Plazmidy — podstatna slozka genomu bakterii

Definice:

Plazmidy jsou extrachromozomalni, autonomn €& se
replikujici genetické elementy, které se vyskytuji v
bunkach vSech skupin mikroorganism .

Vyznam:

1. Podstatn & ovliv Auji zakladni biologické vlastnosti svych
hostitel U, podileji se na jejich diverzit & a evoluci

2. Jsou vyuzivany k poznani zakladnich
molekularn ébiologickych proces U v bakterialnich
bunikach a horizontalnimu p Fenosu gen U

3. Jsou prakticky a Siroce vyuzivany v metodach MB a Gl
zejména jako vektory



CHARAKTERISTIKA PLAZMIDU

dsDNA - kruznicova nebo linearni, velikost: 1-1000 kb

Ooooo
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Zakladni typy plazmidi:

kryptické - funkce neznama

epizomalni - reverzibilni intergace do chromozomu hostitele
konjugativni - schopné prenosu konjugaci

mobilizovatelné - prenositelné za pritomnosti konjugativniho plazmidu

Priklady plazmidu:
F-plazmidy (fertilitni faktor, konLuPativni),
zodpovédné za konjugaci, prip. mobilizaci jinych plazmidt

R-plazmidy (R-faktory) . )
zodpovédne za rezistenci k antibiotikiim, Fada z nich konjugativni

kolicinogenni (Col-plazmidy) (bakteriocinogenni plazmidy)
tvorba proteintl s antibiotikovym charakterem (Enterobacteriaceae)

Virulencni plazmidy
Ti-plazmidy (tumory indukujici)
tvorba nadoru u dvoudeéloznych rostlin (Agrobacterium tumefaciens)

Plazmidy odbouravajici organické slouceniny (Pseudomonas)
Plazmidy podilejici se na fixaci vzdusného dusiku (Rhizobium).
Plazmidy pouzivané jako vektory pro prenos DNA (pBR322, pUC)



PLAZMIDY

LIRS AN Some naturally occurring plasmids and the traits they carry

Plasmid = Trait - Original source

ColEl  Bacteriocin which kills E. coli s Fogalf=s s

fols =3 | Degradation of toluene and benzoic acid Pseudomonas putida -
Ti - Tumor initiation in plants . Agrobacterium tumefaciens.
piP4 | __ 2,4-D (dlchinmphenoxyacetlc acid) degradatlon : Af&aﬁgené& ez}tmphus-- s
pSym Nodulation on roots of legume plants Rhizobium meliloti
SCP1 _A_n’_ubmtlc methylenomycin biosynthesis _ _ Streptomyces coelicolor
RK2 - Resistance to ampicillin, '.tefracyclihe; and kanamycin Klebsielta aerogenes




Plazmidy archei

- malo prostudované, nejlépe u metanogennich archei
- vétSinou kryptické

- nékteré maji charakter megaplazmidu (napf. u Haloferax volcanii) —
velikost 690, 442 a 86 kb,

- identifikované geny:
---- geny pro tvorbu plynovych méchyrk
---- geny koduijici restrikéni endonukleazy a metylazy

- konjugativni plazmidy (r. Sulfolobus) — schopnost integrace do
chromozomu, jednosmérny prenos



Table 3.1 Some of the best-known plasmids.

Plasmid Number of Uni- or Positively acting,
designation Size Copy different bidirectional Host proteins plasmid-encoded
(host) in kbp number OrivV replication  required proteins Regulation
ColE1 (CloDF13, 6.4  High 1 Unidir. Poll None Negative regulation of primer RNA synthesis
P1517, RSF1050, Pollll, by a protein and an RNA complementary to
pMB1...) RNA polymerase the preprimer RNA
(E. coli) DnaL, B, C, Z
RNase H
R6K (E. coli) 38 13-40 3 (a, B, y) Bidir. and RNA polymerase Pi protein (pir Pii protein binds to the direct repeats of oriV
direct asymmetric gene) binds to and is an autoregulated protein. At low
repeats (terminus) oriV concentration it regulates replication
(direct positively; at high concentration it exerts a
repeats) negative regulation
IncFL: F (E. coli) 4.5 1 2 direct Bidir. DnaB, C, E Protein E binds  Negative autoregulation of protein E
repeats (direct and A to oriV synthesis. Protein E might be titrated down
repeats) by the direct repeats near or in oriV, which
are responsible for both copy number and
incompatibilitty (copB or incC)
IncP: RK2, RP4 60 4-7 in * 1 direct Unidir. DnaA TufA protein Complex negative regulation of the TrfA
RP1, R68, R18 E.coli repeat binds to oriV protein by several genes also involved in cell
(Gram-negative, 3in P. killing or rescue (kilA, B, C, D or kilABCD)
promiscuous) agruginosn
ImeQ: RSF1010 8.7  10-12 1 direct Bidir. RepA, RepB, Negative regulalifm of repC. repC has two
(Gram-negative, repeat RepC. RepC promoters, negatively regulated by the
promiscuous) binds to oriV/ product of a small gene located downstream
of each of them
IncFIL: R1 (R100, 100 2 1 Unvilir. DnaB, C, E, F RepA1l (riff RNA  Negative regulation o'f rep/ﬂ expression at
R6-5) (E. coli) and G polymerase) two levels. The p'rogem product of copB
represses transcription of repAl, the RNA
product of copA (or repA2) prevents
translation of repAT mRNA and negatively
regulates copBl
= | (repC) Unidlir. Unknowr RepC (313 aa) Negative regulation of repC by attenuation at
fs’rt‘zlviilrylococcus il et bivnpcg to a region  the transcriptionall level, and by two RNAs at
aureus) within the origin  the translational level. These RN.As are
complementary to the leader region of the
repC mRNA
plj101 8.9  High 1 Unknown ‘Commcn!s:' Pma\d hmll-mng.e, no
(Streptomyces) incompatibility system, conjugative, no

aclive partition




KLASIFIKACE PLAZMIDU

oznacovani: pxXyY123

O

Univerzalni vlastnosti lazmidd je jejich inkgmpatibilita,
kterou se rozumi neschopnost dvou plazmidu koexistovat
spolecné v téze bunce (navzajem se vytésnuji).

