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ZAGADNIENIA TEORETYCZNE DO PRZYGOTOWANIA
NA CWICZENIE: ,Genomy bakterii i wirusow”

Genom bakteryjny: struktura i organizacja DNA (chromosom i plazmidy); ekspresja gendéw w komorce
bakteryjnej; zZrodia zmiennosci bakterii (koniugacja, transformacija, transdukcja). Genomy wiruséw:
wirusy DNA, wirusy RNAI retrowirusy; strategie powielania (replikacji) wiruséwpatogennych dla

czlowieka.
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I. Czesé teoretyczna

1. Genom bakterii

Genom bakterii sktada si¢ z pojedynczej kolistej czasteczki dwuniciowego kwasu
deoksyrybonukleinowego (DNA), zwanej chromosomem bakteryjnym oraz z matych
pozachromosomych  czasteczek DNA — plazmidéw (Rysunek 1). Wielko$é
chromosomowego DNA u zdecydowanej wigkszo$ci bakterii miesci si¢ w zakresie od 2 do
5 milionow par zasad. Czasteczka DNA jest podzielona na kilkadziesiat superskreconych
petli, ktore dotagczone sg do rdzenia biatkowego. Struktura ta nazywana jest nukleoidem.
Geny stanowig okoto 80-90% chromosomowego DNA i koduja biatka metabolizmu
podstawowego (zaangazowane sg w translacje, replikacje 1 wytwarzanie energii), biatka
adaptacyjne (sa wytwarzane w odpowiedzi na zmieniajgce si¢ warunki srodowiska) oraz
biatka nadajace cechy charakterystyczne danemu gatunkowi. Przecigtny genom bakteryjny
zawiera 3000 genow. W sktad chromosomu bakteryjnego wchodzg rowniez sekwencje
miedzygenowe (oddzielaja poszczegdlne geny) 1 transpozony (ruchome elementy

genetyczne). Plazmidy to mate zwykle kuliste dwuniciowe czasteczki DNA, ktorych
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Rysunek 1. Genom komérki bakteryjnej.

wielkos¢ waha sie w zakresie od 1% do 2% wielko$ci gldéwnego genomu bakteryjnego.
Zawieraja niewielkg liczbe genow, ktore nie s3g niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania bakterii, ale moga warunkowaé réznorodne cechy fenotypowe. Typy
plazmidow sklasyfikowanych wedlug zawartych w nich gendéw i wlasciwosci jakie nadaja

komorce bakteryjnej sg przedstawione ponize;j.

Plazmidy typu R zawieraja geny nadajace bakterii oporno$¢ na antybiotyki i
sulfonamidy

Plazmidy typu F koduja biatka wytwarzajace pile plciowe i umozliwiajace
przenoszenie genow migdzy bakteriami w procesie zwanym
koniugacja.

Plazmidy wirulencji nadajg bakteriom zdolno$¢ do wywotywania chorob

Plazmidy kolicynowe zawieraja geny kodujace biatka — kolicyny, ktére zabijajg inne
bakterie

Plazmidy degradacyjne koduja biatka pozwalajace bakterii na metabolizm nietypowych
zwigzkow (np. kwas salicylowy, toluen)

Niektore typy plazmidow maja zdolnos¢ wiaczania sie do gtownego genomu.
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Ekspresja genow w komorce bakteryjnej

Cechg charakterystyczng genomu chromosomowego jest obecnos¢ operondw. Operon
sktada si¢ z promotora, do ktorego przylacza si¢ polimeraza RNA, genu operatorowego i
kontrolowanych przez niego genow strukturalnych(Rysunek 2).Geny strukturalne koduja
rozne biatka enzymatyczne, ktore uczestnicza w tym samym szlaku biosyntezy (enzymy
anaboliczne) lub drodze rozktadu (enzymy kataboliczne). Geny te sa potozone obok siebie,
a ich wspdlna transkrypcja powoduje powstanie jednej, dlugiej czasteczki mMRNA (tzw.
policistronowe mMRNA). Powyzej operonu, znajduje si¢ pojedynczy gen regulatorowy,
ktéry koduje biatko zwane represorem. Zwigzanie represora przez gen operatorowy
uniemozliwia transkrypcje genow strukturalnych (zjawisko to nosi nazweg represji).
Natomiast odlaczenie represora od genu operatorowego pobudza funkcje genow

strukturalnych (tzw. indukcja lub derepresja).

