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Co jsou to plazmidy?

Definice:

Plazmidy jsou extrachromozomalni, autonomne se
replikujici genetické elementy, ktere se vyskytuji v bunkach
vSech skupin mikroorganismu.

Vyznam:
1. Podstatné ovliviuji zakladni biologické vlastnosti svych hostiteld,
podileji se na jejich diverzité a evoluci.

2. Jsou vyuzivany k poznani zakladnich molekularné-biologickych
procesu v bakterialnich bufikach a horizontalniho prenosu genu.

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



Charakteristika plazmidu:

- vyskyt u_bakterii, archei; dsDNA - kruznicova nebo
linearni topologie; velikost 1 — 1000 kbp, postradatelné pro
hostitelskou bunku, ale vyznam pro preziti za specifickych
podminek (ATB v prostredi apod.).

Objev:

1946 (Lederberg a Tatum) — objev konjugace u E. coli.

50. léta (Frederiq) — popis plazmidu ColE1, kédujici kolicin! ; objev R-
faktoru (rezistence k ATB)

Ti-plazmidy — vznik nadord u dvoudéloznych rostlin

Plazmidy odbouravajici slouc¢eniny tézkych kovt a plazmidy
podilejici se na fixaci vzdusného dusiku.

60. léta — plazmidy jako modely molekularné-biologickych procesu
(replikace, rekombinace)

70. léta—soucasnost — vektory v Gl, klonovani, sekvenovani a
mutageneze in vitro

! protein s antimikrobialnim Uc¢inkem pUsobici na jiné kmeny E. coli
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Rozdéleni a klasifikace plazmidu

 variabilni velikost a obsah GC (primérna velikost 80 kb, obsah GC 44,1 %)
* od 1970 — inkompatibilni skupiny (Inc) — replikace a partitioning
« 27 Inc u Enterobacteriaceae; 14 Inc u Pseudomonas, 18 Inc u Staphylococcus
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Microbial Evolution: Towards Resolving the Plasmid
Paradox

R. Craig MacLean™ and Alvaro San Millan

Department of Zoology, University of Oxford, South Parks Road, Oxford OX1 3PS, UK
*Comrespondence: craig.maclean@zoo.ox.ac.uk
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2015.07.006

Plasmids play a key role in bacterial evolution by providing bacteria with new and important functions, such
as antibiotic resistance. New research shows how bacterial regulatory evolution can stabilize bacteria—
plasmid associations and catalyze evolutionary innovation.
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Figure 1. Compensatory evolution stabilizes a bacteria—plasmid association.



Rozdéleni plazmidu:

Kryptické - funkce neznama

Epizomalni - reverzibilni integrace do chromozomu hostitele
Konjugativni - schopné prfenosu konjugaci

Mobilizovatelné - pfenositelné za pritomnosti konjugativniho plazmidu
Priklady plazmidu:

F-plazmidy (fertilitni faktor, konjugativni)
zodpovédné za konjugaci, pfip. mobilizaci jinych plazmidu

R-plazmidy (R-faktory)
zodpovédné za rezistenci k antibiotikiim, fada z nich konjugativni

Kolicinogenni (Col-plazmidy) (bakteriocinogenni plazmidy)
Ti-plazmidy (tumory indukujici)

Virulentni plazmidy

Plazmidy odbouravajici organické slouc¢eniny (Pseudomonas)
Plazmidy podilejici se na fixaci vzdusného dusiku (Rhizobium)

Plazmidy pouzivané jako vektory pro prenos DNA (pBR322, pUC, Ti)



Podle poctu kopii plazmidy délime:
1. S nizkym poctem kopii (1-2/chr)
2. Se stfednim poctem kopii (asi 15)
3. S vysokym poctem kopii (vice jak 15)
(déleni je umélé a hranice neni pevna)

Klasifikace nékterych plazmidu u E. coli

Founding replicon Common examples Host range Comments
pMET/ColEl pBR322, pUC vectors, pGEM Marrow pBR322 |5 a low-copy-number vactor (-20 coples/cell)
vectors, pBluescript vectors with derivatives that are very-high-copy-number
vectors (=300 coples/cell).
pl5A pACYC177, pACYC] 84 Marrow The pACYC vectors are low-copy-number vectors

(~15fcell). p15A s similar to but compatible with the
phAB1/ColEl replicon.

p5C101 psC101 Marrow Low-copy-number vector (-5 coples/cell) good for
toxic gemes; temperature-sensitive derfvatives exist.
F plasmid pBeloBACT 1 Marrow The original fertility (F) plasmid; the replication origin
Is utilized In BACs.
RE2 (RP4) psP329, pCM62, pCMé6 Broad IncP group
RSF1010 pIRD215, pSUP104, pSUP204 Broad IncQ group
p3a pUCD:2 Broad IncW group
Rak Rk Broad IncX group
pBBRTIMCS pBBRIMCS-2, pBBRTMCS-3, etc. Broad Undefined Inc group
Plasmid Trait Original source
CalE Bacteriocin that kills E. col E. coll = i
Tol Degradation of toluene and Pseudomanas putida K Za mys Ie n I "
benzaolc acld v . v v . . . g .
! e D - Proc Ize jen tezko sjednotit klasifikaci
piP4 2,4-D (2 4-dichlorophen- Alcaligenes . o s [ o " g .
oxyacetic acid) degradation eutrophius plazmldu? Jaky Ze ZpUSObU kIaSIfIkaCe _le V
p5ym MNodulation on roots of Sinorhizobium v -, v . v s
legume plants meliot soucasné dobé nejlepsi? Jak byste
SCM Antiblotic methylenamycin Streptomyces .
blosynthests coelicolor postupovall?
RE2 Resistance to ampicilin, Klehsielia oerogenss

tetracydine, and kanamycin



Klasifikace plazmidu:

« oznacCovani: pXY123

Univerzalni vlastnosti plazmidu je jejich inkompatibilita, kterou se rozumi neschopnost dvou
plazmidd koexistovat spolecné v téZe bunce (navzajem se vytésriuiji).

Kompatibilitou se rozumi schopnost dvou plazmidu koexistovat v jedné burice bez
selekéniho tlaku a stabilné se dédit.

RozliSuje se mezi vektorialni a symetrickou inkompatibilitou.
* vektorialni: je ztracen vzdy jeden konkrétni plazmid ze dvou.

» symetricka: kazdy z plazmidu je ztracen pri stejné pravdépodobnosti.
Vyuziti inkompatibility pfi analyze genomu a genu.

Do stejné inkompatibilni skupiny nalezeji navzajem inkompatibilni plazmidy.
Inkompatibilni plazmidy jsou vzajemné pribuzné (vyuZzivaji tentyZ mechanismus kontroly
replikace).

V soucasné dobé je znamo asi 30 inkompatibilnich skupin u enterobaktérii (IntF) , 9 u stafylokoku (Int1 —
Int9) atd.

Klasifikace do Inc: zavisla na aa sekvenci Rep proteinu

Klasifikace na zakladé mobility (MOB) — konjugace, 6 typu (MOBc, MOBf, MOBh, MOBp, MOBq a
MOBv)

Klasifikace na zakladé MPF (mating pair formation) — MPFf, MPFg, MPFi a MPFt — zavisi na sekvencni
podobnosti IV sekre¢niho systému (T4SS).
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Evoluce a zivotni cyklus plazmidu

Mechanismy pirenosu plazmidu (aktivni vs. pasivni):

« konjugace, pfirozena transformace, fagem zprostredkovany pfenos (obecna

transdukce), prenos prostrednictvim GTA, pfenos pomoci membranovych
komponent (vezikuly, kanaly).
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Jak se da prokazat, ze fenotyp bunky je kédovan plazmidem?

Postup: 1. Dlikaz pritomnosti plazmidu — 2. Dlkaz proteint kddovanych plazmidem — 3. Ovéfeni (ztrata plazmidu = ztrata daného
fenotypu)

Dukaz pritomnosti plazmidu:

1. Elektroforéza po izolaci plazmidové DNA

2. Priukaz CCC DNA v elektronovém mikroskopu.

3. Centrifugacni metody:

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

Charakterizace plazmidu
stanoveni velikosti: elektronmikroskopicky nebo v agarozovém gelu, kde se nejdfive linearizuje.

