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Vyuzitie bakteriofaga P1 pri in vivo klonovani

MARIAN MACOR - MIRIAM VIZVARYOVA -JAN TURNA

SUHRN. Bakteriofdg P1 bol pouzity pre prenos gé€nov tetracyklinovej a kanamycinovej
rezistencie v bunkdch Escherichia coli. Tym bolo poukdzané na skutocnost, ze bakteriofag
P1 moéze byt vyuzity ako ucinny ndstroj pri konStrukeii bakteridlnych kmenov s novymi
vlastnostami.

Bakteriofdg P1 bol jednym z troch fagov izolovanych v r. 1951 z lyzo-
génneho kmena Escherichia coli Bertanim [1]. Gendm teplotne induko-
vatelného bakteriofaga P1 s kruhovou dvojvldknovou DNA md velkost
okolo 100 kbp a mo6ze kédovat asi 100 génov (obr. 1.). Bakteriofdag P1 ma
Siroké uplatnenie a vyuziva sa ako trasdukcny fdg. S dspechom sa pouZil
napr. pri Studiu rekombindcie, replikdcie plazmidovej DNA, pri udrZiavani
plazmidov v bunke, pri Studiu regula¢nych mechanizmov, vbalovacich pro-
cesov, lytického cyklu a pod. [2].

Bakteriofag P1 sa 1i8i od inych temperovanych fagov v tom, Ze sa neinte-
gruje do chromozomu, ale je vo forme plazmidu. Chova sa ako nizkokdpiovy
plazmid s prisnou kontrolou replikicie a prerozdelovania kdpii do deérskych
buniek (1 az 2 képie na bakteridlny chromozém) [3].

Cely gendm bakteriofdga P1 je dobre preStudovany tak v Stadiu profaga,
ako aj jeho vegetativne funkcie. Linearizacia faga P1 nastdva v mieste LoxP.
Gény zodpovedné za tvorbu hlavicky su lokalizované v troch oblastiach
a gény zodpovedné za tvorbu chvostikovych fibril (tail fibers) su az v Styroch
oblastiach. Tym sa organizdcia génov faga P1 1iSi od inych zndmych fagov ako
je bakteriofdg lambda, kde su tieto gény sustredené na jednom mieste (gene
cluster). Z dalSich vyznamnych génov bakteriofdga P1 treba spomentit gény
zodpovedné za lyticky cyklus (wir a clear), za vbalovanie (pac), regulacné
gény (bof, ant, coi, sim, C4, ban, ant/reb), gény zodpovedné za Specificitu
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OBR. 1. Génova mapa bakteriofdga P1.

FiG. 1. Gene map of bacteriophage P1.
1 - regulation of late transcription, 2 - packaging, 3 - maturation particle, 4 - head, 5 - lysis,
6 - invertible region, 7 - tail fibers, 8 - tail.

vyberu hostitela (C loop), gény zodpovedné za segregaciu (loxP a cre), gény
zodpovedné za prerozdelenie (par) a inkompatibilitu (incA, incB, incC) [2].
Determinanty zodpovedné za imunitu bakteriofdga sui na gendéme rozloZzené
v troch oddelenych oblastiach immT imml a imm C.

Bakteriofdg P1 ma vlastny restrikéno-modifikacny systém (RMS). P1 ge-
nom kdduje dva miestne Specifické rekombinacné systémy, ktoré hraju vyz-
namnu ulohu v zivotnom cykle bakteriofaga P1. Okrem toho P1 nesie képiu
inzer¢ného elementu IS1. Miestne Specificky rekombinaény systém vyuziva
miesto LoxP a cre.

Lytické funkcie bakteriofdga su potla¢ené represorom (bielkovina gpcl),
ktory je kodovany fagovou DNA. Funkcia represora je pod kontrolou Sty-
roch dalSich génov bakteriofdga P1. Replikdcia faga P1 pocas lytického cyklu
je kontrolovand inymi mechanizmami ako replikdcia P1 v §tddiu profaga.