operon

geny strukturalne
| |

gen regulatorowy promotor operator genA genB genC
ona )/ /]
l l transkrypcja
MRNA sl . mRNA
regflft"(;:]owe l 1 l translacja
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Rysunek 2. Budowa operonu i powstawanie policistronowego mRNA.
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Zroédla zmiennosci genetycznej bakterii (Rysunek 3)

Komorki bakterii moga uzyska¢ geny od innych bakterii na drodze koniugacji,

transformacji, transdukcji.

Koniugacja Transformacja Transdukcja

Przekazywanie plazmidu F Pobieranie fragmentu DNA Przeniesienie  fragmentu
z jednej komorki bakteryjnej ~ pochodzacego od innych nie- DNA z jednej komorki
do drugiej poprzez pile zywych bakterii i wlaczenie bakteryjnej do innej
plciowa. go do chromosomu. komorki przez faga.

Rysunek 3. Sposoby przenoszenia genow miedzy bakteriami.
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2. Genomy wirusow

Wirusy posiadaja genom w postaci DNA Iub RNA, ktory moze by¢ Kkolisty lub liniowy.
Genom znajduje si¢ wewnatrz jest otoczony bialkowym kapsydem zbudowanym z
podjednostek — kapsomerow (Rysunek 4). Kompleks genomowego kwasu nukleinowego i
biatek nazywany jest nukleokapsydem. U wielu wiruséw nukleokapsyd jest dodatkowo
otoczony ostonka lipidowa, w ktora wbudowane sa glikoproteiny. Bialka ostonki sg
kodowane przez genom wirusa, natomiast lipidy ostonkowe pochodzg z blon
komorkowych (z  blony cytoplazmatycznej, btony jadrowej lub  retikulum
endoplazmatycznego) komérki gospodarza.

otoczka lipidowa

«———— kapsyd

g genom
g bialka macierzy
glikoproteiny
Wirus bezotoczkowy Wirus otoczkowy

Rysunek 4. Schemat budowy wirusa

Genom wirusow DNA 1 wirusow RNA moze by¢ dwuniciowy (ds DNA lub ds RNA; ang.
double-stranded) lub jednoniciowy (ss DNA lub ssRNA; ang. single-stranded).
Zawierageny kodujace biatka kapsydu (ochraniaja genom), macierzy (lacza biatka
nukleokaspydu z ostonkg) i biatka ostonki (rozpoznaja komorke gospodarza) oraz geny
kodujace biatka niestrukturalne, tj. enzymy niezbedne do przebiegu replikacji wirusa,
biatka niezbedne do odtwarzania czastek potomnych wirusa 1 biatka regulujace
transkrypcje .Biatka wirusowe sg syntetyzowane z wykorzystaniem rybosoméw komorki
gospodarza. W wielu przypadkach ulegaja one modyfikacjom potranslacyjnym (np.

glikozylaciji).
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Replikacja wirusow

Wirusy sg bezwzglednymi wewnatrzkomorkowymi pasozytami, co oznacza ze mogg
namnaza¢ si¢ tylko wewnatrz komorki. Glowne etapy namnazania si¢ Wirusow w
komdrkach gospodarza sg wspoélne dla wszystkich wirusow:

o rozpoznanie komoérki docelowej i wigzanie si¢ wirusa z receptorem btony komoérkowe;,

O penetracja czyli wniknigcie wirusa do komorki na drodze endocytozy z udziatem receptora lub
w sposob bezposredni — wiropleksji (wirusy bezotoczkowe) lub na drodze fuzji otoczki
wirusowej z btong komdrkowa,

o uwolnienie genomu z otoczki i kapsydu (odptaszczenie),

o ekspresja genow kodujacych biatka wezesne (tj. enzymy i biatka wigzace kwasy nukleinowe),

o replikacja genomu,

o ekspresja genow kodujacych biatka pozne (tj. biatka strukturalne) i potranslacyjna
modyfikacja bialek,

o sktadanie i dojrzewanie wirusa,

o uwolnienie czastek wirusowych (wirionéw) z komorki na drodze egzocytozy lub lizy

komorki (wirusy bezotoczkowe) lub wskutek fuzji bton (wirusy otoczkowe).