Kompatibilitou se rozumi schopnost dvou plazmidu
Id<OSX|stovat v jedné bunce bez selekcniho tlaku a stabilné se
edit

RozliSuje se mezi vektorialni a symetrickou inkompatibilitou.

- vektorialni: je ztracen vzdy jeden konkrétni plazmid ze dvou.
- symetricka: kazdy z plazmidd je ztracen pti stejné pravdépodobnosti.

Do stejné inkompatibilni skupiny nalezeji navzajem
inkompatibilni plazmidy. Inkompatibilni plazmidy jsou
vzajemné pribuzné (vyuzivaji tentyz mechanismus
kontroly repllkace)

V soucCasné dobée je znamo asi 30 inkompatibilnich
skupin u enterobaktérii, 9 u stafylokok atd.



Dukaz pFitomnosti plazmidu v bakterialnich bu  Rkach

W

Elektroforéza po izolaci plazmidové DNA

Prukaz CCC DNA v elektronovém mikroskopu

Centrifuga €ni metody :

ddkaz satelitniho pruhu v sacharozovém gradientu podle S.
dikaz v CsCI-EB podle konformace CCC, LIN a OC.

Charakterizace plazmid U

stanoveni velikosti: elektronmikroskopicky nebo v agarozovém gelu, kde se
nejdrive linearizuje

konstrukce restrik €ni mapy, sekvencovani DNA

zarazeni plazmidu do inkompatibilni skupiny . Za timto uéelem je
plazmid pfenesen do vhodnych recipientnich testovacich kmend, které jiz
obsahuji znamé plazmidy prislusnych kompatibilnich skupin.
Predpokladem je to, aby oba plazmidy mély rizné genetické markery, napfr.
dva rGzné geny pro rezistence. Pfi Inc-testu se kmen pomnozuje nejdfive
bez selekéniho tlaku 10-50 generaci a pak se vzniklé kolonie testuji na
prfitomnost obou plazmida.

Pro stanoveni pfibuznosti dvou plazmidu Ize pouzit i srovnani jejich
restrikénich map. PresnéjSi analyza urcitych oblasti se pak muze provést
hybridizaci. Posledni krok je sekvencovani DNA.



Dukaz pFitomnosti plazmidu v bakterialnich bu  nkach

1. Prukaz DNA v elektronovém mikroskopu
2. Centrifuga €ni metody: d ukaz satelitniho pruhu po centrifugaci
3. Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu




DUKAZ PROTEINU KODOVANYCH
PLAZMIDEM (E. coli)

O A. Systém vyuzivajici minibuniky: neni pfitomen
chromozom, ale plazmidy (inkubovany v minimalnim mediu za
pritomnosti znacenych aminokyselin (35S-metionin). Proteiny
jsou detekovany na SDS-PAGE a prokazany autora |ograf|cky

O B. Systém vyuzivajici maxibunky. Po ozareni UV-svetlem
se chromozomoyé geny v dusledku [lios kozeni neexprimuiji,
vétsina plazmidu za techto podminek zustava diky své malé
velikost] intaktni a muze geny exprimovat. Dukaz tvorby
proteinu probiha analogicky jako u minibunék.

O C. Systém translace in vitro (Zubayuv systém), ktery se
sklada z testované plazmidové DNA, ze supernatantu po
centrifugaci lyzatu bunék E. coli, ObsahU]ICIhO proteinoveée
komponenty nutnée pro transkrlpC| a translaci (RNA-
polymeraza, ribozomy, translacni faktory,K 19
aminokyselin a jedne amlnokyselln znacgne, rNTP,
systému regenerupcmo energii a dalsi). Dukaz tvorby
protelnu probiha analogicky jako u minibunék.



ODSTRANOVANI PLAZMIDU
(~plasmid CURING", LECENTI)

zmeéna fenotypu = dtikaz, Ze uréita funkce je spjata s pritomnosti plazmidu

O A. Interkala¢ni barviva: 5
Akriflavin, akridinoranz, etidiumbromid a quinarcin patri mezi
interkalacni barviva, které se zaclenuji mezi sousedni baze a
zabranujl replikaci plazmidu.

0 B. Coumermycin a novobiocin: ) o )
Interference s ucinkem DNA-gyrazy, ktery zavadi negativni
superhelikalni otacky do kruhove dsDNA.

O C. Rifampicin a mitomycin C: 5
Rifampicin se vaze na RNA polymerazu a zabranuje tak transkripci.
Mitomycin C je mvetgbolickt/) aktivovan na intermediat, ktery
kroslinkuje DNA retezce a blokuje tak transkripci.