Bakteriofdg P1 vbaluje svoju DNA do fagovej hlavicky od miesta pac
mechanizmom plnej hlavicky (headful mechanism). Proces vbalovania pre-
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bieha jednym smerom. U¢inn4 transdukcia sa dosiahne infekénym bakte-
riofdgovym lyzatom donorového kmena do recipientného kmena. P1 trans-
dukujuce castice stracaju fagovi DNA a nesu namiesto nej fragmenty bak-
teridlneho chromozému az do velkosti fagovej DNA [1-6].

P1 lyzaty obsahuju castice faga 18 nm Siroké, 210 nm dlhé s ikosaedral-
nou hlavickou obsahujicou rdzne velké molekuly DNA. U divokého kmena
P1 bolo zistené takéto rozlozenie fagovych castic: velké (priemer 85 nm)
70 - 94 %, stredne velké (priemer 65 nm) 6 - 27 % a malé (priemer 47 nm)
0,2 -4 %. Viriény s velkou hlavickou (priemer 85 nm) predstavuju vacSinu
fagovych castic, o zdvisi od genotypu faga P1 a od druhu hostitela. Na hla-
vicku faga P1 sa upina Sest kontraktilnych chvostikovych fibril, ktoré ako
receptor rozozndvaju lipopolysacharidy [1,2,7,8]. Jedna z 3.103 az 105 P1 f4-
govych castic obsahuje do 100 kb cudzorodej DNA a reprezentuje Casticu
transdukéného faga. Fagova hlavicka je zlozend z jedného hlavného proteinu
a zo 14 dalSich proteinov. Hlavny protein a 7 dalSich proteinov vytvéra Struk-
tdru chvostika.

Gény LoxP a cre su zodpovedné za segregdciu profaga pocas bunkového
delenia, pricom je pozoruhodnd vynimoc¢nd presnost, s ktorou segregacia
prebieha a to jedna bunka bez fdga na desattisic deleni. Zasah do cre-Lox
systému md zvycajne za nasledok vznik dimérnych foriem fdga P1, ktoré
sa vyrieduji ovela rychlejSie [1-5]. P1 bakteriofdg sa zriedka integruje
do bakteridlneho chromozému, av§ak prechodne sa mdze integrovat s vyso-
kou ucinnostou, ak chromozém obsahuje LoxP miesta. Tato rekombindcia je
vSak reverzibilnd a k stabilnej integracii nedochddza. LoxP miesto moze
rekombinovat aj s miestom LoxB na chromozéme hostitela, ale tc¢innost
takejto rekombindcie je rddovo niZsia. Cre protein (gpcre) je pre Lox rekom-
bindciu nevyhnutny. Najakceptovanejsie vysvetlenie je, Ze tento protein fun-
guje ako topoizomerdza, ktord moze rozpdjat molekuly DNA po rekom-
bindcii [2]. Tvorba kointegratov s chromozémom hostitela mdze byt
v dosledku aktivity IS1 elementu. Homologickd rekombindcia medzi rdzny-
mi kopiami IS1 je ovela CastejSia nez integrdcia sprostredkovana transpozic-
nou funkciou IS1. Désledkom takejto rekombindcie moze byt prenos hos-
titelskej DNA ohranic¢enej IS1 elementami. Produkt génu cin tu posobi ako
rekombina¢ny enhancer [1].

Podobne ako u faga Mu G segment aj fag P1 obsahuje oblast, ktora urcu-
je Specificitu vyberu hostitela. Tento isek DNA je tvoreny unikdtnou sekven-
ciou velkou 3 kb koncovymi opakujicimi sa sekvenciami dlhymi asi 620 bp.
Tato oblast DNA kdduje dve sady chvostikovych fibril a zmena orientacie
umoziuje fagu P1 alternativne menit okruh hostitelov. V zavislosti od orien-
tdcie segmentu je exprimovana iba prislusna skupina génov P1 fagového seg-
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mentu C loop. Fag P1 sa prichytdva svojimi chvostikovymi fibrilami na recep-
tory hostitelskych buniek, ktorymi modze byt glukdza, alebo galaktdza
vo vonkajsej lipopolysacharidovej membrane hostitelskej bunky. Fig P1 ma
Siroké spektrum hostitelov medzi gramnegativinymi baktériami. Infekéné
fagy maju orientdciu C loop segmentu na 99 % v jednom smere (Ct), ale
v stave lyzogénov maju priblizne 50 % v oboch smeroch (C* aj C-) [1-3].