Konstrukce restrikéni mapy, sekvenovani DNA

Zarazeni plazmidu do inkompatibilni skupiny. Za timto ucelem je plazmid pfenesen do vhodnych
recipientnich testovacich kmenu, které jiz obsahuji znamé plazmidy pfislusnych kompatibilnich
skupin.

Predpokladem je to, aby oba plazmidy mély rizné genetické markery, napf. dva rizné geny pro
rezistence. Pfi Inc-testu se kmen pomnoZuje nejdfive bez selekéniho tlaku 10-50 generaci a pak se
vzniklé kolonie testuji na pfitomnost obou plazmida.

Pro stanoveni pfibuznosti dvou plazmidl Ize pouZzit i srovnani jejich restrikénich map. Pfesnéjsi
analyza urcitych oblasti se pak muze provést hybridizaci. Posledni krok je sekvenovani DNA.



Postup: 1. Dlkaz pritomnosti plazmidu — 2. Dikaz proteind kédovanych plazmidem — 3. Ovéfeni (ztrata plazmidu = ztrata daného
fenotypu)

1. Priikaz DNA v elektronovém 2. Centrifugaéni metody: 3. Elektroforéza DNA v
mikroskopu dukaz satelitniho pruhu po agarézovém gelu
S ATy P TSET

centrifugaci

/sach.

CsCl
(CsCI-EB)



Postup: 1. Ddkaz pfitomnosti plazmidu — 2. Dlikaz proteint kédovanych plazmidem — 3. Ovéfeni (ztrata plazmidu = ztrata daného
fenotypu)

A. Systém vyuzivajici minibunky:

Neni pfitomen chromozom, ale plazmidy (inkubovany v minimalnim mediu za
pritomnosti znaCenych aminokyselin (35S-metionin). Proteiny jsou detekovany na
SDS-PAGE a prokazany autoradiograficky.

Miniburiky = kmeny s mutacemi, vytvarejici buriky bez chromozomu s vysokou frekvenci (mutace tvorby

septa).

B. Systém vyuzivajici maxibunky:

Po ozareni UV-svétlem se chromozomové geny v dusledku poSkozeni
neexprimuiji, vétsina plazmidu za téchto podminek zustava diky své malé velikosti
intaktni a muze geny exprimovat. DUkaz tvorby proteint probiha analogicky jako u
minibunék.

C. Systém translace in vitro (Zubaylv systém):

Sklada se z testované plazmidové DNA, ze supernatantu po centrifugaci lyzatu
bunék E. coli, obsahujiciho proteinové komponenty nutné pro transkripci a
translaci (RNA- polymeraza, ribozomy, translacni faktory, 19 aminokyselin a jedné
aminokyseliny znacCené, rNTP, systému regenerujiciho energii a dalsi). Dukaz
tvorby proteinu probiha analogicky jako u minibunék.



Postup: 1. Dakaz pfitomnosti plazmidu — 2. Dukaz proteint kddovanych plazmidem — 3. Ovéreni (ztrata plazmidu = ztrata daného
fenotypu)

Odstranovani plazmid (,,plasmid CURING*, LECENI)

odstranéni plazmidu - ztrata urcité vlastnosti buriky — vneseni plazmidu do nového kmene — projev sledovaného fenotypu

Pouziti latek zabranujicich replikaci plazmidd. Univerzalni metodou jsou zmény teplo —
zvySeni teploty, skladovani kultur v mrazicich médiich, vytvoreni protoplastd vedouci k
chybné distribuci replikont do dcefinnych bunék.

A. Interkalacni barviva:

Akriflavin, akridinoranz, etidiumbromid a quinarcin patfi mezi interkalacni barviva,
které se zaclenuji mezi sousedni baze a zabranuiji replikaci plazmidu.

B. Coumermycin a novobiocin:

Interference s uCinkem DNA-gyrazy, ktery zavadi negativni superhelikalni otacky do
kruhové dsDNA.

C. Rifampicin a mitomycin C:

Rifampicin se vaze na RNA polymerazu a zabranuje tak transkripci. Mitomycin C je
metabolicky aktivovan na intermediat, ktery kroslinkuje DNA fetézce a blokuje tak
transkripci.

D. Natriumdodecylsulfat (SDS):

NaruSuje vazbu plazmidu k bunééné membrané.



Jak se stanovuje pocatek replikace (ori) plazmidu?
1. Sté&peni plazmidu v jednom misté a pozorovani v elektronovém mikroskopu.

2. Tvorba minireplikonu — $tépeni plazmidu vhodnym enzymem na vétsi pocet fragmentuq,
pridani selekéniho markeru — selekce - pouze fragment s funkCnim ori a selekCnim
markerem bude zivotaschopny.

1. Stépeni plazmid( v rdznych stadiich
replikace restrikénim enzymem, sledovani 2. Tvorba minireplikond.
struktury v EM.
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Jak se stanovuje pocet kopii plazmidu na bunku?

A: Ultracentrifugace s radioaktivné znacenou DNA

velikost chromozomu (kb) « radioaktivita plazmidu (cpm)

POCET KOPI| =

velikost plazmidu (kb) radioaktivita chromozomu (cpm)

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

Elektroforéza v gelu, stanoveni mnozstvi DNA (densitometricky).

cpm = pocet rozpadt za minutu

B: Kvantitativni PCR (qPCR)

velikost chromozomalni DNA [bp] X mnoZstvi plazmidové DNA [pg]

POCET KOPIf = — - . v T
velikost plazmidové DNA [bp] X mnozstvi chromozomalni DNA [pg]
Plasmid copy number in bacterial cell
35 « plasmid DNA- gene blaZ
A genomic DNA - gene mecA
\‘\30\ —— Regression line of genomic DNA (gene mecA)
25 —— Regression line of plasmid DNA (gene blaz)
20 -
Ct y = -3,5463x + 28,839
15 4 R? = 0,9997
= -3,4435x + 27,971
107 ! R? = 0,9992
5
, : 8 : : : : ‘ Quantitative real-time polymerase chain reaction for
2 - 0 1 2 3 4 5 determination of plasmid copy number in bacteria (Chai
log ¢ [pg] Lian Lee et al,2006)




Stanoveni cetnosti replikace plazmidu v gradientu CsCl

Rust bunék v mediu s 14N a

nasledné v mediu s 15N _ ) _
Plazmid, ktery se nereplikoval

|a] i
/\X/ Plazmid, ktery se replikoval 1x

' 0,3 generace

{C]l | |
o S 0,5 generace
/\M 8

1,0 generace

1 ¥
I

1.?=32 1725 1718 . \
I g Plazmid, ktery se replikoval

15N  14N/15N 14N dvakrat nebo vicekrat




Jak se plazmidy replikuji?

Replikace plazmidu souvisi s inkompatibilitou — soutéZeni o replikacni aparat
(vyuziti replikaCniho aparatu hostitelské bunky)-vyfedeni nékterého plazmidu ze
stejné inkompatibilni skupiny.

Zacina ve specifickém misté (oriV)(n. oriT) vytvofenim volné 3"OH skupiny
(bud RNA primer, nebo zlom DNA).

malé plazmidy — mechanismus otacivé kruznice (RC — plazmidy)

velké plazmidy — theta mechanismus — obousmeérna replikace, podoba s
replikaci chromozomu
Rep protein a dalSi proteiny hostitele (DnaA, B, G aj.), v misté ori je po
vazbé inicianich faktoru syntetizovana primerova-RNA (plazmidy typu
ColE1 nevyzaduiji pro tvorbu primerové-RNA zadny protein kodovany
plazmidem).




