Transformace

* Prirozena
 indukovana



Pri transformaci

» Bunka prijima volnou DNA ze svého
prostredi

* VVolna DNA pochazi z donorove bunky
(donora)

* DNA je prijimana recipientni bunkou
(recipient)

* Bunka selektovana po transformaci je
transformant



Prirozena kompetence

» Je stav, ve kterém jsou bakterialni bunky
schopné prijimat volnou DNA

» Bakterie schopné prijimat volnou DNA se
nazyvaji kompetentni



Prirozene kompetentni bakterie

o Patri do vice rodu G+ a G- baktérii

 (Bacillus subtilis a pudni baktérie,
Haemophilus influenzae, Streptococcus
pheumoniae, Neisseria gonorhoeae)



Objeveni transformace

» jako mechanismu prenosu genetickeho
materialu

* U baktérii Streptococcus pneumoniae

* Tim se zaroven potvrdilo, ze DNA je
nositelkou genetické informace



Streptococcus pneumoniae
tvori 2 druhy kolonii

* Drsné, nepatogenni (typ R)

» Hladke, patogenni (s polysacharidovou
kapsulou, diky niz bunky prezivaji v
infikovanem hostiteli a usmrcuji jej) (typ S)



Griffithuv experiment (Snyder
1997)
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V experimentu na mysich bylo prokazano

« Ze varem usmrcené patogenni baktérie
premenuji (transformuji) nepatogenni bakterie
na patogenni (byly izolovany z infikovanych
mysi)

« Totéz bylo pozdeji provedeno in vitro ve
zkumavce

« Tak bylo zjisteno, ze transformuijici latkou je
DNA



Kompetence

» Schopnost bakterialnich bunék pfijimat
volnou DNA

 VetsSina prirozené se transformujicich
baktérii muze prijimat DNA pouze v urcite
fazi rustoveho cyklu

* Obvykle pred dosazenim stacionarni faze
rustu



Geny, jez se ucCastni vzniku kompetence

Jsou nejvice prostudovany u B. subtilis
K navozeni kompetence dochazi, kdyz je
vysoka hustota bunék a

nedostatek zivin v prostredi



Stav kompetence je rizen

« Quorum sensing systémem

» Jedna se o dvojslozkovy regulacni systém
zavisly na sensoru:

* 1. senzorovy protein, membranovy, kinaza
(autokinaza) (katalyzuje fosforylaci)

« 2. regulacni protein — ziskava fosfatovou
skupinu od sensorového proteinu —
aktivuje transkripci nebo jiné funkce b.



Proteiny, jez se ucCastni vzniku kompetence
u Bacillus subtilis

ComP ... sensorovy protein v bunecné membrane.
Zachycuje informace o nedostatku zivin a o
dostateCné hustote bunek.

Protein se aktivuje se fosforylaci

ComA... protein, na ktery je prenasena fosfatova
skuplna z ComP proteinu.

Ve fosforylovaném stavu funguje jako transkripcni
aktivator mnoha genu,

vcetne operonu srfA, ktery je nezbytny pro vznik
kompetence



Regulace vyvoje kompetence u Bacillus subtilis
(Snyder 1997)
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Figure 6.2 Regulation ol competence developmentin
Bacillus subtilis. The ComP prolein in the membrane Senses
high cell density and is phosphorylated. The phosphate is
then transferred to ComaA, which allows transcription of
compeltence genes. The ComP protein phosphorylalion in-
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cooperales with an oligopeplide permease, the product of
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Proteiny, jez se ucastni vzniku
kompetence

Feromony kompetence ... peptidy, produkovane behem
rustu B. subtilis

Ke vzniku kompetence jich musi byt nasyntetizovano
velké mnozstvi, Cehoz je dosazeno pfri vyssi koncentraci
bunek

ComX...feromonovy peptid, jez vznika odstépenim z
delSiho polypeptidu. Umoznuje fosforylaci sensoroveho
proteinu ComP (neznamym mechanismem)

ComQ ...proteaza, ktera vystépuje feromonovy peptid

SpoOK...permeaza. Je aktivovana dalsim peptidem
kompetence, ktery signalizuje kritickou hustotu bunek



Soucasné se vznikem kompetence

» ZacCina B. subtilis sporulovat

* Pri zahajeni sporulace se vyuziva rovnez
produktu genu spoOK



Nekteré kompetentni baktérie

* Prijimaji pouze DNA vilastniho druhu
(napfr. Neisseria gonorhoeae,
Haemophilus influenzeae)

* U Neisseria gonorhoeae byla zjistena
specificka sekvence dlouha 10 — 12 bp
nutna pro prenos DNA do bunek

» Jiné kompetentni bakterie prijimaji
jakoukoliv DNA (napfr. Bacillus subtilis)



Specifické sekvence nutné pro prenos
cizorodé DNA do kompetentnich bunek
(Snyder 1997)

Haemophilus inflienzace 5 AAGTGCGGTCA 3
Neisseria gononthoede 5 GCCGTCTCAA 3

Figure 6.4 The uplake sequences on DNA for sume lypes
of bacteria. Only DNA with these sequences will be taken up
by Lthe bacteria dicated. Only one strand of the DNA is

shiown.