O D. Natriumdodecylsulfat: o
Narusuje vazbu plazmidu k b. membrane

O E: Dalsi metody: o o
Zvysena teplota, skladovani kultur, regenerace protoplastu

Komplementarni p Fistup: p fenos plazmidu do bezplazmidovych bun ek



LOKALIZACE ORI NA I::LAZMIDOVE MOLE-
KULE, STANOVENI ZPUSOBU REPLIKACE

Stépeni plazmidd

v ruznych stadiich
replikace restrik¢nim
enzymem, sledovani
struktury v EM




VYHLEDAVANI (IZOLACE) POCATKU REPLIKACE (ORI) NA PLAZMIDU

/

AN
lugate Selektovatelny
) gen
mp'

OO O

on

,dwy

Transform and select
Amp' colonies

This Amp' colony
contains the ori clone

Medium with ampicillin



PODLE POCTU KOPIi SE PLAZMIDY
DELI DO TRi SKUPIN

1. S nizkym poctem kopii (1-2/chr)

2. Se strednim poctem kopii (asi 15)

3. S vysokym poctem kopii (vice jak 15)
(déleni je umelé a hranice neni pevna

1R WA Copy numbers of some plasmids

Plasmid Approximate copy number
F 1

P1 prophage 1

RK2 4-7 (in E. coli)

pBR322 | 16

pUC18 ~30-50

plj101 40-300




STANOVENI POCTU PLAZMIDOVYCH KOPII

POCET KOPIi =

molarni hmotnost chromozomu (kb) y radioakti  vita plazmidu (cpm)

molarni hmotnost plazmidu (kb) radioaktivi  ta chromozomu (cpm)

-Ultracentrifugace v CsCI-EB s radioaktivné znacenou DNA,
stanoveni radioaktivity v jednotlivych frakcich (pruzich)

-Elektroforéza v gelu, stanoveni mnozstvi DNA



STANOVENI CETNOSTI REPLIKACE PLAZMIDU
CENTRIFUGACI V GRADIENTU CsCl

~__—Plazmid, ktery se nereplikoval

" /\y/ Plazmid, ktery se replikoval 1x

DA 0,3 generace

0,5 generace

1,0 generace

X~
1732 1725 1718 .
P N Plazmid, ktery se replikoval
15N 14N/15N 14N dvakrat nebo vicekrat




MECHANISMY REPLIKACE PLAZMIDU

Zacina ve specifickém miste (oriV)
vytvorenim volné 3 "OH skupiny (bud’
RNA-primer, nebo zilom DNA)

O malé plazmidy:

B mechanismus otacivé kruznice (RC-plazmidy)
O velké plazmidy: (theta mechanismus)

B mechanismus podobny replikaci chromozomu

O je vyzadovan Rep protein a dalsi proteiny hostitele
(DnaA, B, G aj); v miste ori je po vazbe iniciacnich
faktoru syntetizovana primerova-RNA (plazmidy typu
ColE1 nevyzaduji pro tvorbu primerové-RNA zadny
protein kodovany plazmidem)



STRATEGIE KONTROLY POCTU
PLAZMIDOVYCH KOPII

O Inhibitor - cil
B Plazmid koduje difuzibilni inhibitor replikace, ktery se vaze na
cilovou sekvenci

Prima regulace Nepfima regulace
Vazba inhibitoru Vazba inhibitoru brani
brani iniciaci replikace syntéze produktu nezbytného

pro zahajeni replikace

O Iteronova strategie

B Regulacni protein (rep) nezbytny k zahajeni replikace je vazan
(titrovan opakujicimi se sekvencemi (iterony) pobliz ori.
Replikace nastava po nasyntetizovan! dostatecneho mnozstvi
volného regulacniho proteinu.



@ Rop dimer
Regulace replikace i rop (regulation of

H - RNAI rop rimer)
ColE1 plazmidu mp = _ﬁ—_—(—_p | o (RNA One
d jeho deriVétﬁ e . inhibition Moderator).

Preprimer = cil inhibitor
/ \ RNA | 5
RNAI ,,KiSSing“
\I\:I!! komplex
RNA ||
v Parovani RNAI
RNA-DNA @ a pRNA_
hybrid allows
RNA I prekurzoru
rocessin 3 ’
procesig 13000000UVVL> (RN
wan " RNA I-RNA Il duplex zabranuje
o maturaci
J primerového
. transkriptu
No RNA [I-DNA hybrid
Pol | e i
3’ OH of RNA Il primes No RNA Il processing
DNA synthesis l

Replication No replication



INTERAKCE RNAI S RNAII PRI
INCIACI REPLIKACE ColE1l

. ori V
-350 -250 -100 1
I I | | Replikation

- -

B

K
RNaseH

Po sparovani RNAI a RNAII
Mutace v genu se zméni sekundarni
rop vedou ke struktura RNAII
zvysenli poctu (preprimeru), ktery pak neni
kopii plazmidu RNa&zouH upraven na primer




. . ‘
RNA 1 5 - 3
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1] || | Rom ?o!ypup}i'c’u_
me e x - < 4 stabilises—initial
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RNA 1T 5 ::Ili "

(preprimer)
Pdlrl g betwe
5' end of RNA 1 Breakage of
d complemen:ary loop-to-loop
contacts
RHA Il
RNA I1

ggé
%%%

Propagation of
base-pairing unfolds
stemloop structures

. 5’
3 .
ST |2 X S N O S U

Hybridisation of entire length of RNA I to RNA Il alters
secondary structure of RNA 11 and prevents processing
of preprimer by RNAse H

Interakce RNAI, RNAII
a proteinu Rom (~Rop)
pri iniciaci replikace
ColE1 plazmidu

\/
Mutace v genu pro
protein Rop vedou
ke zméné poctu
plazmidovych kopii



REGULACE REPLIKACE PLAZMIDU ColE1

O  RNAI (inhibitor) je syntetizovan konstitutivné a ve vyssi koncentraci nez nez
preprimerova RNAII. Rostouci bakterie zvétsuje objem, cimz se snizuje
pravdépodobnost interakce RNAI a RNAII a dochazi k zahajeni replikace.
Dal$i moznost regulace je ddna plsobenim proteinu Rop, jehoZz mnoZstvi v
bufikdch muze kolisat (regulace na Urovni transkripce nebo translace, ptipadné
jeho stabilita)

02/ “&vn 3
re7whc e



KONTROLA REPLIKACE ITERONOVYCH
PLAZMIDU

O Plazmid kdduje difuzibilni iniciacni protein Rep, ktery
se vaze na radu primych opakovanl iteront (rdzny
polet u ruznych plazmidu).