Theta replikace
ColE1, RK2, F

A arV ariV' onV

7

Jednosmeérna replikace
- replikace je ukonCena po dosazeni
replikacni vidlice oriV

e —_— —_—

B anfV
=0
Obousmérna replikace
. R . . X Zlom je vytvoren v misté DSO plazmidem
Replikace otacivou kruznici (RC) };q kédovanym proteinem Rep, ktery ztstava
c E}ETL".E;“ navazan na 5'-fosfatovém konci v misté
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> > vlakno jako ssDNA. Potom Rep protein
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konce fosfotransferazovou reakci.
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RNA Pol —= vytvofi primer na ptvodni ssDNA (v misté
. SSO) a Pol Il replikuje ssDNA, tvorba
dsDNA. DNA Pol | degraduje primer a ligaza
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kruznicova dsDNA molekula.
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Pol 1T
CCC DNA 55 DNA CCC DMA



Replikace otacivou kruznici — RC model
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STRATEGIE KONTROLY POCTU PLAZMIDOVYCH KOPII

Inhibitor — cil

Plazmid koduje difuzibilni inhibitor replikace, ktery se vaze na
cilovou sekvenci

Pfima regulace Neprima regulace
Vazba inhibitoru Vazba inhibitoru brani
brani iniciaci replikace syntéze produktu nezbytného

pro zahajeni replikace

Iteronova strategie

Regulacni protein (Rep) nezbytny k zahajeni replikace je vazan
(titrovan) opakujicimi se sekvencemi (iterony) pobliz ori.
Replikace nastava po nasyntetizovani dostateCného mnozstvi
volného regulacniho proteinu.



Plazmid ColE1

Struktura plazmidu:

* Prna — Promotor pro primer RNAII

» oriV — pocatek replikace

* inc — koduje RNAI

 bom

* cea — oblast koduijici kolicin

 mob — oblast pro mobilizaci

* rop — protein pro regulaci pocCtu kopii

6646 bp velky plasmid, kédujici koliciny — bakteriocinogenni plazmid

Koliciny — proteiny s antibiotikovym ucinkem, pusoci na jiné kmeny E. coli, detekce podobna

jako citlivost k fagum — tvofi lakuny podobné jako plaky u fagu

- Koliciny se vazi na povrchové receptory na bunéénych sténach, produkce kolicinu
indukovana faktory poskozujicimi DNA

- Koliciny jsou inaktivni vzhledem k bunkam, kt. obsahuiji kolicin = imunita



Regulace replikace R Q) Rop dimer

RMNA | T Rop (regulation of

COIE1 plazmidu G 1 Origin S primer)
ajeho derivatn T | mmmoe
e : RNA I

oriV — denaturace DNA, syntéza Preprimer = cil inhibitor
fetézcl od primerd \ RNA | ”
3

Primer — vznik z pre-primeru- RNA / .. "
prekurzorova RNA (RNAII, 500- 57 g ” Kissi ng
550 bp) — syntetizovand RNA k |
polymerazou. RNA I Omp ex
30H’presahuje ori — Uprava na
primer RNazou H (enzym RMNase H , , .
koddovany hostitelem) — 3’OH RNA-DNA @ Parovani RNAI
konec do pocatku replikace — hybrid allows hug“ a pRNA-
\vly;tyarenl komplementarniho g:i;;s_mg 5 ” prekurzoru
fetézce. :

5 é ¥ (RNAN)
Regulace — RNAI vs. RNAII — ik Y RNA I-RNA I duplex zabranuje
antisgnse —vazba RN,AI,n’a ) 5 maturaci
preprimer RNAIlI — brani dpravé rimerového
3’0H konce RN4zouH — replikace P
neprobiha. a _ transkriptu
Rop dimer — negativni regulator — No RNA II-DNA hybrid
Kissing komplex. Pol | — l
Kontrola poc¢tu plazmidd: 3" OH of F:_.N":" Il primes N Riicll prncassing
1. Pocet ori na bunku. Bl S l

2. Hladina regulacnich protein. —— e
Replication l No replication l




Interakce RNAI s RNAII pri iniciaci replikace ColE1

|a)

=600 =550 =450 =350 =250 =100 +1
R ._l, J | i . ' | |__}F?EFJ|IrQF!1IOI“|
_———— A o

oriV

A Px\ A A
5 R — o o
RNAIL |j§1§| H Lk (1_5[_ i )
RMaseH
Po sparovani RNAI a RNAII
" 2 se zméni sekundarni
+ Rop struktura RNAII
(preprimeru), ktery pak neni
RNazouH upraven na primer

BMA

Mutace v genu rop vedou ke
zvySeni pocCtu kopii plazmidu

A =— Antlsense RMA
Antisense RMNA F-UGUGCUCCUCCAUVAUGCUACCUUG-5
DR A— Parovani mezi RNA a antisense RNA.
DMA TATAATGCTACGTACACCGAGGAGGTATACGATOGAACGCATTAGATTATA. .. (A) Antisense RNA je tVO‘r"ena z
opacného DNA fetézce ve stejné
oblasti.
B (B) Obé RNA jsou komplementarni a
Antisense RNA 3-UGUGCUCCUCCAUAUGCUACCUUG-S mohou se navzajem parovat, ¢imz

vytvori dvouvlaknovou RNA.



| a proteinu Rom (~Rop)
|| H\ DI Lot pfi iniciaci replikace
I

leop=-te=loop

% ColE1 plazmidu.

I — —%% Interakce RNAI, RNAII

:::!;:ii*!)
~
- Mutace v genu pro
, protein Rop vedou ke zmeéné poctu

plazmidovych kopii.

Propagation af
base=pairing wniolds
stem=loop strucfures

— TOOCCOODOBOTT
EMA 11 3 3

HWybridisation of entire length of RNA | vo RNA I[ alters
secondary strurture of B¥A 11 and prevents processing
af preprimer by RMAse H



Regulace replikace R1 plazmidu a jeho derivatu

A Plasmid genetic organization

)
m\?w .C-'
<" reng? Promoter  Gene products expressed
‘ P CopB and RepA
Prepa RepA
P 20-nuclectide CopA

antisense RMNA

B Replication occurs after plasmid enters cells

Repd
activates
arf¥
C  Replication E C /RNase- Il cleavage
shutdown !
i ‘t...._lll___ ':Clp.l!'- RMA
v repA mRANA
CopB : — repd codons
. » Translational u:u:uupllng
3 \ () repnesses ,i L = Leader peptide
o Prem P
"""""H- Cu:up.-ﬁ. RMA

Mo
replication
OCCUrs

* Regulace poctu kopii plazmidu pomoci mnozstvi
Rep proteinu.

« Jako u ColE1 plazmid vyuziva malé
komplementarni RNA, stejné tak tvori tzv. kissing
komplex.

* Rozdil od ColE1:

« Komplementarni RNA molekuly inhibuji tvorbu
Rep proteinu nikoli primeru (ColE1) — mRNA
kodujici Rep se nepreklada.

Jakmile plazmid vstoupi do buriky, je vétSina RepA mRNA
vytvarena z promotoru P .. Protein RepA se tvofi tak dlouho,
dokud neni dosazeno standardniho poctu kopii.

Jakmile plazmid dosahne zadaného pocétu kopii, protein CopB
reprimuje transkripci z promotorou P .. Nyni je repA
transkribovan jen z P g.

Antisense RNA CopA hybridizuje k oblasti mRNA kédujici
vedouci peptid a dsRNA je stépena RNazoulll. To zabrani
translaci repA, ktera je translacné spojena s vedoucim
peptidem.



Regulace replikace Collb-P9 plazmidu a jeho derivatu

A
RepY RepZ
leader Initlator ——__

peptide protein - \

Antisense RMA

Inc region  rep¥ repd ol

L

1

Mo binding of Inc
antisense RMNA

mRMA 57

Inc

reglon
g Binding of Inc

antisense RMA

mRMNA

azba Inc antisense RNA na smyc¢ku struktury |
pfimo inhibuje vytvoreni pseudoknotu, a nasledné

uplex IncRNA-mRNA inhibuje translaci RepY, a
nasledné i translaci RepZ, jelikoz jsou translaéné

pojeny.

5D

Pseudoknot formation
# rep ¥ translation
# repd translation
* Replication can occur

repY

Im

Inc antisense RMNA binding
+ Mo repY translation
+ Mo repZ translation
* Mo replication

Podobné jako u R1 plazmidu je gen
koduijici protein Rep (zde je to repZ)
translatovan po sméru transkripce od
ORF vedouciho peptidu zvaného repY a
tyto dva jsou rovnéz translacné
napojeny.

Translace repY otevira sekundarni
strukturu na RNA, ktera uzavira SD
sekvenci TIR (translaéni iniciaéni oblast
genu repZ). Sekvence v sekundarni
struktufe se pak mize parovat se
smyckou upstreamove vlasenky od
genu repY vytvarejici pseudoknot
(smycku), €imz permanentné rusi
sekundarni strukturu a ponechava SD
genu repZ pristupnou.