CyKkl zyciowy bakteriofagow (Rysunek 5)

Wigkszos$¢ bakteriofagbw ma genom w postaci dsDNA, ktory otoczony jest ptaszczem
bialkowym (kapsydem). Po wniknieciu do komorki bakteryjnej, fag moze wejsé w cykl
lityczny (nastepuje ekspresja gendéw faga, replikacja genomu, synteza biatek kapsydu,
sktadanie czastek faga i ich uwalnianie w wyniku lizy komorki bakteryjnej) lub w cykKl
lizogeniczny (genom faga jest wiaczony do genomu bakterii i replikuje si¢ razem z
chromosomem bakteryjnym). Bakteria posiadajaca w swoim genomie wbudowany
genominfekujacego ja faga to lizogen, a bakteriofag wbudowany w genom gospodarza to

profag. Profag moze ulec spontanicznej indukcji i wejs¢ w cykl lityczny.
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Rysunek 5. Cykl zyciowy bakteriofagow.

Sposoby powielania si¢ ludzkich wiruséw w komorkach

Wirusy ds DNA (Rysunek 6): DNA wirusa jest matryca do biosyntezy mRNA kodujacego
biatka (polimerazy DNA niezbedne do replikacji genomu wirusa i biatka strukturalne).

Replikacja genomu zachodzi w jadrze komorkowym z udziatem wirusowej polimerazy DNA .
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Rysunek 6. Replikacja wirusow ds DNA w komdrce gospodarza.
Przyktady ludzkich wiruséw:

o Herpeswirusy (posiadaja otoczke): ludzki wirus opryszczki (Herpes virus hominis;
HSV; namnaza si¢ w jadrze komorkowym), wirus ospy wietrznej-pétpasca (Varicella
zoster; namnaza si¢ w cytoplazmie), wirus cytomegalii (CMV; zakazenie w czasie cigzy
moze przyczynia¢ si¢ do wystapienia wad rozwojowych u noworodkdw); wirus
Epsteina-Barr (EBV; powoduje mononukleaze zakazna, moze powodowaé dwie
choroby nowotworowe: chtoniaka Burkitta i nowotwory nosogardzieli.

o Adenowirusy (nie posiadaja otoczki) — replikujg si¢ w jadrze komorkowym; powoduja
zakazenia ukladu oddechowego, zapalenie spojowek (rozowe oczy), krwotoczne
zapalenia pecherza moczowego i zapalenia zotadkowo-jelitowe.

o Ludzki wirus brodawczaka (HPV) - genom w postaci kolistego dsDNA; nie jest
ostoniety otoczka. Istnieje ok. 100 typéw HPV odpowiedzialnych za brodawki skory i
bton §luzowych; HPV typ 16 1 typ 18 sg wirusami wysokiego ryzyka zachorowania na

raka szyjki macicy i innych narzagdow moczowo-ptciowych.
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Wirusy ssRNA o dodatniej polarnosci (Rysunek 7) : RNA (+) wirusa bezposrednio stuzy do

biosyntezy biatek wirusa (petni funkcje mRNA). W celu replikacji (amplifikacji) genomu
syntetyzowana jest komplementarna ni¢ o polarnosci (-) przy udziale wirusowej polimerazy
RNA zaleznej od RNA. Nastepnie syntetyzowana jest komplementarna ni¢ (+) RNA, ktoéra

ulega powielaniu.

RNA () - - ramstacia (67
polimerazaRNA - - - - = > bialka *
zaleznaod RNA ~ _ - | RNA(-) ‘\\
Thel “ | skladanie '\
et RNA (+) potomnych '\
— - - AY
e AMPlifikkacja WIrusow \
m— przez polimeraze RNA ) o
— zaleznaod RNA kopie wirusa

Rysunek 7. Strategia powielania si¢ wirusow RNA o dodatniej polarnosci (+).

