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Plazmidy

Prirozené plazmidy

O nezavislé nechromosomalni replikony
O rozdilné velikosti (1 kb - stovky kb),

m2-3 % kodujici kapacity chromosomu u bakterii
maz 25 % u halofill, megaplazmidy

mzpravidla neobsahuji esencialni geny

O veétsina ve formeé kovalentné uzaviené DNA (cccDNA)
(linearni - Strepfomyces, Borrelia a Rhodococcus)

O vyskytuji se ve vSech prokaryotech, v eukaryotech kvasinky a
Dictyostelium)

0O v hostitelskych bufikach muze koexistovat vice plazmidu rizné
velikosti

O replikuji se pfi rustu bunky, pfi déleni se distribuuji do dcefinych
bunek




Plazmidy

oobsahuji geny zarucujici udrzeni v organismu

miniciace a regulace replikace (oriV),

mregulace poctu kopii na bunku

mregulace rozsirovani (segregace)

odale geny poskytujici selekCni vyhody

m(resistence k antibiotikiim, tézkym kovum, UV zareni, toxiny, degradace
aromatickych latek,determinanty virulence a atd.)

mArchaea — neobsahuji atb rezistentni markery, produkce vzdusnych vakuol,
bez zvlastnich funkci — kryptické plazmidy

onekteré maji schopnost konjugativniho

intercelularniho prenosu

=(mohou prfekonavat i mezidruhovou
barieru)




Plazmidy

Rekombinantni plazmidy

geny zarucujici replikaci, stabilitu plazmidu popf. hostitelskou specifitu
geny selekénich markerl (antibiotikova rezistence)

zvlastni funkce ( promotory, reportérové geny, ribosomy vazajici mista atd.)
polyklonovaci misto

RozSifené hostitelské rozhrani — shuttle vektory

O OO o o




Nomenklatura plazmidu

11 11

ONeni jednotna - “p” + inicialy objevitele(konstruktéra) nebo funkce +
Cislo, (pBR322 (Bolivar, Rodrigez), pUC, pEX)

11 11

Oprirozené plazmidy - historické nazvy, bez “p
mantibiotikova resistence R (RK2, R100, RSF1010) (Klebsiela aerogenes)
msyntéza antibiotik (SCP1 - methylenomycin) (Streptomyces coelicolor)
mfaktor fertility F(F, F)
mbakteriokoliciny (ColE1) (Escherichia coli)
mvirulentni plazmidy (Ent)

Ti - iniciace tumoru u rostlin (Agrobacterium tumefaciens)

mmetabolické plazmidy
SAL - degradace salicylatu
Tol - degradace toluenu (Pseudomonas putida)

mvirulence - geny pro invasi a adhesi v organismu (Yersenia pestis)




Geneticka mapa ColE1.

o oriV — zacatek replikace

O Prnarr — Promotor pro primer RNAII
O inc — koduje RNAI

o rop — protein , ktery pomaha
regulovat pocet kopii

O bom - misto Stépeni, obsahuje nic
o cea - kolicin Coll

o mob - funkce pro mobilizaci
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Struktura R plazmida
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Hlavni skupiny plazmida




Klasitikace plazmida

opodle genetickych determinant které nesou

mresistence, bakteriociny, katabolické vlastnosti, virulence, kryptické
opodle velikosti a struktury

mmalé, velké

mcirkularni, linearni

opodle zpusobu replikace

=© mechanismus, mechanismus valivé kruznice, mechanismus vymeny viakna
(strand displacement)

opodle hostitelského rozhrani —

mnizké, Siroké, promiskuitni

opodle pocCtu kopii

mjednokopiove, nizkokopiove, mnohokopiove,

opodle kompatibility

mpodle schopnosti pfetrvavat v riznych hostitelych - skupiny inkompatibility)
opodle schopnosti konjugace

mkonjugativni, nekonjugativni




Klasifikace plazmldﬁ - kodovany fenotyp

oplazmidy mohou nést mnoho raznych funkci

OzvySuji schopnost bunék pfezivat v daném zivotnim prostredi
Ojsou koncentrované na plazmidech v dusledku selekce

l. tfida:

mkdédované vlastnosti chrani hostitele pred toxickymi latkami a vlivy

aresistence antibiotika, tézké kovy, toxické anionty (arzén)
ozvySena schopnost opravy poskozené DNA (resistence k ionizujicimu zareni, UV)