Pak se na TIR genu repZ muze navazat
ribozom a prekladat iniciatorovy protein.
Mala komplementarni Inc RNA se paruje
se smycCkou upstreamové vilasenky a
zabrariuje vytvoreni vlasenky,
ponechavajic SD sekvenci kodujici
oblasti repZ blokovanou a zabranujici
translaci repY.



Regulace replikace pT181 plazmidu

A
RepC
Initiator —
I 1 protein
— —
Antisense RNAL -#so5' m Iv @
—
MRMA 5 S e ™™ ™™, |
DA -
Cop reglon ”K repC
8 - —
O Mo termination
* rgpC transcription
I * rgpC translation
l * Replication can ooour

RMAL 5
antisense ! I l, 1
RMA v
—-—
mAMA 5 uuuuu
Mo binding of RMAI

antisense RMA

Binding of Terminator
RMAI antisanse RNA stem-loop
[T [u RNAI [][I fv
1 antisense RMNA .
mRMA 5 — A sl fr;’ LUy 30

—_—

1 I

Termination
* RMAL:mRAMA duplex
+ Terminator stem-loop forms
* Mo repC transcription
+ Mo replication




KONTROLA REPLIKACE ITERONOVYCH PLAZMIDU

Plazmid koéduje difuzibilni iniciacni protein Rep, ktery se vaze na radu 17-22 bp
dlouhych primych opakovani (3-7 kopii) - iteronti - v oblasti oriV (rizny pocet u
raznych plazmidu).

RepA protein kddovany v oblasti ori ma nasledujici vlastnosti:
- iniciuje nové cykly replikace
- muUZe zabranovat replikaci
- autorepresor na urovni transkripce

PGsobeni Rep je zavislé na jeho koncentraci, ktera je ovliviovana poctem
plazmidovych kopii (a tim i poctem iteronu) a rozdilnou afinitou Rep k iteronim
(L a R) v oblasti ori.

Iteronové plazmidy priklady:
pSC101, F, R6K, P1 a RK2 pribuzné plazmidy



Jak to funguje?

orf

S —
600 800 1000 1200
|bp | 2{\)0_| 490 | — L 1 o7
par s inc “, TepA

Vazba DnafA a 1
dalsich protein( aktivace
kédovanych replikace
chromozomemy/

R = CAAAGGTCTAGCAGCAGAATT-(TACAGA-R3)

RepA — pozitivni aktivator replikace

Vazba na R1, R2, R3 = regulace poctu
kopii.
Hostitelsky chromozom kdduje dalsi
proteiny vazajici se na tuto oblast a
iniciujici replikaci: DnaA-G.
Dva mechanismy regulace:

1. Kontrola syntézy RepA

2. Represe transkripce genu repA

Vyssi koncentrace RepA = represe syntézy proteinu = autoregulace transkripce.

Tento mechanismus ale sam nestaci pro kontrolu poctu plazmidovych kopii v burce =
,Coupling” hypotéza



PUSOBENI PROTEINU RepA NA INICIACI REPLIKACE U ITERONOVEHO
PLAZMIDU pSC101

or
S ————
400 600 800 1000 1200
lbp | 2?0 ] | | | - L | | | ]
par inc \, reph
,,ffff \\.\
{,"’J iterony k‘-,\
.~ DnaA Rl R2 R3 IRT  IRZ*._ repA

autoreprese -35 -10 i

Vazba DnaA a MRNA

daléich toin aktivace
alSich protein( :
kédovanych replikace
chromozomem.

R = CAAAGGTCTAGCAGCAGAATT-(TACAGA-R3)

RepA




KONTROLA REGULACE INICIACE REPLIKACE PLAZMIDU F

Ctyfi L-iterony pét R-iterond
(a) oris : incC
i ot 7 {n scagjegavy S
1t re it g o
Slabsi vazba Rep P Siln€jsi vazba Rep
zabrana replikace pfi Lnflicge;glfy::ehphkace
vyssich Re ,
koncentracich Rep P koncentracich Rep

Experimentalni pozorovani: delece R-iteronli vede ke zvyseni a
adice dodatecnych R-iteronu ke snizeni poctu kopii.



DVOJi PUSOBENIi RepA PROTEINU ITERONOVYCH PLAZMIDU

® e 6
,coupling” model

(spojeni plazmidu)

b (" High concentration
trati L (] 9 5
E?:‘I:::rr:liil L J}‘P "‘%4' of plasmid;
3 T Plasmids coupled
ré V4 v o ” 4
Nizky pocet % Vysoky pocet

plazmidovych kopii @ ® plazmidovych kopii v burice

v bunce .
RepA se vaze na dva

RepA se vaze jen na plazmidy soucasné a
jeden plazmid a iniciuje

replikaci.

spojuje je, ¢imzZ brani
replikaci.

l

Dukaz EM




MECHANISMY ZAJISTUJICi STABILNi UDRZENi PLAZMIDU V
BUNKACH (SEGREGACNI STABILITA PLAZMIDU)

1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

U vicekopiovych plazmidt (>20) typu ColE1 je prfitomen nekddujici usek (cer,
380 bp), ktery je cilem pusobeni mistné specifické rekombinazy (kddovana geny
xerC a xerD na chromozomu) — ,,Multimer resolution systems*”

e u vétSich plazmidd jsou rekombinazy kddovany plazmidovymi geny
* U nizkokopiovych plazmidl jsou pfitomny aktivni mechanismy rozdélovani:

» aktivni segregace: partitioning (lokus inc + proteiny Par(Sop))

* postsegregacni usmrcovani bunék, které ztratily plazmid (interakce
stabilniho toxinu s nestabilnim antitoxinem)



1. mistné specificka rekombindza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

SYSTEM PRO ROZDELOVANI MULTIMERNICH
PLAZMIDOVYCH FOREM

4

Pfima opakovani

ial cer sites

o,
Sy

e TN
™
!

d
\ .
!
x‘x -

et

rer’ mediated crossing—over

Resolvaza

W i

(mistné specificka rekombinaza)

h:nrmatmn of twio
hybrid monomers

s ey

Fairing of the two cer
sites and
n:rms'mg—gwer



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

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

Plazmidové dimery —
vysledkem chybného
ukonceni replikace nebo
rekombinace monomeru

systém cer-XerCD (ColE1)
systém psi-XerCD (pSC101)

XerC a XerD — ucastni se ukonceni

replikace chromozomu, rozdéluji

chromozomové dimery vzniklé v

pribéhu replikace

- vyuzivano plazmidem, mista
rozpoznavana rekombindazou na
plazmidu — cer (ColE1) a psi
(pSC101)

- U ColE1 dalsi proteiny hostitele
ArgR/PepA, vazba na XerCD

Deetail of cer site

1 [=XerD— I =—RerC—] Arg/PepA i
i -190-bp accessory arm '

honomer

l Proteiny XerC
a XerD E.coli

l PUsobi na misto

Dif pobliz ter na
chromozomu u
E. coli

Monomers



1. mistné specificka rekombindza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

ZAJISTENI POCTU KOPIi SYSTEMEM CER A XER

1 d 3
@, cer ~

= Plazmid obsahuje cer
site=specific @

&
= (D) (R
o200 | @
DT R el

=
chromasome zer

8. hoat (zer ), ColEl plasmids {cer™) 16 origing % 13 plasmid molecules

J l‘ Cell division

nizka pravdépodobnost vzniku bezplazmidovych bunék

@ @ @ @ Plazmid neobsahuje cer

chromos s Iﬂ‘

5. host (zer'), ColEL plasnids (eer ) 14 origina*é plasmid molecules

J Lt:ll division

vysoka pravdépodobnost vzniku bezplazmidovych bunék



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

MODEL AKTIVNiI SEGREKACE (nizkokopiové plazmidy)

* Plazmid — geny kodujici specialni proteiny, nekddujici
sekvence pro prichyceni na membranu = proteiny kodujicich
oblasti interaguji s nekddujicimi sekvencemi; koduji spec.
ATPazy pro rozdéleni kopii

v /7 v

* Bunka — misto par na membraneé slouzici k prichyceni
plazmidd

Protein (Par) na plazmidu se vaze na misto par na membrané.