Przyktady ludzkich wirusow:

o wirus polio (bezotoczkowy)— wywotuje zapalenie rogéw przednich rdzenia, czyli
porazenie dziecigce (chorobe Heinego-Medina); szczepionki zapewniaja petng ochrone
przed wirusem, ale odporno$¢ taka nie utrzymuje si¢ cate zycie. Co 10 lat nalezy
przyjmowac kolejna dawke.

o rhinowirusy (bezotoczkowe); sa najwazniejsza przyczyna przezigbienia i zakazen
gornych drog oddechowych; replikacja zachodzi gtownie w jamie nosowe;j.

o wirus rézyczki (posiada otoczke); zakazenie w okresie cigzy moze spowodowac

powazne wady wrodzone u dziecka.
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Wirusy ssRNA o ujemnej polarnosci (Rysunek 8):Na matrycy wirusowego RNA (-) jest
najpierw transkrybowana komplementarna ni¢ o polarnosci (+) przez polimeraze RNA
zalezng od RNA. Ni¢ RNA (+) pehni funkcje mRNA 1 stuzy do biosyntezy bialek wirusa.
Nastepnie na matrycy RNA (+) jest syntetyzowana komplementarna ni¢ (-) RNA, ktora ulega
amplifikacji (powieleniu). Wszystkie wirusy RNA (-) posiadajg otoczke.

; RNA (-)
polu.ncuua RNA _____ > translacja
zaleznaod RNA ™. | BINALE] oo mimsionom >
S .
S | bialka
\
N 1
"a g kladanie
v RNA ™ SKladanie 3
— potomnych
e amplifikacja wirusow kopie wirusa
przez polimeraz¢ RNA
s 72167119 0d RNA
———————————————————————— »

Rysunek 8. Strategia powielania si¢ wirusow ssRNA o polarnosci (-)
Przyktady ludzkich wirusow:

o wirusy grypyA, B, C- replikuja si¢ w jadrze komorkowym, posiadajg osiem segmentow
SSRNA(-), ktore koduja enzymy odpowiedzialne za transkrypcje, biatka macierzy i
kapsydu oraz biatka wbudowane w ostonk¢ lipidowa: hemaglutynine (taczy si¢ z
kwasem sjalowym obecnym na powierzchni komoérek nabtonka drog oddechowych) i
neuraminidaze (hydrolizuje kwas sjalowy i umozliwiaja wniknigcie wirusa). Ludzkie
podtypy hemaglutyninowe i neuraminidazowe wirusa grypy typu A to: H1, H2, H3 oraz
N1 i N2. Biatka te majg wlasciwosci antygenowe | wchodza w sktad szczepionek.

o wirus odry i wirus swinki — SSRNA (-) wystepuje w postaci liniowej (nie jest
segmentowane); replikuja si¢ w cytoplazmie; ich otoczka lipidowa zawiera specyficzng

hemaglutynine. Szczepionki skojarzone zawieraja zywe odpowiednio ostabione wirusy.
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Retrowirusy (Rysunek 9): jednoniciowa czasteczka RNA (+) jest transkrybowana za pomocag
wirusowego enzymu - odwrotnej transkryptazy do dwuniciowej czasteczki DNA, ktora jest
nastepnie wbudowywana do genomu komorki gospodarza. W wyniku aktywacji genomu
wirusa, na matrycy DNA sg transkrybowane czasteczki wirusowego RNA, ktore wraz z

rybosomami komérkowymi uczestniczg w biosyntezie biatek wirusa.

RNA (+)
DNA (-)

odwrotna ----- >
~
transkryptaza >~ _

oo dsDNA

I
(1 : 2
1 integracja DNA wirusa
] , .
y z genomem komorki
v
IO

transkrypcja

P e,

RNA (+) translacja

bialka

\

\

skladanie |
potomnych { kopie wirusa

wirusow

amplifikacja
przez polimeraz¢ RNA
zalezng od RNA

Rysunek 9. Strategia powielania si¢ retrowirusow.
Przyktady ludzkich retrowirusow:

owirus ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV) — jest przenoszony glownie na drodze
kontaktow seksualnych, poprzez zakazong krew i preparaty krwiopochodne; jest tez
przenoszony z matki na dziecko; zakaza limfocyty T i makrofagi; aktywacja wirusa
wywotuje zespot nabytego niedoboru odpornosci (AIDS).

o wirus ludzkich bialaczek limfocytow T (HTLYV) - odpowiada za rozwoj ostrej biataczki z
limfocytow T i chtoniakow z limfocytow T.