O Tento protein ma nasledujici vlastnosti:
B iniciuje nové cykly replikace
B muZe zabrafovat replikaci
B funguje jako autorepresor na urovni transkripce

O Plsobeni Rep je zavislé na jeho koncentraci,
ktera je ovlivhovana poctem plazmidovych kopii
(resp. poctem iterontl) a rozdilnou afinitou Rep
k iteronlim (L a R) v oblasti ori.



PUSOBENI PROTEINU RepA NA INICIACI
REPLIKACE U ITERONOVEHO PLAZMIDU pSC101

ori

-_
600 800 1000 1200
||:'T':J | 2?0 ! 4?0, | = | I e ]
par e inc \. repA
_.*" DnaA R1 R2 R3 IRT  IR2™\. repA

Vazba DnaA a aktivace
dalSich chr. replikace

RepA

R = CAAAGGTCTAGCAGCAGAATT-(TACAGA-R3)

nizka koncentrace RepA —keplikace; vysoka koncentrace RepA— autoreprese



KONTROLA REGULACE INICIACE
REPLIKACE PLAZMIDU F

ctyri L-iterony pét R-iterontll

” oriS rep e el

a : /L ' -

i // [ s ol 23
L1t Rep My

Slabsi vazba Rep Silnéjsi vazba Rep
iniciace replikace pri zabrana replikace
vysSsich pri nizkych
koncentracich Rep koncentracich Rep

Experimentalni pozorovani: delece R-iteron  u vede ke zvySeni a
adice dodate €nych R-iteron u ke snizeni po ¢tu kopii



DVOJI PUSOBENI RepA PROTEINU ITERONOVYCH PLAZMIDU

~coupling”
model

Low 4/ ; 3
concentration /&% Y Hflgi? coqggntratlon
of plasmid 4& Sopn o Pastia
p AW o\ Plasmids coupled
& %
%

RepA se vaze ® RepA se vaze na
jen na jeden dva plazmidy
plazmid a soucasné a spojuje
iniciuje je, ¢imz brani

replikaci replikaci

!

Dukaz EM



MECHANISMY ZAJISTUJICI STABILNI
UDRZENI PLAZMIDU V BUNKACH
(SEGREGACNI STABILITA PLAZMIDU)

O u vicekopiovych plazmidd (>20) typu ColE1 je
pritomen nekoédujici usek (cer, 380 bp), ktery je
cilem plisobeni mistné specifické rekombinaz
(kodovana geny xerC a xerD na chromozomu) -
~»Multimer resolution systems"

O u vétSich plazmidl jsou rekombinazy kédovany
plazmidovymi geny

O u nizkokopiovych plazmidi jsou pritomny aktivni
mechanismy rozdelovani:
B aktivni segregace: partitioning (lokud inc + proteiny
Par(Sop))

0 ostsegregacni usmrcovani bunék, které ztratily plazmid
interakce stabilniho toxinu s nestabilnim antitoxinem)



SYSTEM PRO ROZDELOVANI MULTIMERNICH
PLAZMIDOVYCH FOREM

Prima opakovani

(@ cer sites

Resolvaza

ﬁ,—\\\ //

/ \
[ |+
| / T
A /

\\-‘-_//

Formation of two
hybrid monomers

~ -

Pairing of the two cer
sites and
crossing-over



Xer FUNKCE E. Coli KATALYZUJE MISTNE-SPECIFICKOU
REKOMBINACI V MISTECH CER PRO ROZKLAD PLAZMIDU

ColE1l

Proteiny XerC
a XerD E.coli

PUsobi na misto
dif pobliz ter u
e E. coli




ZAJISTENI POCTU KOPII SYSTEMEM CER A XER

N eotim @e Plazmid
@ obsahuje cer

xer

hd
chromosome zer /

5. host (zer*), ColEl plasmids (ccr‘) 14 origins ~ 13 phsmi'd molecules

\J L Cell division

plasmi.d-'!ree cells generated with low probability

Plazmid

— neobsahuje cer
()@ 706

xer

3
*
chromosome Ter

b. host -(zar*), ColEl plasmids' (cer ) 14 origins+6 plasmi_d molecules

J LCelI division

plasmid-frce cells generated with high probability.



MODEL PUSOBENI FUNKCE SOP (PAR)
U F PLAZMIDU

Sop = stability of plasmid

Par = partitioning

>_\ __— Proteiny hostitele

\/ \ - v r r
Vnitrni membrana
sopC

sopA kdoduje protein, ktery zrejmeé reguluje expresi sopB:
protein SopB se vaze spolu s proteiny hostitele na lokus
sopC (misto parS) obsahujici 12 tandemovych 43 bp-
repetic a je ukotven na vnitFrni membranu




Intracelularni lokalizace plazmid U

Metoda: vyuziti fluorescen €niho zna €eni protein 0 vazajicich se na sekvence
plazmid a

Zavery:.

1. Plazmidy maji v buiikach specifickou nebo preferovanou lokalizaci:
obvykle pobliz prvni a treti Ctvrtiny bunky

2. Lokalizace plazmidu v bunce zavisi na jeho rozdélovacim systému

3. U rychle rostoucich bunék jsou plazmidy ve dvojicich nebo skupinach,
které vyuzivaji spoleéné pripojovaci misto na membrané (pocet
fluorescenénich signall je nizsi nez pocéet plazmidovych kopii)

4. RuUzné typy (druhy) plazmidu vyuzivaji rizna mista pro pfichyceni pfi jejich
déleni a v bunce se nachazeji na riznych mistech.

