Bakteriofagy



Bakteriofagy (fagy, bakterialni viry)
rozliSujeme na

Virulentni: zpusobuiji lyzi bunék

Mirné (temperovanéeé): zpusobuji bud' lyzi
nebo se jejich DNA zacleni do
chromosomu bunky, coz ma za nasledek,

ze bunka nelyzuje a infekci prezije



Podle typu genomu patri vetsina
bakteriofagu do techto skupin

* ds DNA viry

(T4, P22 s permutovanymi geny, T7s
nepermutovanymi geny,

lambda, P2, fi80 s koheznimi konci, )
* ss DNA viry

(M13, f1, ® X174)
* ds RNA viry
* +ss RNA viry

(f2, MS2, Q_)



Bakteriofagy se klasifikuji

» Také do morfologickych skupin



Bakteriofag T4 (E.coli)

Je virulentni
Genom je tvoren linearni ds DNA o délce 160 kb
Misto C obsahuje hydroxymetylcytosin

Na DNA je lokalizovano 300 genu, 30 z nich
zajistuje pomerne rychlou replikaci fagové DNA
v hostitelské bunce

Geneticka mapa faga je kruhova (ma cyklicky
permutované geny tzn., ze viriony maji ruzné
pofadi genu)

Nekteré geny faga T4 obsahuji introny



Schema virionu T4 (Rosypal
2003)
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Infekce bunky

* Viriony se naadsorbuji na povrch bunky

 Pomoci proteinu v bicikovych hrotech se
spoji se specifickym bunecnym
receptorem

» Kontrakci biCiku je umoznéena injekce DNA
do bunky



lhned po infekcl

» zastavuje fag syntézu hostitelske DNA,
RNA a proteinu

» Diky exprese genomu faga T4



Exprese genomu faga T4

Pusobenim RNA-polymerazy hostitelské bunky
dochazi k transkripci genu rané faze exprese
(pfed replikaci fagové DNA) — genu kodujicich
enzymy pro rozklad DNA hostitelske bunky,
cytidylazu hydrolyzujici volny dCTP,

enzymy pro syntéezu HMC

a pro glukozylaci (glukosylaci je DNA faga
chranena proti ucinku restrikCnich nukleaz v
hostitelské bunce)

enzymy pro replikaci fagové DNA



Po syntéze enzymu kdédovanych
geny rane faze exprese

zacne probihat replikace DNA

V replikovanych molekulach jsou prepisovany
geny pozdni faze exprese za tvorby mRNA,

ktera je prekladana do proteinu, jimiz jsou
obalovany zreplikované molekuly fagové DNA
za tvorby virionu

Viivem lysozymu dochazi k lyzi hostitelskych
bunék a uvolnéni virionu



Exprese genomu bakteriofaga T4
(Rosypal 2003)
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Bakteriofag T7 (E. coli)

* Fag virulentni

» Strategie exprese genomu je zalozena na
logickém sledu 3 skupin genu, které se
prepisuji podle urciteho poradi. Jsou to



Geny prvni skupiny

* (geny brzkeé rané faze exprese) — jsou
prepisovany RNA polymerazou hostitelské
bunky na nereplikovane fagove DNA.

« Jednim z techto genu je i gen, ktery
koduje vilastni fagovou RNA polymerazu,

» kterou jsou prepisovany geny druhé a treti
skupiny.



Geny druhé skupiny

* (geny pozdejsi rané faze exprese) —
zahrnuji geny kodujici enzymy pro rozklad
DNA hostitelske bunky a pro replikaci
fagove DNA.



Geny treti skupiny

* (geny pozdni faze exprese) — geny
kodujici proteiny kapsidu a lyzi bunky



Exprese genomu faga T7

(Rosypal 2003)
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Specificita RNA polymerazy faga
T7 vudi viastnim promotorum

* byla vyuzita pri konstrukci klonovacich
expresnich vektoru.