Dva riizné Par systémy:
1. R1plazmid
2. F P1aRK2 plazmid s Sirokym spektrem hostitelt



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

MODEL PUSOBENI FUNKCE SOP (PAR) U F PLAZMIDU
zajisténi distribuce plazmidovych kopii do dcefinych bunék

Sop = stability of plasmid

Par = partitioning (rozdélovani)

_——Proteiny hostitele

l\

Vnitfni membrana

sopA koduje protein, ktery zrejmé 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 vnitfni membranu.



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

MODEL ROZDELOVANI PLAZMIDU R1

AR AL Struktura lokusu par: lokalizace gend parM a parR a cis-pUsobiciho mista
parC (podobné centromere).

B. ParR se vaze na misto parC, coz umoznuje navazani ParM-ATP.
| Filamentum se prodluzuje nasedanim dalSich podjednotek ParM-ATP, coz
vede k pohybu plazmidovych kopii k pdlim buriky.
@D Filamentum je destabilizovano, jakmile dojde k hydrolyze ParM-ATP na
ParM-ADP.

@“”MD Model rozdélovani u R1 plazmidu - priklad formovani filamentarni
struktury podobné aktinovym vldknim u eukaryot.
ParM (actin-like) — zajistuje pohyb plazmidd k pélam buriky.



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

INTRACELULARNI LOKALIZACE PLAZMIDU

Metoda: vyuziti fluorescencniho znaceni proteinl vazajicich se na sekvence plazmidd

Shrnuti:

1. Plazmidy maji v bunkach 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
spolecné pripojovaci misto na membrané (pocet fluorescencnich signald je nizsi nez
pocet plazmidovych kopii).

4. Ruazné typy (druhy) plazmidl vyuzivaji rizna mista pro prichyceni pfi jejich déleni a v
bunce se nachazeji na riznych mistech.

Celkovy zaver:
Plati obecny model, podle kterého je signal pro rozdéleni plazmidu u délicich se bunék
uprostred a po rozdéleni bunky se presunuje do prvni a treti ctvrtiny bunky.



OBECNE SCHEMA ZNAZORNUJICi ROZDELOVANI PLAZMIDU

Rozdélovaci aparat P

(jeho slozky nejsou E
dosud znamy) :\_O ;
Rl TR

© 9]

|

Nové zreplikované plazmidy umisténé
ve stredu bunky se oddéli a presunou
do prvni a treti Ctvrtiny jesté pred
tvorbou septa.

Po rozdéleni bunky se tyto polohy
stavaji v dcerinych bunkach opét
tredovymi.



MODELY ZNAZORNUJICi FUNKCI MiST PAR U PLAZMIDU F A RP1

Fluorescencné znacené l
proteiny Par (ParA-GFP;
Pa r B-G F P) _-_::_.::._.;.;_-_;.-.-.;.:-.--.-.-.-:-:-_-:-. SRR

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

B. Dvé kopie plazmidu se nejdfive
navazou na misto par a pfi jeho
rozdéleni jsou oddéleny



Vizualizace polohy plazmidtl F a P1 uvnitf bunék E. coli
pomoci fluorescencniho barveni — ruzné plazmidy se
nachazeji v ruznych mistech

F - Cervend

P1 - zelena

| Membrana
- modra




1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

OBECNY MECHANISMUS ,,GENETICKEHO DONUCOVANI*“
(zavislosti, addiction systems) — udrzovani plazmidu v populaci bunék

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

| : cxpre&.smn
Toxin
gene

Anti-toxin
gene

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

Toxin

— | Anti-toxin

‘ Toxin

attack
s Cellular
targel.

A/ Type B

attack | cellular
target

Plazmid je
pritomen,antitoxin
|nh|bu1e toxin,
bunka preziva

Plazmid neni
pritomen, toxin usmrti
bunku



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

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 roxin Classical proteic killer systems ccd 99

B Protection of toxin's target Restriction-modification systemns ecoRl 164

L Inhibition of toxin’s expression Antisense-RNA-regulated systems hoklsok 69

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

Toxin: napada Zivotné dulezité molekuly v bunce
Antitoxin: eliminuje pusobeni toxinu



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

A. Classical proteic system

F plazmid
T o | 7
[Toxin gcne] Toxin | attack  Target ‘
|(ccaB) | > | protein """"""(DNA ‘
| (CedB) |  Gyrase)
{Anti—tnxin genc | ﬁE—mEn ﬂ
—_— | .
| (ccdA) B protein ‘ I\
(CcdA) | F
‘ Protease
l(Lml')

Odboura antitoxin po ztraté plazmidu

Ccd = couples cell division (geny tykajici se bunécného déleni - replikace DNA )



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

POSTSEGREGACNI USMRCOVANI BEZPLAZMIDOVYCH
BUNEK PUSOBENiIM PROTEINOVYCH SYSTEMU

- funkéni antitoxin
A=1u bunék

nesoucich
plasmid

Negatlvnl
regulace ﬁ

antitoxin - v nadbytku | toxin

AR 4

operon

B - u bezplasmidovych
bunék

rem | -

komplex toxinu CI
s cllowym mistem

nefunkcéni antitoxin

volny toxin



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

SLOZKY PROTEINOVYCH SYSTEMUPRO UDRZENIi PLAZMIDU V BUNCE

Plasmid | Systém = Toxin  Antitoxin Misto plsobenf Proteinasa degradujict
toxinu entioxin
F ced CedB CedA gyrasa Lan
(101 AK) (72 AK)
Ri parD Kid Kis DnaB Lon
(110 AK) (B4 AK) & .
RK2 | parDE ParE ParD s s
(103 AK) (83 AK)
Pl phdldoc Doc Bhd ? CipXP
(126AK) (73 AK)

Proteiny pro replikaci chromozomu bunky




1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

B. Restriction-modification system

Target:
Toxin - Toxin: " attack . | Recognition
L Restriction ‘ Restriction -" - '?‘:inEE‘T;?FTC
gene enzyme | W8 :
| (ecoRIR) (EcoRD) | | on the chromosome)
i R ‘ _ -

protection
Anti-toxin: | by methylation

. i g 1
WAnll—mxm gene:
s " —— .
Modification | | Modification
ocne enzyme
(coriMy | |(M.EcoRD) |

RM-systémy typu Il nesené na plazmidu (napr. EcoRl)



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

C. Anti-sense-RNA-regulated systems

——— expression — el

Toxin — Toxin | altac i--T_-— —
gene L”@‘H"""Wp-rmc-:in | Largel

| (hok) (Hok) | (membrane)

i — e

Anl-toxin ‘
oene

B

Anti-toxin: | I
Anti—HL‘JHSC RNA ‘ RNH.‘WL:’

!| {-,g}f\) 5 i | @k—RNA)



1. mistné specificka rekombinaza — 2. partitioning — 3. systém toxin-antitoxin

POSTSEGREGACNI ZABIJENI BEZPLAZMIDOVYCH BUNEK
PUSOBENiIM SYSTEMU HOK/SOK U PLAZMIDU R1

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

hok
@ o @ plasmid
hok-mRNA

—

Antisense sok-RNA je
nestabilni a po ztraté

| = - hokseX -~ plazmidu z bunék rychle
f Hok protein Zmizi

\ Hok protein je stabilni a po
ztraté plazmidu z bunék
navodi kolaps

membranového potencialu

SOMANA —

celi death



R-plazmidy — objev u Shigella disenteriae
(1897 - japonsky bakteriolog Kioshi Shiga) Y T’(

SLOZKY R-PLAZMIDU

1. Resistance transfer factor (RTF) — nese geny regulujici DNA
{e Iikac|:<i|_a pocet kopii, geny pro prenos a nékdy geny pro rezistenci k
etracyklinu.

2. R determinanta — ma rliznou velikost a nese dalsi geny pro

rezistenci k antibiotikim — obV\kae ampicilinu, chloramfenikolu,
streptomycinu, kanamycinu, sulfonamidu — v ruznych kombinacich.