P1 v stave profdga ma rovnaku funkcnu organizéciu replikonu a stratégiu
reguldcie replikdcie ako plazmid F. Nie je konjugativny, ale je mobilizo-
vatelny inymi konjugativnymi plazmidami.

Replikdcia DNA bakteriofdga P1 zacina na jednom z dvoch replikonov
orir a orir.. DNA P1 v §tadiu profaga sa replikuje z orir. Gén repA kdduje ini-
ciacny protein dnaA, ktory je nevyhnutny pre orir replikdciu [1,2].

Pri transdukcii P1 fidgom sa prendSa nefdgovd genetickd informadcia
do buniek prijemcu infekénymi transdukujicimi Casticami. Tieto Castice
pritom reprezentujui asi 0,3 % celkovych fagovych castic. Boli izolované
mutanty P1 fdga s 10 ndsobne vyS$Sou transdukénou schopnostou [4,8,9].

Mnozstvo DNA, ktoré moze fag preniest je obmedzené iba vbalovacou
kapacitou hlavicky bakteriofdga P1 bez ohladu na jej pdvod. Boli vyvinuté
P1 klonovacie systémy schopné prendsat 100 kb velké fragmenty DNA [6].
Nevyhnutné pre vbalovanie DNA je pac vbalovacie miesto, ktoré je nutné
pre zacatie vbalovacieho procesu. Dalej si potrebné dve LoxP rekombi-
nac¢né miesta ohranicujice klonovany inzert cudzorodej DNA, pretoze tieto
zabezpecia cyklizdciu vbalovanej linedrnej DNA po fdgovej infekcii buniek.
Dalej musi byt pritomna fagova cre rekombindza. Cyklizdcia je nevyhnutna
pre reprodukciu a uchovdvanie vektora P1 vo forme plazmidu. Velkost
vbalovanej DNA je limitovand iba kapacitou fagovej hlavicky a cudzorody
fragment je potom ohranic¢eny dvomi LoxP miestami. Ak sa medzi dve LoxP
miesta naviaze usek DNA vacsi ako 100 kbp nemdze cyklizovat, pretoze
po vbaleni do hlavicky faga P1 by obsahovala iba jedno LoxP miesto. 100 kbp
je teda limitovana velkost pre klonované fragmenty [4,6]. Napriek tomuto
obmedzeniu takéto velké fragmenty DNA su dvakrat vicsie ako fragmenty,
ktoré mozno klonovat v kozmidoch.

P1 bakteriofdg je jednym zo série vSeobecne transdukujicich fdgov medzi
ktoré patria P22, T1, T4, Mu, KB1, ES18 a pod. Tieto fagy boli uspeSne
vyuzZité pre genetické a komplementacné mapovanie génov, pri Studidch
homoldgie génov a najmé pri konstrukcii novych bakteridlnych kmenov [4].
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Material a metddy

Postup pripravy fagového lyzdtu Pl

Pri priprave fdgového lyzatu sme vychddzali z jednej kolonie donorove;j
bunky kultivovanej za intenzivneho prevzdus$novania pri optimélnych pod-
mienkach (28 - 37 °C) cez noc. Bunkami sme inokulovali LB médium s 0,2 %
glukézou, 10 mmol.I'! MgClz a 5 mmol.I'! CaClz a po 30 mindtach kultivacie
pri 37 °C sme pridali P1 fagovy lyzat (s titrom 1010 pfu.ml-1), zvysili teplotu
na 40 az 42 °C a kultivovali 3 az 4 h. Po tplnej lyze buniek sme k lyzétu pri-
dali niekolko kvapiek chloroformu a nelyzované bunky sme oddelili cen-
trifugdciou. Na preverenie lyzdtu sme stanovili titer, pricom vhodny lyzat
mal titer vy$§i ako 1010, Pripraveny lyzdt sme pouzivali na transdukciu
a uchovdvali v chladnicke s vedomim, Ze jeho titer klesne mesacne o jeden
rad.

