tra genu)

oriT plasmidu F je mensi nez 300 bp, obsahuje
Invertovaneé repetice a je bohata na AT

Endonukleaza rozstepi DNA v jednom retezci

V tomto misté zaCina pusobit helikaza (dalSi produkt tra
genu), ktera rozmotava retézce.

Jeden retézec plasmidové DNA se 5 koncem zacne
prenaset do recipientni bunky

Protoze se tento konec uvolnuje po nastepeni
endonukleazou v misté ori vzdy na stejnem miste, je
pocatek, kterym vstupuje retezec plasmidové DNA do
recipientni bunky vzdy stejny.



Mechanismus prenosu DNA behem konjugace.
renos 1 retezce z donoroveé bunky do recipientni
Snyder 1997
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Figure 5.2 Mechanism of DNA transfer during conjuga-
tion. The donor cell produces a pilus, which is encoded by
the plasmid and contacts a potential recipient celf that does
not contain the plasimid. Relraction ol the pilus biings the
cells into close conlact, and a pore forms in the adjoining
cell membranes. Formation of the inaling pair signals the
plasmid to begin transler from a single-stranded nick al oniT.
The nick is made by plasmid-encoded tre funclions. The 5
end of a single strand of the plasmid is translerred Lo the re-
cipient through the pore. During transfer, the plasmid in the
donor is replicated, its DNA synlhesis being primed by the
3 OH of the ol nick, Replication of the single strand in the
recipient praceeds by a dilferent mechanism with RNA
primers. Both cells now contain double-stranded plasmids,
and the mating pair separates



Behem konjugace dochazi k
replikaci plasmidu

Nepreneseny retezec v donorove bunce je
matrici pro syntezu komplementarniho retezce,
ktery se syntetizuje kontinualne.

Podle retezce vytesnovaneho z kruznice do
recipientni buniky se syntetizuje diskontinualné
nove viakno DNA,

jeho replikace je katalyzovana DNA-
polymerazou lll recipientni bunky.

V recipientni bunce se potom dalsi replikaci
vytvori vice kopii téhoz plasmidu.



Replikace konjugativnich plasmidu
behem konjugace

* .Obr. Rosypal



Mnoho plasmidu kéduje

Viastni primazu
Primaza se syntetizuje v donorove bunce a
prenasi se spolu s DNA do bunky recipientni.

Tak je zabezpecCeno, ze ihned po prenosu zacne
syntéza komplementarniho viakna DNA

Tim, ze plasmidy koduji vlastni primazu, se
rozsiruje jejich rozmezi hostitele, protoze
nekteré bunecné primazy mohou byt odlisné od
plasmidovych



Transferové geny koduji

Nukleazu (provede zlom v 1 retezci DNA)
Helikazu (separuje oba retézce)

Primazu (nezbytnou pro syntézu RNA primeru
pro syntezu komplementarni DNA)

Dalsi produkty, které se podileji na prenosu
DNA z bunky na bunku

Napf. proteiny napomahajici priblizeni koncu
retézcu v recipientni bunce, coz je nezbytné pro
spojeni obou fetézcu do kruznicové molekuly.



Vysledkem konjugace

» Jsou 2 bunky — donorova a recipientni
(konjugant, transkonjugant), ktere obeée
obsahuji plasmid



Uginnost pfenosu

» Za optimalnich podminek se nektere
plasmidy mohou prenaset do bunek se
100% ucinnosti (po kazdem kontaktu)

* U jinych prirozene se vyskytujicich
plasmidu dochazi k expresi tra genu a k
prenosu jen po kratkou dobu



Byly popsany geny

* eex (entry exclusion)

« Zabranuji vstupu plasmidu se stejnymi
funkcemi Tra do recipientni bunky



U konjugativnich plasmidu G+
baktérii
» Se netvori pili

 Vstup plasmidu do bunky je umoznén tzv.
feromony






Produkty genu tra

* Mohou pusobit i na jiné plasmidy v burice



Mobilizovatelne plasmidy

« Témto plasmidum chybi nékteré geny tra
(asi 10 genu) nutnych pro vznik pilusu
* Pro svuj pfenos muzou vyuzivat pilusu

kddovaneho konjugativnim plasmidem, jez
se nachazi ve stejne bunce

» plasmid musi mit pro mobilizaci vlastni
oriT misto



Plasmidy izolované z prirody

Mivaji ori T misto a geny mob, jez jsou
analogické nékterym genu tra

mob geny napr. koduji
nukleazu, ktera stepi oriT misto
helikazu, ktera oddeluje retezce

Néekteré produkty genu mob rozsifuji
rozmezi hostitele (primaza)



Molekularni mechanismus
mobilizace

» Bunka obsahuje dva plasmidy:
« plasmid F (tra geny) a plasmid
mobilizovatelny (mob geny)

* Na obr. je znazornen prenos
mobilizovatelneho plasmidu



Schéma prenosu mobilizovatelného plasmidu.
Mechanismus mobilizace.
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Figure 5.4 Mechanism of plasmic mobilizalion. The
donor cell carries two plasmids, a self-transmissible plasmid,
F, which encodes the tru Tunctions thal promote cell contacl
and plasimid transfer, and a mobilizable plasmid (blue). The
mob functions encoded by Lthe mobilizable plasiid make a
single-stranded nick al o7 in the mol region. Transler and
teplication of the mobilizable plasmid then occur. The sell-
transmissible plasiid may also transfer.