IS element

v
Q +
( ) A—
RTF
(geny pro prenos a replikaci, + TetR)

R determinanta R plazmid

(geny pro rezistence)

Vystavenim bunék antibiotiku dochazi k amplifikaci R-slozky a zvétsuje se velikost celého plazmidu.



ULOHA TRANSPOZONU PRI EVOLUCI R-PLAZMIDU
kazdy transpozon mtize byt pfenasen nezavisle

Segment obsahujici transpozony

nesouci determinanty rezistence

Segment pro prenos determinant




Genetické studie R plazmidu nesouci markery rezistence
k antibiotikiim Cam, Str a Tet ukazaly:

1. V populaci bunék c¢asto vznikaji kmeny, které jsou TetR-Cm3-Str3, Tet>-CmR-StrR, a
nebo jsou citlivé ke vSem antibiotikdm.

2. Markery CamR® a Str® jsou vidy vzdjemné vazany (jsou pritomny oba dva nebo
zadny)

3. V kulturach TetR-Cm>3-Str> dochazi k prenosu TetR, avsak kmeny Tet>-CmR-StrR
nemohou prenaset zadny marker.

4. TetR-CmR-StrR mohou prenaset bud vSsechny markery, nebo jen TetR.

F-like R plasmidy:
V bunkdach obsahuijicich jak F faktor, tak tyto plazmidy zpUsobuiji inhibici fertility F plazmidu.
Komplementacni analyza ukazala, Ze F-like plazmidy obsahuji vétsinu tra genti plazmidu F.

R plazmidy maji zna€ny vyznam v lékarstvi, mohou byt prenaseny mezi bakteriemi, které zpusobuji
epidemie (S. typhimurium, S. dysenteriae) a mezi kmeny v nemocni¢nim prostredi (Pseudomonas,
Staphylococcus).

Po zavedeni antibiotik se proporce kmen rezistentnich k antibitoikiim zvysila z 15% na soucasnych témér
100% (pro urcitad antibiotika). Dochazi téz k pfenosu kmen( ze zvirat (domdcich) na ¢lovéka.



KOLICINOGENNI PLAZMIDY
— PRODUKUIJI LATKY S ANTIBIOTICKYCH CHARAKTEREM

PRIKLADY BAKTERIALNICH DRUHU PRODUKUJICICH BAKTERIOCINY

Bakterialni drah Nézev bakteriocinu Chemicka podstata
Streptococcus pyogenes |Streptocin A . Protein 8 kD
Streptococcus sanquis  {Sanquicin Protein 280 kD
Bacteriodes fragilis Bf<t  |Protein ISkD
 Propionibacterium acne-| Aknecin Glykoprotein 60 kD

| Bagillus megaterium | Megacin Protein
Staphylococcus Stafylokocin | Lipoglykoprotein 150-
epidermidis 400 kD

]Enternbacter cloacea Klopacin " |Protein 56 kD

Bakteriociny inhibuji jednu nebo vice zakladnich funkci
(replikace, transkripce nebo translace, nebo energeticky metabolismus).

Na narastu citlivych bunék vytvareji sterilni zony — lakuny.
Pravé koliciny x defektni fagové Castice
(fagové biciky, lytické enzymy)



Dva primarni mechanismy letalni aktivity:
a. tvorba poru v plasmatické membrané
b. nukleazova aktivitu

Dva typy kolicint:

* Pravé koliciny a defektni fagové castice

Jednoduché proteiny, jiné se podobaji fagovym bicikiim. Podobné jako fagy se koliciny
vazou na specifické receptory na bunécné sténé. Produkce nékterych kolicinll mlze byt
indukovana faktory poskozujicimi DNA, jako je UV zareni.

* inaktivni vzhledem k bunikam, které je obsahuji nebo obsahuji pribuzné koliciny - imunita.

* imunita zprostfedkovana exkreci malych proteind, které se vazou na vétsi kolicinové proteiny.
Imunitni protein poskytuje imunitu Col+ bunkam, je nezbytny pro zabijeni Col- bunék. Napf. kolicin
kloacin DF13 je slozen ze tfi oblasti:

— oblasti vazajici se na receptor (hydrofobni, interakce s membranou buriky)
— RNAazy
— Segmentu, na ktery se vaze imunitni protein.

e  Col plazmidy maji riznou velikost. Samoneprenositelné (malé napf. ColEl),
samoprenositelné (velké) hybridy mezi Col a F plazmidem)



Mechanismus ucinku kolic

wneéjsl membrana
periplasma

vhnitinl membrana

l'._':_:]—‘Ii---_-_-

+ produkéni
| \"{E bunka
=R
]3
kolicin
BN NN N

®

J imunitni protein
>
B

L

Tol.

/ i:x“ CHNA,

165 rRHA

cilova bunka

tRNA,

col plasmid nesouci geny pro
koliciny

syntetizovany kolicin v interakci
S imunitnim proteinem

kolicin spolu s imunitnim
proteinem je vypustén do
okolniho média

BtuB pouzit jako primarni
receptor

translokacni doména se navaze
na Tol proteiny a kolicin
vstupuje do cilové bunky



Model vazby kolicinu E3 na receptor:

Translokacni doména (modre)
Katalytickd domeéna- (purpurove)

OM- vn¢éjs$i membrana

Colicin E3 PG- peptidoglykan



STRUKTURA F PLAZMIDU (100 kb, 49% GC)

60 genl rozdélenych podle funkce do 5 oblasti

1. Tranferova oblast PR T T PR el £ e
33 kb, 31 gent vSechny funkce nezbytné pro prenos. ' S
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,|,M,Y,Z)
Regulace prenostu (tral,finO,finP)

Povrchova exkluze (traS,T)

OriF is the
, beginning of attP attachment
2. Vedouci oblast ssDNA synthesis attP site for ssDNA

-~ polymerase

Oblast, ktera je pfi pfenosu DNA prenasena
jakO prvni. 13 kb. X is cross-over area
. and its recombinase
3. Oblast repllkace genes Pol Pol gene encodes

ve . . ssDNA polymerase
TFi oblasti s geny a sekvencemi REY.

podilejicimi se na replikaci.

4. Oblast s inzerénimi sekvencemi L
(|S3a; b, 152, Tn 1000) Misc genes allow
. host replication of
5. Pif oblast plasmid and i :
Pif (phage inhibition by F). Tti geny pifC. :3;‘:;”;:"95 copy e

Pil genes govern
synthesis of pili and
other structures that
prevent F* x F* mating



HLAVNi FUNKCNIi OBLASTI F-PLAZMIDU

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

7
1. Transferova oblast molecule
’ :
2. Vedouci oblast e L L
. TraM 14.491 DNA transfer
3 . 0 b I d St re pl I ka ce FinP Fertility inhibition; Tral repressor if FinO is present
- FinO Fertility inhibition; mutated by 1S3 insertion in F; present in
4. Oblasts IS sekvencemi Flike plasmids
Tra] 27.031 Positive regulator for the transcription of all other tra and
i trb genes
5 ° Plf o b I a St TraY 13.846 DNA transfer, OriT nicking exonuclease
TraA 13.200 F pili
TraL 10.350 F pili
TraE 21.200 F pili
TrakK (24) F pili
TraB (55-64) F pili
TraP (21.5-23.5)  Unknown
TraV (1) F pili
Tralk 9) Unknown
- TraC (48-85) F pili
F-factor Plasmid
TraU (20) F pili
TraN {66) Stabilization of mating pairs
= . TrbC {21.5) Unknown
TrbD (23.5) Unknown
= Genes for conjugation mw o Pl
TraF (25-26) F pili
TrbA 12.947 Unknown
Trald 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
F factor TraD (77-90) DNA transfer
Tral Helicase
TraZ OniT exonuclease

Region of F factor that encodes genes
that are necessary for conjugation

: )
o&\@ﬂ@{@ ’c‘ﬁ'é @ \\?' \\’3' W @%\\?‘ @ \i"‘f RO @0\90 \\'2‘3& @%?'q & ‘3%’\« s \@'\% \\?'6 \&% \(‘;\ @'0 @\A @
Pilin ) Proteins that , Coupling Relaxase
protein  are components Tra n sfe rova o b I a St protein

of the exporter

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
(tumory indukujici; 150-200 kb)

. Ti — zpUsobuje krékové nadory (crown galls)