Il. trida:

mzvysSuje hostitelovu metabolickou kapacitu

osynthesa bioaktivnich latek ( coliciny, antibiotika)

opropujcuje hostiteli schopnost degradovat organické latky (toluen,PCB)
onoveé metabolické vlastnosti (fixace dusiku, utilizace citratu)

lll.trida:

mumoznuji hostiteli osidlovat nové zivotni prostredi
opropujcuji hostiteli patogenni vlastnosti kddovanim toxinu a koloniza¢nich antigent




Klasifikace plazmidﬁ — hostitelské rozhrani

ohostitelské rozhrani —

mtypy bakterii v kterych je plazmid schopen replikace

mje dano strukturou or/domeény

mtézké stanovit — experimentalné, porovnanim sekvence oriV

onizké hostitelské rozhrani

=V jednom nebo v pfibuznych kmenech bakterii
Pr.. ColE1 plazmidy (pBR322, pET, pUC) pouze v E. colia Salmonella

oSirokeé hostitelské rozhrani

=V evolucné pribuznych bakteriich G- X G*
RK2, RSF1010 replikace ve vétsiné G-,
plazmidy s replikaénim mechanismem valivé kruznice u G* (pUB110)




Replikace plazmidu

oKlasifikace podle podobnosti replikaénich mechanismu
mhybridizace s regulaénimi doménami jiz znamych plazmidu
(Microbiolgical Rev. 1988 (375-395)

mMolekularné genetické studie regulace jednotlivych ORF plazmidu
(Frontiers in Bioscience 4, d43-62, 1999, www.bioscience.org)

OPro replikaci jsou nezbytné funkce kddovaneé jak plazmidem tak
hostitelskou bunkou

mplazmidem

- jeden a vice replikanich po&atku (oriV), (R6K - tfi nezavislé ori s riznou rychlosti iniciace
replikace)

- jeden a vice regulacnich elementu (rep) obecné pusobi in trans na specifickém ori

- gen kodujici protein €i RNA, které slouzi jako primer pro synthesu DNA, pusobi vétSinou in
cis
mchromosomalni funkce vyuzivané pfi replikaci

- DNA Polymerase Il

- RNA polymerasa |

- RNAse H (ribonukleasa)

- DnaA protein




Mechanismy replikace

0O - replikace
mplazmidy gramnegativnich (ColE1, RK2, F) i grampozitvnich bakterii
msynthetizovana jsou obé vlakna soucasné

vedouci a opozdujici se vlakno
mmuze zacinat v jednom i vice poc¢atku (orV — vegetative)
mprobihat jednosmérné i dvousmeérné
mvyzaduje kompletni replikacni aparat bunky

DNA polymerasa lll,helikaza DnaA, primasa
mu plazmidt pSC101, P1, R1 iniciacni protein kodovany plazmidem
= plazmidy typu ColE1 jej nevyzaduji
mregulace iniciace muze byt

prostifednictvim iteron (Rep protein - RK2, R6K)

antisense RNA (ColE1 plazmidy)




Mechanismy replikace - ® replikace




Klepnete pro viozent tituln
O Iniciace replikace '

-Rep protein

= Rep - rozeznava ori
vaze se

= Hostitelské proteiny

rozvolni DNA v AT
bohatych mistech

= Helikasa a primasa
zahaji replikaci

" Polymerasa -
replikace ©
mechanismem

Wy BNAprimer % DINAtyothes




Mechanismy replikace -

mechanismus valivé kruznice RCR

opuvodné pouze u bakteriofagu
Omalé vysokokopiove plazmidy G+ bakterii dnes i G-, sinice a
Archea

ostudovano u stafylokokovych (pT181) a streptokokovych
(pPMV158) plazmidech

Oomaji pouze jednu esencialni oblast s poCatkem replikace

= dso (double-stranded origin) s mistem nic

mrep gen- zahajuje replikaci, dimer, téz helikazova aktivita

melementy regulujici replikaci (LIC - leaiding strand initiation and control
region)

aoreplikace obou viaken je oddelena,

mnejprve replikace vedouciho vlakna

mpoté replikace ssDNA odstranéného viakna




Mechanismus valive kruznice

CCC DMNA




Mechanismus valivé kruznice

Dsc
nilck site
+ RepC
—_—
Y] (b
Acthve slte
tyrosine
ps0 nI-:I-: sl
af— |__ -
F—Etmascent
(d) leading strand
550
(ay