Kdyz jeden plasmid mobilizuje
druhy

* Obvykle dochazi i k jeho prenosu
* Recipientni bunka ziska oba plasmidy



Umele byly zkonstruovany

Mobilizovatelné plasmidy,
které obsahuji pouze oriT misto
Vyuzivaji se v molekularni biotechnologi

AV A

pro prenos cizorodée DNA

Klonované geny jsou spolu s
mobilizovatelnym plasmidem prenaseny
do recipientnich bunek



Prenos bakterialniho chromosomu
plasmidy
* Plasmidy mohou prenaset i DNA sveho
bakterialniho hostitele.

* Nezbytné je, aby doslo k integraci
plasmidu do bakterialniho chromosomu.



K integraci plasmidu do
chromosomu

* dochazi homologni rekombinaci v miste
homolognich sekvenci (IS sekvence)

 |S sekvence musi byt lokalizovany na
plasmidu i v bakterialni DNA

» Takoveto kmeny s integrovanym
plasmidem se nazyvaji Hfr kmeny (high
frequency of recombination)



Integrace F plasmidu do chromosomu homologni
rekombinaci. Vznik Hfr bunky.
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Figure 5.5 integration of the I plasmid by homeologous
recoinbination between 152 elerients in the plasmid and in

the chramosome, Iormi'ﬁgj an Hir cell. Integration can also

occur through recombination of the iS3 or y9 sequences on .
e F plasmid (see Figure 5.3). '



Chromosom E. coli

» obsahuje 20 mist s IS sekvencemi, v nichz
se muze plasmid integrovat, ma-li
homologni IS sekvence



Konjugativni plasmidy v
integrovanem stavu

* Prenaseji chromosomalni DNA

* Integrovany plasmid exprimuje tra geny,
takze dochazi k tvorbé pilusu, ke kontaktu
donorove bunky s recipientni, ke stepeni
oriT mista a k prenosu DNA retezce



Nejprve se prenasi

» Cast plasmidové DNA a pak nasleduje
» prenos chromosomalni DNA.

* Geny, které jsou lokalizovany u 5 konce
oriT plasmidu jsou do bunek prenaseny
jako prvni

* Prenos celého chromosomu a plasmidu
trva pri 37°C asi 100 minut.

* Vysledkem je diploidni bunka



Vetsinou vsak dojde

K preruseni spojeni bunek
nebo ke zlomeni DNA retézce.

Proto v recipientni bunce nemuze dojit k
recirkularizaci DNA retezce

Prenesena DNA v8ak muze rekombinovat s
chromosomem recipientni bunky (obecna
rekombinace)

Pri teto rekombinaci jde o interakci mezi linearni
dsDNA z donorové bunky a kruznicovou dsDNA
bunky recipientni



Prenos chromosomalni DNA
integrovanym plasmidem
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Figure 5.6 Transler of chromosomal DNA by an inte-
grated plasmid. Formation ol mating pairs, nicking of the F
o T sequence, and transfer of the 5 end of a single strand of
I DNA proceed as in Leansfer of the T plasmid. Transfer of the
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Jeslize se donorova a recipientni
bunka lisi genotypem

 vzniknou rekombinanty, které muzeme
detekovat



Obecna rekombinace v merozygote
Rosypal 1981
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. Rekombinace v merozygoté.



K obecne (homologni) rekombinaci
dochazi pri

* konjugaci

* transdukci

* transformaci



Obecna rekombinace (Rosypal
2003)

« Krome mutace se na zméenach geneticke
iInformace podili rekombinace

* Obecna rekombinace je proces, kterym
vznika nova kombinace nukleotidovych
sekvenci, ktera je zpusobena crossing-
overem



Jako crossing-over se oznacuje

* Vymena nukleotidovych sekvenci mezi
dvema homolognimi molekulami DNA

* VVymena probiha zlomem a znovuspojenim

» Zlom a znovuspojeni predstavuje
nastepeni dvou paralelnich homologickych
polynukleotidovych retézcu a kfizove
spojeni fragmentu vzniklych timto
stepenim



Organismus, jehoz zmeneny
genom je vysledkem rekombinace

* Se oznacuje jako rekombinant
(rekombinanta)



Obecna (homologni) rekombinace
mUze byt
* Intergenova tj. probihajici mezi geny
homologickych vazbovych skupin nebo
* Intragenova tj. probihajici mezi
nukleotidovymi sekvencemi alel tehoz
genu

 (vazbova skupina: soubor genu, které se
nachazeji na stejném genoforu)



Obecna rekombinace probiha

Pfi nizkych frekvencich u vsech organismu
a to pri

tansformaci, transdukci a konjugaci
bakterii,

mezi virovymi genomy, kterymi je
infikovana hostitelska bunka a

behem meidzy eukaryotickych bunek



Mistne specificka rekombinace

* Je omezena na interakce viroveho
genoforu s DNA chromosomu
hostitelskych bunek.

