Genetika bakterija

Bakterije — prokariote nemaju jedro
Bakterije imaju samo jedan hromozom
- haploidna celija

Hromozom bakterija cirkularni molekul DNK koji
funkcionisSe kao samoreplikujuci genetski element.

Linearani hromozom — Borrelia burgdorferi I Streptomyces
vrste

Esencijalni geni za zivot bakterija prisutni u hromozomu —
500 — 7500 gena, patogene bakterije 500-1200 gena



Hromozom Vvezan za
citoplazmaticnu membranu

DNK spiralno uvijena

Dodatno izuvijana
formira omce-domene

E. coli — 50 topografski nezavisnih
domena

Duzina hromozoma 1-10 x 10 % bp
(base pair- parova baza)




Replikacija kod bakterija

Replikacija zapocinje samo na jednom
jasno definisanom mestu hromozoma

origin — specificna sekvenca
oriC

Bakterijski hromozom 1 plazmidi imaju
sposobnost samostalnog umnozavanja
replikoni




Replikacija
hromozoma

e semikonzervativan nacin pri
cemu na modelu roditeljskih
lanaca sintetiSu novi
komplementarni lanci

Replikacija- DNK zavisna DNK
polimeraza I, |

DNK polimeraza Il uloga u SOS
repair

Roditeljska
DNK

Roditeljski Roditeljski
lanac~._ = lanac

= A

SETA

Novosintetisani lanci




Replikacija se odigrava u oba pravca

Deo jednolanéane Okazaki fragmenti
DNK

Pravac otvaranja DNK

Leading lanac

Repllkac:ona
viljuska

e Kontinuirana elongacija 5’ > 3 ‘smeru

e Fragmentirana sinteza 3’ » S ‘smeru




igaza

RNK primaza

Topoizomeraza zapocinje sintezu fragmente

spaja Okazaki

stabilizuje DNK
i pomaze
| odmotavanie lana Helikaza

Topoizomeraza |Helikaza odmotava
DNK

SSB p'rotein

DNK polimeraza
-kompleks - Pol Il DNK ?aza

I R

RNK primaza

DNK polimeraza
kompleks - Pol llI

SSB protein stabilizuje
replikacionu viljusku




Enzimi ukljuceni u replikaciju Escherichia coli

DNA-polimeraze: Pol 111 holoenzim, Pol |
RNA-polimeraza: DnaG (=primaza)

DNA-ligaza (+NAD)

Helikaza: DnaB (+ATP)

Topoizomeraza: giraza (+ATP)

Protein SSB ("single-strand binding protein")
Zapocinjanje sinteze na replikonu (OriC):
Primozom (DnaA, DnaB, DnaC, HU, giraza, SSB)

— Za replikaciju hromozoma potrebno je vise od
20 razlicitih proteina!



Replikacija bakterija

Origin of
replication

Site where

replication




Brzina replikacije: priblizno 50
kb/min (eukarioti 2kb/min!!)
Brzina transkripcije: priblizno
2.4 kb/min !

Za replikaciju celog hromozoma
potrebno 40 minuta

Generacijsko vreme moze biti <
20 min!!!




Generacijsko vreme

Veli¢ina genoma E.coli - 4.6 x 10° nukleotida
Generacijsko vreme u optimalnim uslovima 20 minuta

Brzina replikacije genoma - 1000nt/s = 1.2 x 10°
nt/20min

Oko 25 % genoma se moze replikovati za jedno
generacijsko vreme



Razlike u ekspresiji gena kod prokariota u odnosu
na eukariota

e jedna informaciona RNK policitroni¢na 1l1 kodira vise
proteina

e DNK nije oblozena histonima 1 nije stalno u
Kondenzovanom stanju

e nema Vvelikih repetitivnih delova DNK
e 95% genoma kodira proteine — kod ljudi oko 2%
e nema “nemih” sekvenci - introna i ekstrona

e transkripcija i1 translacije se odvijaju u blizini DNK



Transkripcija

Prepisivanje

matrica
Komplementarni
lanci DNK

Transkripcija
Lanac matrica sinteza iRNK
» &

Translacija
sinteza polipeptida

Polipeptid




Translacija
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Transkripcija I translacija
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Source: Ryan KJ, Ray CG: Sherris Medical Microbiology, 5th Edition:
www.accessmedicine.com

Copyright © The McGraw-HIll Companies, Inc. All rights reserved.