Postup transdukcie s P1 lyzdtom

Pri prenose génu, alebo skupiny génov v operéne z donorovych buniek
do buniek recipientnych sme k bunkdm pridali fagovy lyzat s roznou kon-
centraciou a bunky inkubovali vo vodnom kupeli 90 min pri teplote 28 °C.
Pridali sme 10 mmol.I"! citronan sodny a pétinu objemu LB média a kultivo-
vali 1 az 2 h pri 28 °C. Bunky sme rozsievali na pevné kultivacné média s pris-
luSnym selekénym markerom (antibiotikd, sacharidy, aminokyseliny a pod.).
Vyrastené kolonie sme testovali na pritomnost sledovaného markera.

Bakteridlne kmene

Bakteridlne kmene pouZité v experimentdlnej praci si uvedené v tabul-
ke 1. Pri kultivdcii sme do LB kultivaéného média [10] priddvali antibiotikd
do koncentracie: ampicilin 5 pg.ml!, kanamycin 25 pg.ml-l, tetracyklin
30 pg.ml-1.

Vysledky a diskusia

Bakteriofdg P1 pre transdukciu v bunkdch E. coli popisal prvykrat
Lennox v roku 1955 pre generalizovanu transdukciu chromozomalnych
génov medzi kmenmi Escherichia coli a Shigella [11]. Odvtedy bolo
urobenych mnoZstvo experimentov s vyuzitim faga P1 pre prenos vicSich
fragmentov DNA, ako to umoziiuje bakteriofdg lambda (45 - 48 kb), aj ked
nie tak velkych, ako prendSaju YAC klonovacie vektory (200 az 800 kb
DNA) [6].
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TABUIKA 1. PouZité bakteridlne kmene.
TaBLE 1. Used bacterial strains.

Baktérie! Genotyp? Citdcia3

E. coli K12 divy typ [12]

E. coli TG1 K12 (lac-pro) SupE, thi, hsd03, F-, traD36, proAB, lacld, [13]
ZAM15

E. coli MC4100 | arg A139, A(ara F lac), U169, rpsl150, (strr), relAl, [13]
fibB5301, deoCl, pstF25, rbsR

E. coli JT4 TG1 Afnr, Mucts62, Tc, Cm [14]

E. coli MMA4100 |E. coli MC4100, Tc

E. coli MM12 E. coli K12, Km

E. coli MM4101 | E. coli MC4100, Km, Tc

E. coli JT24 PC2, (sdh-, Afrd, Afnr), Kn, Tc, Sm [14]

E. coli MI1443 | E. coli MM383 Afrd ACBD AampC polA+ [15]

E. coli MM121 | E. coli MM383 Afrd ACBD AampC polA+ Tc

Bakteriofdg P1 | P1 cam P1: Tn9, clr-100 [16]

1 - bacteria, 2 - genotype, 3 - references.

P1 transdukény systém sme uspeSne vyuzili okrem iného aj pri Studiu
funkcie oxidoredukénych enzymov sdh (sukcindt dehydrogendza) a frd
(fumardt reduktdza), ktoré katalyzujui premenu fumardtu na sukcindt
a opacne v Krebsovom cykle (nepublikované vysledky). Pri prenose sdh génu
sa vyuzila vlastnost integrovaného Tn5 transpozénu do Studovaného génu,
¢o okrem jeho znacenia gén aj inaktivovalo. P1 transdukciou sme do systé-
mu vniesli gén pre rezistenciu voci tetracyklinu. Sledovali sme stupen vdzby
medzi tymito dvomi génmi. Po ndslednej P1 transdukcii sme selektovali
klony s védzbovostou 73, 89, 92 a 98 % (90 % viazbovost zodpovedd 5 kb
na chromozéme E. coli). Je pozoruhodné, ze P1 transdukcia fungovala nie-
len medzi jednotlivymi druhmi E. coli (tabulka 2. a 3.), ale aj medzi E. coli
a bakteridlnymi rodmi Citrobacter, Proteus, Serratia a Shigella. VyuZitie
markerov pre prisluSnu rezistenciu voci antibiotikdim je velmi vyhodné
pre detekciu, ako aj pre selektovanie klonov prendSanych P1 transdukciou.