Hostitel: Ri — zpUsobuje vlasaté koreny (hairy roots)
Agrobacterium tumefaciens j 3 Roged :

Agrobacterium rubi

Agrobacterium rhizogenes (Ri-plazmidy)

Geny na plazmidu: ,
T-DNA (15-45 kb) — syntéza opinu a fytohormonu
Geny pro virulenci
Geny pro katabolismus opin(
Ori

Geny pro konjugaci

Typy Ti-plazmidu (podle typu opinu)
nopalinovy
oktopinovy
agropinovy
sukcinamopionovy
Typy Ri-plazmidu
manopinovy
agropinovy

Agobcteri tufacies

1 ‘ "'J- .
Agrobacterium rhizogenes



Struktura opinti

1. Rodina oktopintli
Vznik kondenzaci pyruvatu s nékterou aminokyselinou:

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

- Pyruvat + ornitin: kys. oktopinova

2. Rodina nopalinu
Vznik kondenzaci a-ketoglutaratu s aminokyselinami

3. Rodina agropini

Vznik kondenzaci kys. glutamové s aminokyselinami



CHEMICKA STRUKTURA OPINU (zdroj C, pfip. N)

HNHJ
HN=C .~ o
NH — (CH,); — CH— COOH
NH
|
CH; —CH—COOH
Octopine
MNH
HN=C g
NH — (CH,); — CH— COOH
|
|
NH

|
HOOC — (CH,), — CH— COOH

MNopaline
0

/ OH

XA,

@]

OH OH

Agropine

Pyruvat

H

jeden z nejvyznamnéjsich metabolitQ, vznik v zavérecné
fazi glykolyzy, z jedné molekuly glukdzy vznikaiji 2
molekuly pyruvatu.

je metabolitem alkoholového i mlééného kvaseni,
transaminaci prechazi na alanin, je kone¢nym produktem
katabolismu uhlikového retézce cysteinu, serinu, glycinu,
treoninu a hydroxyprolinu.

enzymatickou reakci je metabolizovan na kyselinu
oxaloctovou nebo na acetyl-CoA (substraty Krebsova

cyklu, ktery tvori ,,palivo” bunky).
UQC/OH
!
C=0
CHy
Pyruvat
L-arginin
HZN\%«H HzN_NH
Pyruvat NH NAD* NH
NADH/H* H0
CHj . \ / Hs
ODH
HoN O0H HOO N OH

oktopin-dehydrogenaza Octopine



Transformace rostlin navozena Ti-plazmidem Agr. tumefaciens

5. Vytvoreni krckového nadoru

1. Poranéna rostlina |

3. Pfrenos T-DNA do rostlinné bunky



Struktura Ti-plazmidu A. tumefaciens

Cast plazmidu
— prenasena do rostliny.

Geny pro prenos N T
: \ 25 bp RB - sekvence nezbytnd pro

T-DNA do
rOStIInnVCh bunek. zaclenéni T-DNA do genomu rostliny.

w A

Q4 Geny pro
ir ¥ katabolismus
w8 opint

o)
£ X

Geny zodpoved.ne Geny zodpovédné
za transformaci za tvorbu opindi v
rostlinnych pletiv. rostlinnych bunkach.



MOZAIKOVITA STRUKTURA Ti-PLAZMIDU

& : Cytokinin
[[T L e oy v )
i Opine
T-DNA Region
Right Border
Ti Plasmid
Bacterium-to-plant: _ Opine
__ -transfer Catabolism
- Origin of
G o Replication
e .
T Replication within = (ORI)
plasrlni J Agrobacterium 8
i ot

Prenos mezi

.. — |Konjugativni prenos
’ bakteriemi Jug P

Ti-plazmidu do
bakterii

oriT/tra



PRUBEH PRENOSU Ti-PLAZMIDU DO ROSTLINNE BUNKY

1. Poranéni rostliny, sekrece fenolickych latek do

prostredi (typu acetosyringonu: acetovanilon,
hydroxyacetofenon aj.)

2. Reakce bakterii A. tuefaciens na fenolické latky

(pozitivni chemotaxe)
*  Aktivace gen( vir na Ti-plazmidu; pfipojeni bakterii k
rostlinnym bunkam (spoluplsobenni chr. genl chvA,
chvB, pscA)

3. Aktivace transkripce gent virB, C, D a E prostfednictvim
proteinu kddovaného genem virG.

4. Pusobeni produktd gena vir:
*  vznik jednovldknovych zlomu na Ti-plazmidu (produkt
genu virD) + tvorba jednovlaknovych kopii T-DNA

5. Vytvoreni prenosového komplexu T-DNA a
polypeptidi virD a virE

6. Prenos komplexu T-DNA do rostlinné bunky
7. Prenos T-DNA do jadra rostlinné bunky

8. Integrace T-DNA do chromozomu (riiznd mista, ¢aste¢na
homologie sekvenci RB a LB s misty zaclenéni)

jodro

prenos

T-DNA

integrovand
T- DNA

[ S

auxin, cytokinin
(hermondlni autonomie)

Acetosyringon @



Ti-plazmid - shrnuti

FUNKCE PLAZMIDOVYCH GENU VIRULENCE

Geny vir = skupina genu v Useku asi 35 kb, velmi podobném u rtznych Ti-plazmidu.
Celkem asi 25 vir genl (7 operon(): virA,B,C,D,E a G, vytvarejicich 20 polypeptidd.
Funkce gen( vir:

a)tvorba jednovlaknovych zlom{ na T-DNA: virD1, virD2

b)odkrucovani jednovlaknové T-DNA: virD1, virD2 a virE2

c)vytvoreni prenosového komplexu T- DNA/proteiny: virD1, virD2 (virB)

d)rozmezi hostitel: virC

HLAVNI RYSY PRENOSU T-DNA DO ROSTLINNE BUNKY

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

2. Priintegraci T-DNA do rostlinného 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 RB.

5. Misto integrace je nahodné, nejsou vyzadovany useky homologie — preferenéné probiha do
transkripcné aktivnich oblasti (Casto mista bohata na AT pary).

6. Vlastni proces integrace T-DNA do genomu rostliny neni jasny — Ucast reparacnich enzym{
rostliny? Nebo produkty gen(i na T-DNA.

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




Linearni plazmidy

Streptomyces rochei — v r. 1979 objev linearni struktury
plazmidu

Dalsi zastupci s linedrnimi plazmidy:

Borrelia burgdorferi (Lymska nemoc), Nocardia,
Rhodococcus, Thiobacillus

Specificka replikace — chybi primer pro DNA-polymerazu il
na 5°konci

- na koncich linearnich plazmidu telomery — kovalentné (a) racket frame structure proposed for linear
Spojené konce DNA — podobné strukturdm u Streptomyces pIasrpids. The. black circles
. , . o . . represent the terminal protein attached to
eUka ry0t|CkyCh viru (Poxwry, Adenowry) the 5’ ends, which is required to protect the
- plazmid pSLA2 u Streptomyces — proteiny kovalentné ends and complete the replication of both
. , . . , plasmid termini. The ovals represent
spojene s kOﬂCI plazmldu - Obsah tandemOVyCh juxtaposition proteins that bring together
obrdcenych repetic nebo palindromatickych sekvenci the plasmid termini by binding to specific

regions of palindromic symmetry. The ori
located near the center of the plasmid is
depicted by the box and the arrows indicate
the bidirectional DNA replication from this
ori.

(B) Typical structure of linear plasmids
isolated from Borrelia containing terminal
hairpin telomeric structures composed of
inverted repeats (thick arrows) harboring
the nick sites (vertical arrows) involved in
DNA replication.