Operon

Genti slicne funkcije Cesto u grupama
Jedinstveno kontrolisana celina — operon
Regulacija ekspresije gena

Na nivou transkripcije

Na nivou translacije

Inducibilni 1 represibilni operoni



Negativna regulacija ekspresije gena

Negativna regulacija

Mesto vezivanja
represora




Triptofan operon

Regulatorni deo

trp operon sadrzi pet strukturnih gena trpE, trpD, trpC,
trpB, 1 trpA, koji kodiraju enzime neophodne za sintezu

triptofana. Pored toga sadrze represivni regulatorni gen
trpR.



Triptofan operon

Transkripcija
trpp trpo trpL trpE trpD trpC

g Pravac transkripcije




Triptofan operon — negativna regulacija

Nema transkripcije
trpp PO trpL

** Nema transkripcije

' " Aporepresor

== Triptofan aporepresor
T vezuje se za operatora
i spre¢ava transkripciju

Troptofan

Aktivan
aporepresor

aporepresor + korepresor — aktivan represorski kompleks




Pozitivna regulacija ekspresije gena
(B)

Pozitivha
regulacija

Mesto vezivanja aktivatora




|_aktoza operon — pozitivha regulacija

Promoter

Operator
Represorski / Strukturalni geni
gen —
! Y < y

a

E I——» Pravac transkripcije

lac mRNA

S5

B- galaktozidaza Perfmeaza Transacetilaza




_aktoza operon

P
RNK polimeraza

L Transkripcija

TranSlacija

-~

B- galaktozidaza permeaza transacetilaza

represor + laktoza kao aktivator— inaktivisani represor




Plazmidi

Plazmidi -  ekstrahromozomski
samoreplikujuci materijal

Broj gena na plazmidima od nekoliko
do nekoliko stotina gena

Dele se na konjugativne plazmide |
nekonjugativne plazmide

Epizom — plazmid koji nije samostalan
u citoplazmi nego je ugraden U
hromozom (Hfr) ili je vazan za

citoplazmaticnu membranu (F+)




Plazmidi

e—

Plazmidi — geni od vazneosti U odredenim okolnostima.

Molekularno kloniranje - metoda molekularne biologije koja
se korist za formiranje molekula rekombinantne DNK 1 za
usmeravanje njene replikacije unutar organizma domacina.

Plazmidi spadaju u replikone — DNK sposobnu da se
autonomno umnozava U odgovaraju¢em domacinu.

Plazmidi kao 1 virusi nisi uvrséeni U zive organizme.

Horizontalni transfer genetskog materijala izmedu bakterija
— mobiloni.

NajcéeS¢i nacin prenoSenja plazmida — konjugacija.




Plazmid Hromozom
nekoliko hiljada 4 miliona
baznih parova

Geni na plazmidima " D

determiniSu  rezistenciju
prema antibioticima,
faktore  virulencije —

kolonizacije i toksine.
Gen rezistencije

\ Geni neophodni

za transler




Modifikacije I mutacije

e Osnovna karakteristika genetskog materijala odrzavanje
Identiteta bioloskih vrsta koje se prenosi sa roditelja na
potomstvo.

e Sposobnost prilagodavanja uslovima sredine fenotipske
promene- modifikacije.

e Veca verovatnoca nastanka greske kod bakterija genotipske
promene- mutacije.

e Repair mehanizmi- polimeraze i SOS sistem



Modifikacije
e Fenotipske promene reverzibilnog karaktera
e L - oblici bakterija - sferoplasti | protoplasti
- forme bez celijskog zida
e \Varijacije- izgled kolonija S-glatke —smooth | R-rapave-
rough

e Povratkom prvobitnih uslova sredine vracaju se 1 1zvorne
fenotipske karakteristike bakterija




L - oblici bakterija - sferoplasti | protoplasti

T Protoplast
A ks

1)
*

"V ::.
._ ;