Celkovy zavér: plati obecny model, podle kterého je signal pro rozdéleni
plazmidu u délicich se bunék uprostied a po rozdéleni buriky se presunuje
do prvni a treti €tvrtiny bunky.



Obecné schéma znazor nujici rozd élovani plazmid u

Rozdélovaci
aparat (jeho ~
slozky nejsou A 5 i 5 i
y nej . O . Nové zreplikované plazmidy
dosud znamy) XITAA umist éné ve st fedu bu nky se
i odd éli a presunou do prvni at feti

¢tvrtiny jeSt é pred tvorbou septa

= / \ s Po rozd éleni bu nky se tyto polohy
: O : : O : stavaji v dce Finych bu nkach op ét
i e .~ | stfedovymi




MODELY ZNAZORNUJICI FUNKCI MIST PAR U PLAZMIDU F A RP1
B

Fluorescencné

znacené protein
Par (ParA-GFP;
ParB-GFP)

A. Plazmid se vaze na misto par
na membrané. Pri déleni bunky
jsou kopie plazmidu pfichyceny
na rozdélena mista par a tazeny
do dcefinnych bunék

B. Dvé kopie plazmidu se nejdrive
navazou na misto par a pfri jeho
rozdéleni jsou oddéleny



Vizualizace polohy plazmid G F a P1 uvnit F bun ék E. coli
pomoci fluorescen ¢€niho barveni —r Gzné plazmidy se
nachazeji v r tiznych mistech

F - Cervena

P1 - zelena

Membrana
- modra




Obecny mechanismus ,genetického donucovani* (zavislo sti,
addiction systems)

Na plazmidu jsou p Fitomny dva geny, kodujici produkty:

1. toxin (killer) - stabiln éjSi

2. antitoxin (antidot, antikiller) - nestabilni

A. In the presence of toxin/anti-toxin gene complex

cxpresmon - attack i—' e
Toxin Toxin «unapp| Cellular | Plazmid je p Fitomen
gene tdrgel
TypeC -‘-Type A/ Type B
‘Anu e B Anti tuxm
gene

B. After loss or disturbance of toxin/anti-toxin gene complex

attack | Cellular Plazmid neni p Fitomen

Toxm ‘
target




Table 1. Classification of genetic addiction systems based on the action of the antitoxin

Type Action of antitoxin® Known subtype Example of gene complexes Reference
A Interaction with toxin Classical proteic killer systems ced 99

B Protection of toxin’s target Restriction-modification systems ecoRI 164

C Inhibition of toxin’s expression Antisense-RNA-regulated systems hok/sok 69

4Classification based on that of Michael Yarmolinsky (267, 268).



A. Classical proteic system

Toxin gene

(ccdB)

Target
(DNA
Gyrase)

Anti-toxin gene Anti-toxin |
(ccdA) protein
(CcedA)

o

Protease ‘
(Lon) |

Ccd = couples cell division ( geny tykajici se bun ééného d éleni)



POSTSEGREGACNI USMRCOVANI BEZPLAZMIDOVYCH
BUNEK PUSOBENIM PROTEINOVYCH SYSTEMU

A =u bunék
nesoucich %
plasmid ;

cilové
: misto
Negativni
regulace
®) antitoxin- v nadbytku toxin
> a—
B A L e T o >

B-u bezﬁlasmidowch ‘ Degradace antitoxinu
buné _

komp!extoxinu .llllllllllllllllll:
s cllovym mistem

volny toxin



SLOZKY PROTEINOVYCH SYSTEMU
PRO UDRZENI PLAZMIDU V BUNCE

(126 AK) (73 AK)

Plasmid Systém ° Toxin  Antitoxin Misto plisobeni Proteinasa degradujic{
toxinu antitoxin
F ccd CcdB CedA gyrasa Lon
(101 AK) (72 AK)
R1 parD Kid Kis DnaB Lon
(110 AK) (84 AK) A
RK2  parDE ParE ParD ? ?
(103 AK) (83 AK)
P1 phdldoc Doc Phd ? ClpXP

O Proteiny pro replikaci chromozomu bunky




B. Restriction-modification system

Target:
Toxin gene: | Toxin: | attack Recognition
Restriction Restriction " S;?qgi]i%c
gene enzyme (
(ecoRIR) (EcoRI) ‘on the chromosome)
: "/ protection
Anti-toxin gene: Anti-toxin: | 0y methylation
Modification *| Modification
gene enzyme
r(e:c'ﬁRfM) (M.EcoRI)

[0 RM-systémy typu Il nesené na plazmidu ( EcoRI)



C. Anti-sense-RNA-regulated systems

— I expression

Toxin p Toxin | atfack >

sene — ITIRNAJ' ...... o protein Target
(hok) (Hok) (membrane)

o

Anti-toxin

s Anti-toxin:
gene -
(ob) Anti-sense RNA RNase

(Sok-RNA)




POSTSEGREGACNI ZABIJENI ]
BEZPLAZMIDOVYCH BUNEK PUSOBENIM
SYSTEMU HOK/SOK U PLAZMIDU R1

hok = host killing (toxin); sok = suppression of killing (antitoxin)

é e - S hok CSOR
.:ﬂ_p
' - S

— hob-mRNA Antisense RNA je nestabilni

a po ztraté plazmidu z

| @*m_.__:[ - .na e ootk bunék rychle zmizi
. r—b .m;:_. _ ..m_.'- +Hok protein
o / | \ \ Hok protein je stabilni a po
-— - + ztrate,plazmldu Z bun ék
T — T navodi kolaps

/ membranoveho potencialu

C=C® &3

-— sok-RNA

cell death



Plazmidy zodpov édné za rezistenci bakterii k antibiotik um (R-plazmidy)

SLOZKY R-PLAZMIDU

O 1. Resistance transfer factor (RTF) - nese geny regulujici DNA
replikaci a pocCet kopii, geny pro prenos a nekdy geny pro rezistenci k
tetracyklinu.