Fagy s jednoretézcovou (ss) DNA

Malé fagy E. coli

Fag ® X174 ma sférickou kapsidu

Fag M13, fag f1 jsou vlaknité

Jsou tzv. male specifické, protoze se adsorbuji na
pilusy kddovane konjugativnimi plasmidy

Cely viaknity fag je pohlcen bunkou a proteinovy obal je

oddélen od DNA béhem pruchodu vnitfni
cytoplasmatickou membranou

Po replikaci je DNA opét obalena proteinem behem
pruchodu cytoplasmatickou membranou

Po vstupu ss DNA do bunky (+ retézec) zacCina syntéza
komplementarniho retézce DNA (-fetézec), Cimz vznika
ds DNA nazyvana replikativni forma (RF).



Viaknity fag M13

A dalsi fagy s ss DNA

Nemaiji fixni delku

Castice byva tak dlouhd, jak dlouha je jeji
DNA

Cizi molekuly rizné délky mohou byt ve
fagove DNA klonovany, aniz by doslo k
poruseni funkci faga

Proto jsou tyto fagy pouzivany jako
kKlonovaci vektory



Bakterialni viry s pozitivhi RNA
(+ssRNA)

Napf. viry MS2 a Qf3.

Genom obsahuje gen O pro obalovy protein, gen R pro
RNA-replikazu a gen P pro pripojovaci protein.

Po vstupu do bunky E. coli se genom nereplikuje

Protoze je tvofen + RNA, pusobi jako mRNA, takze se
na néj muze pfipojit ribozom a to na misto, kde je
lokalizovan gen O pro obalovy protein

Translaci tohoto genu se uvolnuje vlasenka blokujici
puvodné preklad na genu R

Po uvolneni vlasenky je umoznén vstup ribosomu na
gen R, takze se muze tvofit RNA replikaza

Pak zaCne syntéza pripojovaciho proteinu na genu P



RNA-replikaza

Katalyzuje replikaci pozitivni RNA na negativni a
negativni na pozitivni

Na cast molekul pozitivhi RNA se nejprve pripoji
jedna molekula pripojovaciho proteinu a pak
proteiny obalové za tvorby kompletnich virionu

Syntéza RNA-replikazy je regulovana
Kkoncentraci molekul obalovych proteinu, pfi
jejich kriticke koncentraci se synteza zastavi
RNA replikaza Q3 se vyuziva pri amplifikacich in
vitro




Strategie replikace a exprese

genomu RNA bakteriofagu
(Rosvnal 20003) _
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Bakteriofagy

 Mirné (temperované): zpusobuji bud lyzi

* nebo se jejich DNA zacleni do
chromosomu bunky, coz ma za nasledek,

» 7e bunka nelyzuje a infekci prezije



Bakterialni bunka obsahuijici
profaga se oznacuje jako

* Lyzogenni

* Lyzogenie je stav bakterialni bunky, v
nemz obsahuje profaga

* Lyzogenizace je souhrn pochodu, které
se rozvijeji po infekci bakterialnich bunek
mirnym fagem a smeruiji K jejich premene
na bunky lyzogenni



Je-li bunka infikovana mirnym
fagem
* Fagovy genom se v ni replikuje a proto
bunka zlyzuje, jako kdyby byla infikovana
virulentnim fagem nebo
« Fagovy genom prejde do stavu profaga a
bunka infekci fagem prezije.
* Profagem se rozumi provirus ve forme
fagoveho genomu.



Lyzogenni bunky se lisi od
nelyzogennich

ve vlastnostech, které jsou podmineny pritomnosti
profaga:

1. Schopnost syntetizovat viriony stejného typu jako
ten, kterym byly lyzogenizovany

Profag se muze z chromozomu baktérie uvolnit a zacCit
se replikovat

Uvolnéni profaga z chromosomu baktérii 1ze indukovat
fyzikalnimi nebo chemickymi faktory (UV-zareni,
mitomycin C)

Pri nizkych frekvencich probiha nahodné spontanni lyze
(bez pozorovatelného vlivu vnéjsich faktoru)



Lyzogenni bunky se lisi od
nelyzogennich

2. Imunitou vucéi infekci fagem, jehoz
genom je homologicky s profagem.
Podstata této imunity spociva v tom,
ze profag koduje syntéezu imunitniho
represoru,
ktery specificky zastavuje syntézu proteinu
potfebnych k syntéze virionu faga, jez je s
nim homologicky nebo blizce pribuzny



Prikladem mirneho faga je fag

* A (E. coli)