Mechanismus

kterym ruzné genové produkty Cini bunku
permeabilni pro DNA neni znam.

Nekteré proteiny se zrejme vazou k DNA
Jiné pusobi na bunécnou membranu

A umoznuji prunik DNA do bunék béhem
transformace



Mechanismus transformace

» Je nejvice prostudovan u
» Streptococcus pneumoniae a
 Hemophilus influenzeae



Mechanismus transformace u Streptococcus
pnheumoniae

» ds DNA uvolnena lyzi donorovych bakterialnich
bunek

* Se vaze na specificky receptor na povrchu
recipientni bunky

» Jeden retezec navazaneé DNA je degradovan
nukleazou lokalizovanou na membrané

* Druhy retezec je transportovan do bunky

« Transportovany DNA retézec je inkorporovan do
homologni oblasti bunecné DNA



Transformace Streptococcus pneumoniae
(Snyder 1997)
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Transformace Haemophilus
Influenzea

» ds DNA (velikosti 30 az 50 kb) se vaze na
membranovy receptor na povrchu
recipientni bunky

* Do recipientni bunky vstoupi ds DNA ve
formé transformasomu

« /Z transformasomu je uvolnovan jeden
retezec DNA

e Jednoretezcova DNA se ucastni
rekombinace a vzniku transformanta



Transformace u Haemophilus influenzae
(Snyder 1997)

» Membrane receptor
ﬁ Transformasome
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Membrane receplor
binds vansferming
DNA of 30 lo 50 kb
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quickly by single-strand
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Figure 6.6 Transformation in Haemophilus influenzae.
Double-stranded DNA is first taken up in transformasomes.
One strand is degraded, and the other strand invades the
chromosome, displacing one chromosorme strand.



V obou pripadech

Se na povrch bakterialnich bunék vaze pouze
ds DNA

Pouze ds DNA se muze ucastnit
transformace

V cytoplasme recipientni bunky je lokalizovan 1
retezec DNA, ktery se ucastni rekombinace s
chromosomalni DNA

Rekombinanty Ize detekovat tehdy, kdyz se
donorové a recipientni bunky lisi svym
genotypem



Prirozene kompetentni bakterialni
bunky

» Jsou ucinné transformovany pouze
chromosomalni DNA

* Neplati to pro plasmidovou nebo fagovou
DNA (nemuzou se v bunce cirkularizovat a
tudiz ani replikovat)

* Pouzijeme-li dimery plasmidovych a
fagovych DNA, umoznime jejich
recirkularizaci (rekombinaci), Cimz
ziskame transformanty



Vyznam prirozené kompetence pro

bunku

* 1. DNA slouzi jako zdroj C, N a energie

« 2. Bunky pfijimaji DNA z jinych bunek s cilem
reparovat poskozeni vlastni DNA

« 3. Transformace umoznuje rekombinaci 2
individui jednoho druhu a vznik novych

kombinaci genu. Nahrazuje sexualni reprodukci
znamou u vyssich organismu.

* 4. Vyhoda napr. u nekterych druhu Neisseria
vede transformace ke zvysSeni antigenni
variability druhu. To umoznuje unikat imunitnimu

systemu hostitele.



ProcC jsou nektere druhy baktérii
prirozené transformovatelné

* Nezname

* Neni vylouCeno, ze vétsina bakterii je
prirozene transformovatelnych — v nizkych
frekvencich, které nejsme schopny
detekovat

* Umoznilo by to vysvetlit mutace, jez se
zdaji byt rizene



Uméle indukovana transformace
bakterialnich bunék

Se vyuziva v technikach genovych manipulaci
K navozeni stavu kompetence se pouzivaji
chemicka ¢inidla (Ca?* ionty)

Chemicky indukovana transformace je malo
ucinna

Byva transformovano malé % bunék (0.01%) —

DNA pouzivana pro transformaci musi proto
nest nejaky selekCni marker



Umele kompetentni bunky

* Muzou prijimat ds DNA, ss DNA, linearni
Ci kruhove molekuly



Transfekce

» Zavedeni virové DNA nebo RNA do bunky

* Princip transfekce je stejny jako u
transformace



Elektrotransformace

* Metoda pro zavedeni cizorode DNA do
bunek

« Smes kompetentnich bakterialnich bunek
(bunky promyte v glycerolu) a DNA je po
velmi kratkou dobu (msec) vystavena
silnemu elektrickemu poli (20kV/cm).

* To vede ke vzniku poru a pruniku cizorodé
DNA do bunék



Elektrodukce

Je obdoba elektroporace,
Ktera probiha v pfirodé napr. za bourky

Byva razena - vedle konjugace,
transdukce a prirozene transformace —

jako dalSi zpusob sexualni reprodukce u
bakteérii.