O 2. R determinanta - ma ruznou velikost a nese dal$i geny pro
rezistenci k antibiotikum - obvykle ampicilinu, chloramfenikolu,
streptomycinu, kanamycinu, sulfonamidu - v ruznych kombinacich.

IS element
v
Q +
h
RTF R determinanta
(geny pro p Fenos (geny pro rezistence) R plazmid

a replikaci, + TetR)

O Vystavenim bunék antibiotiku dochazi k amplifikaci R-slozky a
zvetsuje se velikost celeho plazmidu




ULOHA TRANSPOZONU PRI EVOLUCI R-PLAZMIDU

kazdy transpozon muiZze byt prenasen nezavisle

Segment obsahuijici transpozony

nesouci determinanty rezistence

Segment pro p Fenos determinant




Kolicinogenni plazmidy — produkuiji latky s antibioticky

ch charakterem

PRIKLADY BAKTERIALNICH DRUHU PRODUKUJICICH BAKTERIOCINY

akteridlni druh Nazev bakteriocinu Chemicka podstata

-| Streptococcus pyogenes |Streptocin A Protein 8 kD
Streptococcus sanquis | Sanquicin Protein 280 kD
Bacteriodes fragilis Bf-1 N Protein 15 kD
Propionibacterium acne-| Aknecin Glykoprotein 60 kD
Bacillus megaterium Megacin Protein
Staphylococcus | Stafylokocin Lipoglykoprotein 150-
epidermidis 400 kD
Enterobacter cloacea | Kloacin Protein 56 kD

O Bakteriociny inhibuji jednu nebo vice zakladnich funkci
(replikace, transkripce nebo translace, nebo energeticky

metabolismus)..

Na nardstu citlivych bunék vytvareji sterilni zony —

lakuny.

O
O Pravé koliciny x defektni fagové castice (fagové bicCiky, lytické

enzymy)




STRUKTURA F PLAZMIDU (100 kb, 49% GC)
60 genll rozdélenych podle funkce do 5 oblasti

O

1
3
u
u
u
u
u

. Tranferovg oblast ) 5
3 kb, 31 genu vsechny funkce nezbytné pro prenos.

Biosyntéza a sestavovani F pilu (traA,B,C,E,F,G,H,L,K,Q,U,V,W)

Stabilizace parujicich se bunék (traG,N)

Konjugativni metabolismus DNA (traD,I,M,Y,2Z)

Regulace prenostu (traJ,finO,finP)

Povrchova exkluze (traS,T)

2. Vedouci oblast

Oblast, ktera je pri prenosu DNA prenasena

jako prvni. 13 kb.

3. Oblast replikace
Tri oblasti s geny a sekvencemi
podilejicimi se na replikaci.

4. Oblast s inzercnimi sekvencemi

(IS3a,b, IS2, Tn1000)

5. Pif oblast

Pif (phage inhibition by F). Tf¥i geny pifC.

TrAa - Regicn

F-Faktor
100 kb

\/?Hep FIE

Leading
- Region

Rep FlA



HLAVNI FUNKCNI
OBLASTI F-PLAZMIDU

tra

e B B

trb

AU > w

—— 0 ZC Z

L=< MR

Fig. 3.3 Map of the F plasmid, showing the main functional regions.



Table 3.2 Products of the transfer region of the F plasmid, as ordered on the DNA

molecule,

Product MW (KD) Function

TraM 14.491 DNA transfer

FinP Fertility inhibition; Tral repressor if FinO is present

FinO Fertility inhibition; mutated by IS3 insertion in F; present in
F-like plasmids

Tra] 27.031 Positive regulator for the transcription of all other tra and
trb genes

TraY 13.846 DNA transfer, OriT nicking exonuclease

TraA 13.200 F pili

TraL 10.350 F pili

TraE 21.200 F pili

TraK (24) F pili

TraB (55-64) F pili

TraP (21.5-23.5) Unknown

TraV (21) F pili

TraR 9) Unknown

TraC (48—85) F pili

TraW (23) F pili

Tral (20) F pili .

TraN (66) Stabilization of mating pairs

TrbC (21.5) Unknown

TrbD (23.5) Unknown

TrbE (10) Unknown

TraF (25-26) F pili

TrbA 12.947 Unknown

TraQ 10.867 F pili (pilin maturation)

TrbB (18.4) Unknown

TraH (39-45) F pili

TraG (100-116) F pili + stabilization of mating pairs

TraS 16.861 Surface exclusion protein

TraT 26.017 Surface exclusion protein

TraD (77-90) DNA transfer

Tral Helicase

TraZ OriT exonuclease

Molecular weights were either deduced from DNA sequencing data or determined as the
apparent MW from SDS-PAGE analysis (SDS-PAGE figures in parentheses).