Transdukciu P1 bakteriofdagom sme uspesSne vyuZzili pri prenose génov
zodpovednych za vyuZitie sachardzy ako zdroja uhlika (sachardzovy operdn).
Enterobaktérie za normalnych okolnosti nie si schopné fermentovat sacha-
rozu. Boli popisané kmene, ktoré takito schopnost nadobudli po ziskani
plazmidu, ktory nesie sachardzovy operon [17]. Prenos sachardzového
operonu sa uskutocnil nielen konjugéciou, ale aj vyuzitim mini-Mu derivatov
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TaBULKA 2. P1 transdukény prenos génu tetracyklinovej rezistencie.
TaBLE 2. P1 transduction transfer of tetracycline resistance gene.

Donor! Recipient? FLP12: recipient?  |Podet transduktantovb 4
E. coli JT24 E. coli MC4100 1:1 1,37.104
2:1 9,15.103
41 7,05.103
E. coli MM4100 E. coli TG1 1:1 1,23.104
2:1 1,54.104
41 1,11.104
E. coli MM4100 E. coli MC4100 1:1 3,11.10°
2:1 423.104
41 2,12.104

a - FLP1 - fagovy lyzéat P1 z donora, b - pocet koldnif pozitivnych transduktantov prepocitany
na 1 ml transdukénej zmesi. Cisla predstavujui priemer z piatich nezavislych experimentov.

1 - donor, 2 - recipient, 3 - FLP12: recipient, 4 - number of transductansb, a- phage lysate from
donor, b - number of positive transductants colonies per 1 ml of transductant mixture.
Numbers represent average values from five independent experiments.

TABULKA 3. P1 transduk¢ny prenos génu kanamycinovej rezistencie.
TABLE 3. P1 transduction transfer of kanamycin resistance gene.

Donor! Recipient? FLP12: recipient3  |Pocet transduktantovb 4
E. coli MM12 E. coli MC4100 1:1 9,22.104
2:1 9,88.104
4:1 7,42.104
E. coli MM12 E. coli TG1 1:1 1,32.105
2:1 1,01.105
4:1 8,90.104
E. coli MM4101 E. coli MC4100 1:1 6,35.104"
2:1 4,12.104"
4:1 3,19.103"

a - FLP1 - fagovy lyzéat P1 z donora, b - pocet koldnif pozitivnych transduktantov prepocitany
na 1 ml transdukénej zmesi. Cisla predstavujii priemer z piatich nezavislych experimentov,
* - prenos obidvoch rezistencif.
1 - donor, 2 - recipient, 3 - FLP12: recipient, 4 - number of transductansb, a- phage lysate from
donor, b - number of positive transductants colonies per 1 ml of transductant mixture.
Numbers represent average values from five independent experiments, * - transfer of both

resistances.
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[18]. Porovnanim schopnosti buniek utilizovat sacharézu po prenose do bu-
niek recipienta, ¢i uz transdukciou P1 bakteriofdgom, konjugéciou alebo vy-
uzitim mini-Mu derivatov, ziskame bunky E. coli s porovnatelnou schop-
nostou rastu na sacharézovych médiach [19].

Dal3ou oblastou, v ktorej nachadza uplatnenie P1 transdukény systém, je
konstrukcia kmena E. coli s markerom pre deléciu chromozomovej (3-lak-
tamdzy. Tento enzym hydrolyzuje peptidicku viazbu v -laktimovom kruhu
penicilinovych antibiotik. Cielom naSich experimentov je umiestnit gén
tetracyklinovej rezistencie k delécii chromozémového génu pre -laktamazu
(ampC) pomocou P1 transdukcie. Toto by umoznilo rychlu a jednoduchu
selekciu pri prenose AampC génu delécie do inych bakteridlnych kmenov
(tab. 4.).