Replikace linearnich plazmidu

5 O ¥
3 © s
ﬂ Initiation of replication from

internal origin
& Terminal protein

o 72
N —

Linearni plazmidy:

A. Kovalentné uzaviené konce — rod: Borrelia

B. Kovalentné navazany protein na 5°konci —
rody:

Streptomyces, Rhodococcus, Mycobacterium,

Planobispora

Absence of primer at 5° ends of nascent

ﬂ strands results in single-stranded 37
overhangs
- 3
5
"
O

3 Inverted repeats in 3° overhangs fold
5 ﬂ into stem-loop structures

° s

3
]
B. TP as primer A. TP as nickase
/ + OTP recognizes stem-laop M Inverted repeat forms double-
structures stranded primer for DMA
3 ' pol\fmerase to fill gap
iy 5 I
" o
ﬂ DMNA polymerase initiates DNA o
¥ synthesis using TP as primer :
e, ::f
7 o 5
7 o 5 ¥

ﬂ Secondary structure displaces TP nicks ﬂ
as DNA polymerase fills gap DA

DMNA polymerase
fills reraining gap

- 7 -————

7 o s Y
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Carl Woese a George E. Fox v roce 1977 na zakladé sekvenace genl kddujicich rRNA
zaved| novou skupinu organizmU — archebakterie — pozdéji archea




Extrachromozomalni genetické elementy archei

- v NCBI pres 60 virt a 60 plazmidovych sekvenci
Bakteriofagy:
viry (bakteriofagy) — 1 rad, 10 Celedi, cca 1% vSech popsanych vir(

1980- Wolfram Zilling — studium bakteriofagli u Archaei, popis viru Sulfolobus spindle-
shaped virus 1 (SSV1)

Plazmidy:

1970- plazmid u Halobacterium salinarium, Methanobacterium thermoautotrophicum a
thermoformicum, Acidanus ambivalens (hypertermofilni zastupci).



Bakteriofagy archei




Charakteristika plazmidu u archei:

* malo prostudované, nejlépe u metanogennich archei

* veétSinou kryptické

* nékteré maji charakter megaplazmidl (napr. u Haloferax volcanii) — velikost 690, 442 a
86 kb.

Identifikované geny:

» geny pro tvorbu plynovych méchyrk

e geny koduijici restrikéni endonukleazy a metylazy

e konjugativni plazmidy (r. Sulfolobus) — schopnost integrace do
* chromozomu, jednosmérny prenos, patrné i do bakterii

* nékteré plazmidy maji geny podobné provirim archeii

Haloferax volcanii




Obranné mechanizmy — interakce virus/hostitel a plazmid/hostitel

Tri funkéni faze v plisobeni systému CRISPR-Cas:

a. Adaptace - ziskani nového mezerniku (¢ervené) v CRISPR lokusu

b. Exprese - klastry CRISPR jsou prepisovany, vznik prekurzorovych CRISPR RNA (pre-
crRNA) a Uprava pre-crRNA na crRNA

c. Interference - crRNA tvofi komplex s Cas-proteiny a cili na virové/plazmidové
sekvence, coz vede k jejich.

P
&

@ $ Adaptation e old Type | Type |l interference
Irus Cas-crRNA
) -spacEr SpaEErs- HEpeat complex Viral/plasmid
f’j e WA X
: DNA | o — YRR — M
excision A
EWM — Leadler | Cas6 p:]l*,r crRNA 1 Cleavage
T Cﬂdaptati?n Type lll interference
as complex
Pru:essing 1 Cleaved
g;—" 1
Plasmid 4
T:-rpe W 3
Cas-crRNA W, T
complex Cleaved DNA



Symbiotické plazmidy Rhizobiaceae (pSyn)

Diazotrofie: klicovy proces v biosfére — preména N2 na redukované formy
(amonium)

- volné Zijici bakterie uskutecnuji tento proces pro svou potfebu pfi omezeném

mnozstvi amoniaku nebo nitratu

- symbiotické mohou fixovat dusik jen po vytvoreni mutualistickych interakci
s legumindzami
Predpoklady pro ustaveni ucinné symbiozy mezi bakteriemi a rostlinou:

- chemotakticka invaze bakterii do korenovych bunék, kde se vytvori specializovany
rostlinny organ: nodula

- bakterie maiji 20 rGznych nodulacnich (nod) genl — ty se podileji na syntéze nebo
sekreci nodulaénich faktort (= silné mitogeny, pretvarejici rostlinné bunky)

- uvnitr rostlinnych bunek vytvareji bakterie bakteroidy, coz jsou specializované
bunk

urc“:er?lé k fixaci dusiku. Bakteroidy dodavaji rostliné fixovany dusik a od rostliny
odebiraji fotosyntézou vytvareny uhlik.



Lokalizace symbiotickych gent u rhizobii

- Symbioticka fixace dusiku vyZaduje asi 60 genu

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

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

- ztrata plazmidu vede k neschopnosti fixovat dusik

Bakterie pribuzné rhizobiim byly zjistény i u mravenci ve specializovaném organu pro
recyklovani dusiku.

- Evoluce: prenos plazmidt nebo ostrovi vede k novym druhdm



Degradativni plazmidy

Nesou geny propUjcujici bakteriim schopnost biologicky degradovat organické slouceniny, které se
béZné v prirodé nevyskytuji. Ve vétsiné pripadd kdduji ¢ast degradacni drahy véetné regulacnich
elementd.

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

TOL plazmidy (prototyp degradativnich plazmidi)

Plazmidy nesou geny pro degradaci toluenu, xylenu, benzylalkohold,
benzylaldehyd(

Pribuzné plazmidy: schopnost rist na salicylatu nebo naftalenu jako jediném
zdroji Ca E.

2,4-D-plazmid = model pro studium degradace chlorovanych aromatickych
latek (napr. (2,4-D = dichlorfenoxyoctové kyseliny pouzivané jako herbicid)



Virulenéni plazmidy

* nesou geny zodpovédné za patogenitu a virulenci bakteridlnich kmen

Obecné rysy virulenénich plazmid( enterobakterii

- velikost 60-200 kb, nizkokopiové (1-2 kopie)
- podobné bud'F plazmidu nebo R100
- v jedné burice muze byt i vice raznych virulenénich plazmidu

- napr. Yersinia ma tfi rGzné plazmidy, z nichz kazdy prispiva
vyrazneé k virulenci

Geny virulence na plazmidech

Faktory virulence pro kolonizaci bunék a tkani

- toxiny pro adhezi na epitel a invazi,

- tvorba biofilmu

- prunik bakterii bunécnou membranou hostitele,
- systemickeé Sireni do dalSich tkani

- intracelularni prezivani v mikrofagach.

Mikrofag, téz neutrofilni granulocyt, druh bilé krvinky, leukocyt — fagocytujici
burika schopnd pohlcovat drobné cizorodé castice, napft. bakterie.

Virulencéni geny obecné zvysuji prezivani v hostiteli, adherenci a invazivitu
do bunék a nékdy interferuji s imunitnimi funkcemi hostitele



Virulencni plazmidy gramnegativnich bakterii

Vyskyt: Celed Enterobacteriace

A. Normalni mikroflora gastronintestinalniho traktu clovéka Enterobacter, Klebsiella, Escherichia
B. Patogeny: Salmonella, Shigella, Yersinia

Patogenni kmeny Escherichia coli:

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

Spektrum chorob odrazi obsah gen virulence lokalizovanych na plazmidech, bakteriofagach,
ostrovech patogenity (PAI), které nejsou u komensalu.

Virulencni plazmidy nesporulujicich G+ patogent

Vevys

Rada z nich je multirezistentni k antibiotik&im.
Virulencni plazmidy Staphylococcus aureus

Extraceluldrni proteiny: toxiny vazané k urcitym typim chorob

Enterotoxiny - ETB: potravinové otravy, TSST — syndrom toxického Soku, exfoliatin — syndrom oparené klze

Virulencni plazmidy Enterococcus faecalis
Identifikovdno 18 rliznych plazmidd (prototyp: pAD1, 60 kb plasmid)

Faktory virulence: adhesin, matrix binding proteiny, kapsularni polysacharidy, cytolyziny (lyze erytrocytti),
zelatinazy a proteazy schopné poskodit tkané a bunky.



Shrnuti

Plazmidy — definice, rozdéleni plazmid(, inkompatibilita, klasifikace

» Identifikace plazmidl — genotyp, fenotyp, metodické pristupy

* Pocatek replikace — identifikace ori, replikace plazmidd, mechanismy regulace ori
(ColE1, F, R1, iterony), kontrola poctu kopii na burku

* Segreganicni stabilita plazmid( — aktivni segregace (mistné specificka

rekombinace, partitioning), postsegregacni usmrcovani bunék (mechanismy)

* R plazmidy, F plazmidy, Ti-plazmidy, kolicinogenni plazmidy