CHARAKTERISTIKA Ti-PLAZMIDU
(150-200 kb)

O Hostitel:

u Agrobacterium tumefaciens

[ Agrobacterium rubi

u Agrobacterium rhizogenes (Ri-plazmidy)
Ti — zplsobuje krckové nadory (crown galls)
Ri - zplisobuje viasaté koreny (hairy roots)

O O

O Geny na plazmidu:
[ | T-DNA (15-45 kb) - syntéza opind a fytohormonil
Geny pro virulenci
Geny pro katabolismus opini
Ori
Geny pro konjugaci

O Typy Ti-plazmidd (/podle typu opinu)
[ nopalinovy
u oktopinovy
u agropinovy
[ sukcinamopionovy

O Typy Ri-plazmidi
| manopinovy
[ agropinovy



Struktura opin u

1. Rodina oktopin U

Vznik kondenzaci pyruvatu s n  ékterou aminokyselinou:

Pyruvat + arginin: oktopin
Pyruvat + lyzin: lyzopin
Pyruvat + histidin: histopin

Pyruvat + ornitin: kys. oktopinova

2. Rodina nopalin G

Vznik kondenzaci a-ketoglutaratu s aminokyselinami

3. Rodina agropin

Vznik kondenzaci kys. glutamové s aminokyselinami



Chemicka struktura opin U

_NH,
HN=C__
NH — (CH,); — CH— COOH
| I
NH

I
CH; — CH— COOH

Octopine

NH,
P
HN = C\
NH

I
HOOC — (CH,), — CH— COOH

Nopaline

OH
OH OH

Agropine

(zdroj C, p Fip. N)



Transformace rostlin navozena Ti-plazmidem  Agr. tumefaciens

1 Poranéna Vytvoreni &L fytohormony
' rostlina krékového ¢
nadoru
5. T-DNA
2.
Infekce rostliny
bakterii s ’ o
4. Zaclenéni T-DNA do

Ti-plazmidem
jadra rostlinné buriky

Prenos T-DNA do
rostlinné burky




Struktura Ti-plazmidu  A. tumefaciens

25 bp LB Cést plazmidu pfenasenéa do

\ — rostliny

_—T-DNA

s 25 bp RB = sekvence nezbytna
pro za¢lenéni T-DNA do
genomu rostliny

Geny pro
pfenos T-DNA
do rostlinnych
bunék

w A
Qff
dr OB Geny pro
genes (5 A katabolismus
o *k-.u_ opin U
A
Geny zodpovédné Geny zodpovédné
za transformaci za tvorbu opind v

rostlinnych pletiv rostlinnych bunkéach



Mozaikovita struktura Ti-PLAZMIDU

TDNA o

DI_'.lT

- = = -

!
Bacterium-to-plant’
_ _ ~transfer

Replication within
Agrobacterium

Ti
plasmid

_Bacterium-to-bacterium K_Onlugat_wm o li=ners
$ transfer ‘ Ti-plazmidu do bakterii

oriT/tra



PRUBEH PRENOSU Ti-PLAZMIDU
DO ROSTLINNE BUNKY

T-DNA

jadro

l"\
]

""-A .

integrovand ‘

T )

/

v

auxin, cytokinin

(hormonalni autonomie)




PRENOS T-DNA Z AGROBAKTERIA DO
ROSTLINNE BUNKY

Low molecular mass
phenolic compounds

e
T At
i

%

“[Vip3)

Tiplasmid

@ @ irg

proteins

rostlinna bunka



PRUBEH PRENOSU T-DNA Z
AGROBAKTERII DO ROSTLIN

O

O

oooan

1. Poranéni rostliny, sekrece fenolickych latek do prostredi (typu
acetosyringonu: acetovanilon, hydroxyacetofenon aj.)

2. Reakce bakterii A. tumefaciens na fenolické latky (pozitivni
chemotaxe)

m  Aktivace genil vir na Ti-plazmidu
B Pripojeni bakterii k rostlinnym buinkam
(spoluplisobeni chromozomovych genti chvA, chvB, pscA)

3. Aktivace transkripce geni virB, C, D a E prostrednictvim proteinu
kédovaného genem virG.

4. Plisobeni produktd geni vir:

B Vznik jednovlaknovych zlom{ na Ti-plazmidu (produkt genu virD)
B Tvorba jednovlaknovych kopii T-DNA

5. Vytvoreni prenosového komplexu T-DNA a polypeptidl virD a virE
6. Prenos komplexu T-DNA do rostlinné bunky

7. Pfenos T-DNA do jadra rostlinné bunky

8

. Integrace T-DNA do chromozomu (r{izna mista, castecna homologie
sekvenci RB a LB s misty zacleneni)



FUNKCE PLAZMIDOVYCH
GENU VIRULENCE

O Geny vir = skuplna genu v useku asi 35 kb, velmi
podobném u rlznych Ti-plazmidu

O Celkem asi 25 vir gent (7 operonu) virA,B,C,D,E a
G, vytvarejicich 20 polypeptidu

a) tvorba jednovldknovych zlomd na T-DNA: virD1,
virD2

b) odkrucovani jednovlaknové T-DNA: virD1, virD2 a
Virg2

c) vytvoreni prenosoveho komplexu T-
DNA/proteiny: virD1, virD2 (virB)
d) rozmezi hostitell: virC



HLAVNI RYSY PRENOSU T-DNA
DO ROSTLINNE BUNKY

H
H

O O

1. Do rostlinné bunky je z Ti-plazmidu prenasena pouze T-
DNA, ve formé ssDNA

2. Pri integraci T-DNA do rostlinneho genomu dojde k )
definovanému zaclenéni 5" konce (1-2 bp BR), zaclenéni 3
konce je variabilni (vznik deleci 3 100 bp)

3. Do rostlinného genomu se muze zaclenit vice kopii T-
DNA, i tandemové (vznik tandemu neni jasny)

4. Pro prenos je nutna pouze 25 bp BR

5. Misto integrace je nahodné€, nejsou vyzadovany useky
homologie - preferencné problha do transkripcné aktivnich
oblasti (Casto mista bohata na AT pary)

6. Vlastni proces integrace T-DNA do genomu rostliny neni_
JaSDI'yD_NlAcaSt repara¢nich enzyma rostliny, ? Produkty genu
na

7.V miste integrace dochazi k preskupenim (delece,
preskupeni apod.)