Treba spomentit aj niektoré obmedzenia vyuZitia P1 transdukéného sys-
tému. Okrem uz spominanej velkosti prendSanych fragmentov [6], je tu
problém stabilnej integrdcie prendSanych fragmentov do DNA recipientnych
buniek rekombindciou, alebo substiticiou, ktord je najuispeSnejSia u recA
kmenov [2] a problém abortivnej transdukcie [2,4], kedy vznikaju malé
koldnie so zmenenymi vlastnostami. Z praktick€ého hladiska je nickedy dost
pracné ziskat P1 fagové lyzdty donorového kmena s dostatocne vysokym
titrom, ktoré su predpokladom uspesnej transdukcie a prenosu Ziadaného
génu. Uvedené obmedzenia v Ziadnom pripade nezniZuju moznost vyuZzitia
P1 transdukéného systému pri prenose vyznamnych génov E. coli. P1 ziskala
ohromny prakticky vyznam ako generalizovany transdukcny fag a stdle
sa vyuziva v molekuldrno-biologickom vyskume. PokuSame sa spdjat vyhody
dvoch transdukénych systémov a to P1 transdukéného systému a systému
vyuzivajuceho miniderivaty bakteriofdga Mu pri prenose dalSich priemy-
selne vyznamnych génov [14].

TABULKA 4. Prenos delécie ampC génu oznaceného tetracyklinovou rezistenciou.
TABLE 4. Transfer AampC gene markered with tetracycline resistance.

Donorovy kmei! Recipientny kmen? Pocet pozitivnych transduktantov** 3
E. coli JT24 E. coli M11443 1,2.104
E. coli MM121 E. coli MC4100 1,6.104

* - pozitivni transduktanti nerdstli na 5 pg.ml-! ampicilinu, * - pocet pozitivnych transduk-
tantov na ml transdukénej zmesi.

1 - donor strains, 2 - acceptor strains, 3 - number of positive transductants, * - no growing
positive transductants on 5 pg.ml-! ampicilin plates, * - number of positive transductants per
ml transduction mixture.
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Zaver

Pri klonovani réznych génov je snahou dostat zZiadany gén z donorového
organizmu do organizmu recipienta a zabezpecit expresiu tohoto génu.
Bezny postup obsahuje izoldciu DNA donora, jej Stiepenie restrikénymi
endonukledzami, ligiciu vhodného fragmentu do prislusného vektora
a napokon transformdciu kompetentnych buniek a ndslednu selekciu trans-
formantov. Tento pracny postup je nahraditelny prave vyuzitim bakteriofa-
ga P1, ktory dokdze preniest funkény gén alebo operdn do bunky recipienta
a iba vhodnou selekénou metddou dokdZeme prejav génu identifikovat
v bunkdch recipienta. P1 transdukcia je postacujuci klonovaci postup pri pri-
prave novych bakteridlnych kmenov, v ktorych ndm nejde o vyrazné zvySenie
produkcie bielkoviny, ale len o zavedenie markera, alebo zmeny vlastnosti
bakteridlnej bunky.

Transdukény proces génov zabezpecujucich prenos rezistencie voci
antibiotikdm je prvym stupfiom pri konStrukcii novych produkénych
kmenov. V nasom pripade sa prenos tetracyklinovej rezistencie vyuZil
pri selekcii transduktantov s ampC génom pri konStrukcii produkéného
kmena pre nadprodukciu antibiotika penicilinu. Rovnako vyznamné najmé
z potravindrskeho hladiska je prenos sachardzového operdnu pri konstrukeii
produkénych kmenov aminokyseliny L-treoninu.

Pritomnost bakteriofdgov v biotechnologicky produkénych bunkdch
nemusi byt vzdy Ziaduca. Mnohé bakteriofdgy ako sucast prirodzené¢ho
obsahu buniek bunkdm neskodia a ich pritomnost pri fermentdcidch nie je
zavadou. Su vSak aj také fagy, ktoré svojou agresivitou su schopné sposobit
lyzu buniek a tym na niekolko fermentdcii vyradit fermentacny proces. Voci
tymto bakteriofdgom sa vedie vo fermenta¢nom procese neustdly zdpas.
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Using of bacteriophage P1 for in vivo cloning

MACOR, M. - VIZVARYOVA, M. - TURNA, J.: Bull. potrav. Vysk., 36, 1997, p. 191-200

SUMMARY. Bacteriophage P1 was used for transfer of genes for tetracycline and kanamycin

resi

stance in Escherichia coli cells. We wanted to show that bacteriophage P1 could be used

as a powerful tool for the construction of the bacterial strains with new qualities.
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