Spheroplast




Prezivljavanje bakterija
Stres — nedostatak hrane nrp glukoze, oStecenje DNK
Odgovor — aktiviranje gena koji obezbeduju alternativan izvor
ugljenika
Odgovor — aktivirani repair mehanizmi DNK | zaustavljena
deoba celije
Odgovor na povisenu temperaturu — heat shock odgovor




Odgovor na stres —

Specific stress response

Regulator /

Genes for avoidance /
alleviation /
repair of damage

No cross-resistance

specifican i generalni odgovor

General stress response

Oxidative stress,
DNA damage

Temperature,
; pH extremes

Nutrient
deprivation -Mg

. Q\

Cell surface
stress

Global
regulator

RN

Multiple outputs:
* Repair + Adaptation
+ Metabolic rewiring

Broad cross-resistance




Generalni odgovor na stres

Nutrient
deprivation

Oxidative stress

DNA damage/UV \

Cold/heat _ (< Low/high
shocks osmolarity

phase

Surface B Stationary

Aerobic/energy Low/high
status pH




Generalni odgovor na stres

gesistance ET
eS° w,
o Ws

Protection  Repair

limination Scavenging

Optimization
of respiration P R Cell shape/
pathways T~ { division

Optimization of 4= Biofilm

metabolism 2 \
Amino acid / \

degradation

Virulence

Mutagenesis Requlation




Perzistencija I perzistori

Stochastic persister

Quorum sensing \~ ’ ’

RS

cell formation

Nutrients

Macrophage induced persistence

(1) Perzistentnost bakterija moze se pojaviti stohasticki u bakterijskim
kulturama bez stresa kao rezervna strategija prezivljavanja
(2) Stres- nedostatak hranljivih materija, oksidativni i pH stres,

toplotni Sok...
(3) Komunikacija bakterija- quorum sensing
(4) Biofilm

(5) Interakcija domacin-patogen takode izaziva stvaranje perzistera.



Biofilm i quorum sensing

Quorum Sensing

Quorum Sensing Competitive Inhibition

Q

Quorum Quenching

o

"

<> Autoinducer Molecules U ALH Receptors < » QS-Inhibitors u Quorum Quencher




Biofilm i quorum sensing

Normal quorum sensing

Biofilm formation

N Oe2vOay




Mutacije

e Nasledne promene redosleda baza u DNK

e Prirodne-spontane mutacije i1 indukovane u
laboratorijskim uslovima

e (GresSke prilikom replikacije 1 na 10.000 baza

e DNK replikaze imaju mogucnost provere 1 u slucaju
greske egzonukleaznu aktivnost

e Agensi provociraju nastanak mutacija- hemijski, fizicki 1
bioloSki mutageni



Podela mutacija prema veliCini
promenjenog segmenta DNK

= Mikrolezije - tackaste mutacije- supstitucija, delecija,
Insercija
= Makrolezije - delecije, duplikacije, inverzije, insercije

= Mutacije mogu biti vidljive 1 skrivene odnosno sa ili bez
fenotipske ekspresije



DIVLJI TIP
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Protein

Insercija ili delecija baznog para

Pomeren okvir oéatavanja greska
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Supstitucija baznog para
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Mutacije

Inserciona [,

mutacija

Normalna

Deleciona
mutacija

Pomeren
okvir oCitavanja




Mutacije — uzrok biodiverziteta

2 x 1010 Escherchia coli dnevno se “stvori” u debelom
crevu ljudi

1 x 10~ mutacija po genu po deobi
4300 gena ima E. coli

» 9 X 10° mutanata dnevno kod ljudi



Genetske rekombinacije

- kombinacije dva organizma

arg* trp~ SOj Pomes$ana oba soja arg™ trp* SOj

kolonija
Nema Fogpurk 2 Nema
kolonija fé?(on%inacija kolonija




Tri mehanizma prenosenja genetskog
materijala

e Transformacija

e Transdukcija

e Konjugacija

e ¢elija Cij1 se fragment DNK prenosi- donor

e ¢elija koja prima genetski materijal- recipijent



Transformadija




Transformacija

e prihvatanje slobodne DNK 1z spoljaSnje sredine, unosenje 1
Integrisanje u genom




e prenos genetskog materijala iz donorske'
recipijentnu celiju posredstvom bakteriofaga-
VIrusi
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@b+