Symbiotické plazmidy Rhizobiaceae (pSyn)

Diazotrofie: kli€ovy proces v biosféfe — pfeména N2 na redukované formy (amonium)

- volné zijici bakterie uskutecnuji tento proces pro svou potiebu pfi omezenim mnozstvi
amoniaku nebo nitratd

- symbiotické mohou fixovat dusik jen po vytvoreni mutualistickych interakci

s leguminézami

Predpoklady pro ustaveni i €inné symbiozy mezi bakteriemi a rostlinou:

- chemotakticka invaze bakterii do kofenovych bunék, kde se vytvofi specializovany
rostlinny organ: nodula

- bakterie maji 20 rtiznych nodula¢nich (nod) gent — ty se podileji na syntéze nebo
sekreci nodulaénich faktoru (= silné mitogeny, pretvarejici rostlinné bunky)

- uvnitf rostlinnych bunék vytvareji bakterie bakteroidy , coz jsou specializované buriky
uréeneé k fixaci dusiku. Bakteroidy dodavaji rostlin e fixovany dusik a od rostliny
odebiraji fotosyntézou vytva Feny uhlik.



Lokalizace symbiotickych gen u u rhizobii

- Symbioticka fixace dusiku vyZzaduje asi 60 genu

- Geny pro symbiozu jsou na 150 kb az 1683 kb plazmidech
(megaplazmidy), které p fedstavuji 25-50% velikosti genomu

- vétSina gen u pro nodulaci a fixaci dusiku je  na jediném
symbiotickém plazmidu pSyn , v nékterych p ripadech na
konjugativnim transpozonu (502 kb) — symbioticky ostrov

- ztrata plazmidu vede k neschopnosti fixovat dusik

Bakterie p fibuzné rhizobiim byly zjiSt ény i u mravenc u ve
specializovanem organu pro recyklovani dusiku.

- Evoluce: p fenos plazmid a nebo ostrov u vede k novym druh am




Degradativni plazmidy

Nesou geny propujéujici bakteriim schopnost biologicky degradovat organické
slouceniny, které se bézné v prirodé nevyskytuji. Ve vétsiné pripadd kéduji ¢ast
degradacni drahy véetné regulaénich elementu.

Pseudomonas: salicylat, naftalen, kafr, octan, toluen,
fenoly, xylen, dichlorfenoxyaceton, chlorbenzen

TOL plazmidy (prototyp degradativnich plazmid )

Plazmidy nesou geny pro degradaci toluenu, xylenu, benzylalkohol u,

benzylaldehyd u
Pribuzné plazmidy: schopnost rust na salicylatu nebo naftalenu jako jediném

zdroji C a E.

2,4-D-plazmid = model pro studium degradace chlorova  nych aromatickych
latek (nap F. (2,4-D = dichlorfenoxyoctove kyseliny pouzivané jak o herbicid)




Virulen ¢€ni plazmidy

nesou geny zodpov édné za patogenitu a virulenci
bakterialnich kmen U

Obecné rysy virulen ¢€nich plazmid U enterobakterii

- velikost 60-200 kb, nizkokopiove (1-2 kopie)

- podobné bu d F plazmidu nebo R100

- v jedné bu ice muze byt i vice r tznych virulen €nich plazmid a

- napF. Yersinia ma tfi ruzné plazmidy, z nichz kazdy p Fispiva
vyrazn é Kk virulenci



Geny virulence na plazmidech

Faktory virulence pro kolonizaci bun  ék a tkani

- toxiny pro adhezi na epitel a invazi,

- tvorba biofilmu

- prunik bakterii bun é€nou membranou hostitele,
- systemicke Si feni do dalSich tkani

- intracelularni p fezivani v mikrofagach.

Mikrofag , téZ neutrofilni granulocyt, druh bilé krvinky, leukocyt — fagocytujici
burika schopna pohlcovat drobné cizorodé ¢astice, napf. bakterie.

Virulen €ni geny obecn é zvySuji p fezivani v hostiteli, adherenci a invazivitu
do bun ék a nékdy interferuji s imunitnimi funkcemi hostitele



Virulencni plazmidy gramnegativnich bakterii

Vyskyt: Celed Enterobacteriace

A. normalni mikrofléra gastronintestinalniho traktu ¢lovéka Enterobacter, Klebsiella,
Escherichia

B. Patogeny: Salmonella, Shigella, Yersinia
Patogenni kmeny Escherichia coli:

Enterotoxigenni (ETEC)
Enteroinvazivni (EIEC)
Enterohemorhagickée (EHEC)
Enteropatogenni (EPEC)
Enteroagregativni (EaggEC)

Spektrum chorob odrazi obsah gen u virulence lokalizovanych na plazmidech,
bakteriofagach, ostrovech patogenity (PAIl), které ne  jsou u komensal u.



Virulen éni plazmidy nesporulujicich G+ patogen u

v v/

Rada z nich je multirezistentni k antibiotikiim.
Virulen €éni plazmidy Staphylococcus aureus

Extracelularni proteiny:  toxiny vazané k ur&itym typum chorob
Enterotoxiny - ETB: potravinové otravy

TSST — syndrom toxickeho Soku

exfoliatin — syndrom opa fené kuze

Virulen €éni plazmidy Enterococcus faecalis

identifikovano 18 ruznych plazmidd (prototyp: pAD1, 60 kb plasmid)

Faktory virulence: adhesin, matrix binding proteiny, kapsularni polysacharidy,
cytolyziny (lyze erytrocyt ), Zelatinazy a proteazy schopné poskodittkan & a
bu nky.