 Pri techto interakcich dochazi k integraci
(zacClenéni do chromosomu hostitelske
bunky) a excisi virovych genoforu



Popis Hollidayova modelu obecne
rekombinace

* Nejléepe propracovan je u E.coli
* Viz Obr.198 Rosypal



Jednotlive kroky modelu

* 1. Parovani homologickych molekul DNA - musi byt v
tesném kontaktu, musi byt dostatecne homologicke tj. s
podobnou primarni strukturou DNA, k rekombinaci
dochazi mezi paralelnimi DNA retezci tj. mezi retezci se
stejnou orientaci fosfodiesterovych vazeb

« 2. Vytvoreni zlomu v paralelnich fetézcich — vlivem
endonukleaz

« 3. Vzajemné prostupovani fetézcu, jejich vyména a
asimilace - jeden retézec obou ds molekul DNA se svym
zlomenym koncem spoji s paralelnim retezcem druhé
dsDNA. Spojeni obou molekul dsDNA formou
prekfizenych asimilovanych homologickych DNA fetézcu
je tzv. Hollidayuv spoj (chi-struktura)



Hollidayuv model

1. P4rovani homalogickych molekul.
) A T-G-C-A- B \
5 ‘

T-A-C-G-T-G -—-—a 3

ORI, W, ¥ JER— .
3 -@.w:«mmmm A-jl' -éi_‘l‘:f: wmmwm&:ﬂ:m':?i 5

l

2. Vytvoieni zloma v paralelnich fetézcich.
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Obr. 198a

Schéma Hollidayova modelu obecné rekombinace



Pokr.

4.Posun Hollidayova spoje — k posunu dochazi podél
dvousroubovice, vlivem otaceni DNA. Dochazi k

postupnému posunovani prekfizenych DNA retézcu pfi
rekombinaci

5.Roztazeni Hollidayova spoje. V konecCné fazi posunu
se spoj roztahne do urciteho tvaru

6. Zruseni Hollidayova spoje (zruseni chi-struktury) -
nastépeni endonukleazami za vzniku produktu, které Ize
prokazat jako vysledek rekombinace.

Vysledné molekuly DNA jsou charakteristicke
heteroduplexnimi oblastmi, ve kterych protilehle useky
DNA nejsou zcela komplementarnl jestlize pochazeji z
ruznych alel téhoz genu



Hollidayuv model

5. RoztaZeni Hollidayova spoje.
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Obr. 198b

Schéma Hollidayova modelu obecné rekombinace



Hollidayuv mode

6. Zruseni Holiidayova spoje
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Obr. 198d
Schéma Hollidayova modelu obecné rekombinace



Heteroduplex je

* Hybridni molekula DNA, ktera se
vyznacuje neuplnou komplementaritou

* Pouze nektere molekuly se liSi v
kombinaci alel proti puvodni kombinaci

* Tj. na jedné molekule DNA jsou
kombinace alel Ab proti puvodni AB a na
druhé aB proti puvodni ab.



U baktérii dochazi k rekombinaci

» Bezne pri konjugaci

* Pri teto rekombinaci jde o interakci mezi
linearni dsDNA z donorove bunky a
kruznicovou dsDNA bunky recipientni
(dvojity c-0)

* (Jednoduchym c-0 se integruje

konjugativni plasmid do chromosomu v
misté IS elementu)



Rekombinaci

« Katalyzuji enzymy (RecA protein)

» Byly zjistény i u eukaryalnich organismu

» Lze predpokladat, ze eukaryalni
rekombinace se nebude lisit od bakterialni



Obecna rekombinace u eukaryi

 Ma znacny vyznam v prvnim meiotickem
déleni pfi segregaci chromosomu

* Na kazdy homologni par chromosomu
pripada 1 rekombinace

» Cetnost rekombinace na chromosom v
meiotickem jadre je podobna cCetnosti
rekombinace v ramci konjugace bakterii



U kvasinek i u ostatnich organismu

* Se v meioticke profazi uskutecnuje
prechodne dvojity c-o a to v tzv. horkych
mistech

» Tato mista jsou stepena nespecifickymi
nukleazami

* U bakteérii c-o probiha na chi-sekvencich