Bakterija - donor

Bakteriofagi
prenose gene
donora

Bakterija - recipijent
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Konjugacija

Konjugacija E.coll

e Proces konjugacije prenosenje segmenta DNK donorske-muske
F+ / Hfr ¢elija u recipijentnu-Zensku celiju F-



Konjugacija

e Primaran F faktor plazmid koji ima set neophodnih gena
— tra operon za organizaciju konjugacije- ukljucujuéi i
formiranje konjugacionih pila




Transpozibilni elementi

e Segmenti DNK sposobni da se premestaju sa jednog na
drugo mesto unutar 1l1 1izmedu DNK molekula -
transpozibilni elementi

e Nisu samoreplikuju¢i moraju da se ugrade u replikone
e Neophodna funkcija- enzim koji obezbeduje traspoziciju

e Ne zahtevaju komplementarnost homolognih delova
genoma, insercija na mesta gde geni nikada nisu bili



Prema mehanizmu transpozicije dele se
na dve osnovne klase

Klasa Mehanizam premestanja Glavni enzimi

Preko RNK koja se
Klasa | — prepisuje u DNK i ugraduje | Reverzna transkriptaza i
retrotranspozoni na novo mesto — ,.kopiraj i | drugi enzimi

nalepi“

Klasa Il — DNK
transpozoni

Premestanje na nivou
DNK, bez RNK, moze biti
konzervativno (,,iseci |
nalepi*) ili replikativno

NajcCesSce transpozaza




Tipovi DNK transpozibilnih elemenata

e Insercione sekvence (IS) — najjednostavniji elementi;
sadrze uglavnhom gen za transpozazu 1 sekvence
neophodne za transpoziciju.

e Kompozitni transpozoni — dva IS elementa okruzuju
dodatne gene, npr. gene rezistencije na antibiotike

e Nekompozitni transpozoni — sadrze g@ene za
transpoziciju 1 dodatne gene, ali nisu oiviceni IS
elementima.



Inserciona sekvenca

HROMOZOM

5' ATCCGGT... ...ACCGGAT 3
3 TAGGCCA... ...TGGCCTA 5

Invertovani Transpozaza Invertovani
krajevi krajevi

- o 0 @O0

INSERCIONA SEKVENCA - jednostavan transpozon




Kompozitni transpozoni

KOMPOZITNI TRANSPOZONI
_

Inserciona sekvenca Inserciona sekvenca

A Geni rezistencije A
5 t&j 3

3.

Invertovani krajevi Transpozaza gen

Direktni Direktni
zavrsetak zavrsetak




Transpozon na inicijalnom mestu

e

Target mesto
V—A

TACCGATC 3
GGCT 51

© Transpozaza

< EQ ~ oy ACCGAT 3
ATGGCTA (-

©® Transpozaza

T (T

© DNK polimeraza
i ligaza

Transpozon na novom mestu




Insercija plazmida u hromozom - epizomi

IS

HROMOZOM
v BAKTERIJE

IS

!

INSERTOVAN PLAZMID




Plazmid koji kodira viSe determinanti rezistencije

Deo odgovoran za transfer




Transpozoni udruZeni sa bakteriofagom

e Mu bakteriofag

Enterobacteria phage Mu

DsDNA genome

Capsid proteingpT

: Tail terminator gp37 (TrP)

&) [ Tail tube protein gp40 (MTP)
Sheath terminator gp3s? = 1= Sheath protein gpL

©ViralZone 2015
Swiss Inztitute of Boinformatics

Fibers S, U

baseplate protein gp44




Transpozoni udruZeni sa bakteriofagom

e Mu bakteriofag

o Viral attachment to host cell

(3) Circularization

. ®
2) DNA ejection ~— — .o CEarlygenes
via contractile tail TRh, expressim‘

== Variable ends
removal

” MuA, MuB Hape iar

Bacterial DNA ' @ Replicative ransposition : Latency-replication ]
switch

(7) Modification of viral DNA .
Mom \../ M o
‘x Late genes expression  Induction

4 | -
@ DNA packaging/excision ],@r_\ eXDFESSIonk_)

Latent genes
expression
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