Oba wirusy posiadaja dwie kopie RNA (+) i trzy gtowne geny kodujace poliproteiny: env

(biatko powierzchniowe i transblonowe), gag (biatka nukleokapsydu ) i pol (proteazg,

odwrotng transkryptaze i integraz¢). HIV-1 zawiera dodatkowo 6 innych genow, natomiast

HTLV-1 dwa onkogeny: Tax i Rex.
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I1. Czeg$¢ praktyczna

1. Obserwacja bakterii w mikroskopie $wietlnym

1.1. Barwienie pozytywne proste — preparat barwi si¢ przy pomocy jednego barwnika

(np. bigkit metylenowy); wszystkie bakterie sg zabarwione podobnie.

Badany materiat beda stanowity produkty spozywcze: jogurt naturalny, sok z kiszonej

kapusty, woda z miodem.

Wykonywanie i utrwalenie preparatu:

a.

odttusci¢ szkietko podstawowe (zwilz papierowy recznik alkoholem, doktadnie
wytrzyj szkietko)

za pomocg pipety Pasteura nanies$ 1-2 krople badanego materiatu

wykonaj rozmaz (rozprowadz zawiesing na catej powierzchni szkietka)

wysusz preparat na wolnym powietrzu (10-15 minut)

trzymajac szkielko w szczypcach, utrwal rozmaz przesuwajac go trzykrotnie
przez ptomien palnika,

ostudz szkietko

preparat jest gotowy do barwienia.

Wykonania barwienia:

o o T @

umie$¢ preparat w przygotowanej kuwecie do barwienia
na utrwalone bakterie nanie$ biekit metylenowy 1 odczekaj 60 sekund

usun barwnik delikatnie woda za pomocg tryskawki

. pozostaw preparat do wyschnigcia

gotowy preparat mozna obserwowa¢ pod mikroskopem bez szkietka

nakrywkowego przy uzyciu obiektywu immersyjnego (x100)

1.2. Barwienie zlozone metoda Grama - pozwala odrozni¢ bakterie Gram-dodatnie i

Gram-ujemne (Rysunek 10). Bakterie Gram-dodatnie majg grubg $cian¢ komorkowsa

zbudowang z wielu warstw peptydoglikanu (zatrzymuja fiolet krystaliczny),
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Natomiast bakterie Gram-ujemne majg cienkg warstwe peptydoglikanu i dodatkowo
zewngtrzng btone. Ich $ciana komoérkowa zostaje uwidoczniona (kolor ré6zowy) po

zastosowaniu barwnika kontrastowego — safraniny.

Wykonanie barwienia metoda Grama

a. na utrwalony preparat (umieszczony w kuwecie do wybarwiania) nanie$ fiolet
krystaliczny na 30 sekund,

b. sptucz barwnik wodg destylowang z tryskawki (zrob to delikatnie zeby nie zmy¢
wszystkich bakterii)

c. utrwal barwnik nanoszac ptyn Lugola (10 sekund)

d. wyptucz barwnik za pomocg 95% etanolu do momentu az przestanie uwalnia¢

si¢ z niego fiolet krystaliczny

ophucz preparat woda destylowang

nanie$ na szkietko safraning (30 sekund)

sptucz barwnik delikatnie woda destylowang z tryskawki

o «Q o

pozostaw preparat do wyschnigcia

ogladaj preparat bez szkietka nakrywkowego pod mikroskopem z uzyciem
obiektywu immersyjnego (x100)
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Rozmaz

Rysunek 10. Barwienie metodg Grama: $ciana komorkowa bakterii Gram-dodatnich - ciemny
fiolet i Gram-ujemnych - kolor r6zowy.

2. Obserwacja preparatow trwalych w mikroskopie optycznym:

a. Escherichia coli — Gram- ujemna pateczka okre¢znicy
b. Clostridium botulinum— Gram- dodatnia laseczka jadu kietbasianego wytwarzajgca

przetrwalniki.
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