B ) RepC Mascent
Displaced leading
leading strand
strand
Templata
strand
Displacad
leading strand
RepC
Mascent

Ie-.a-:llng strand

Template
strand

HepC"

-0




Klasifikace plazrmdﬁ - skupiny inkompatibility

Inkompatibilita
mneschopnost dvou plazmidu stabilné existovat v jedné bunécéné
linii

Clenoveé téchto paru patfi do stejné skupiny inkompatibility

plazmidy se stejnou kontrolou replikace jsou inkompatibilni
mzpusobena kfizenou reaktivitou inhibitoru iniciace replikace u
pfibuznych plazmidu (neschopnost byt rozeznan ve stadiu
dulezitém pro udrzeni v bunécné linii)

kompatibilni plazmidy - represory pusobi nezavisle a plazmidy maji své
normalni pocty kopii

inkompatibilni plazmidy - produkuiji inhibitory, které reprimuji vlastni
replikaci - dfive Ci pozdeji dochazi ke ztraté plazmidu v bunécné linii




Table 7.1 Some Common Broad Host Range Plasmids and Vectors

Incompatibility
group/ Phenotype
. . oq o Replicon Plasmid characteristics References
S kupl ny ko mp atlblll ty IncFl F Tra* Bukhari et al. (1977)
IncP1t RK2/RP4/RP1/RES Ap’, Km', Tc', Tra* Burkhardt et al. (1979)
pRK250 Tc", Mob* Ditta et al. (1980)
PLAFR series Tc, M_ob* cosrpids,_ Friedman et al. (1982)
Microbiol.Rev. (1988),52, p. 375 mltipl coning stes
pPHUI Gm', Sp, low level  Ruvkun and Ausubel
, , o , sm’, Tra* (1981)
StanOVovana = tI'aIleOI’InaCI ruZHYCh pR68.45 T, Km', Ap', tandem Haas and Halloway
. 1o ., . o duplication of 1521, (1976, 1978)
h -
plazmidd do stejného hostitele a méfena broad host range un
stabilita koexistence - pME487 pR68.45ts Haas et al. (1987)
nepresné - metodické i technické chyby capy PR s replicon oyay oK
v 70. letech intenzivni studie a IncQ RSF1010 Su", Sy, Mob* Guerry et al. (1974)

. e 10 pMMBESEH/HE Ap", tac promoter Furste et al. (1987)
stanoveno 30 skupin plazmidu expression vector
enterobakterii a 7 u staphylococcii Ik ReK Ap', S oo chalou etal.

| nc F | (F p | azm | d) , pGP704 o':zg: Pc‘i‘s' fgon, M(i:l;; g)nd Mekalanos

multiple cloning

I nc P (R K2) y site, suicide vector

requires R6Kn

I n CX (R6 K) ! pMB1 pBR322 Ap", Tc", Mob* Bolivar et al. (1977)
In CQ (RS F 10 10) pBR327 Ap*, Tct, Mob- Bolivar (1978)
pucC series Ap, lacZa, Mab~ Yanisch-Perron et al.
(1985)
PI1SA pACYC177 Ap’, Km" Chang and Cohen
(1978)
pACYC184 T, Cm'

Abbreviations: Tra*, self-transmissible; Mob*, can be mobilized with a helper plasmid
or strain; Ap, ampicillin; Cm, chloramphenicol; Gm, gentamicin; Km, kanamycin, Sm,
streptomycin; Su, sulfonamides; Tk, tetracycline.




Kompatibilni a inkompatibilni plazmidy

1 A) schema kompatibilnich 1 B) schema nekompatibilnich
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Kompatibilni plazmidy se déli nahodné, ale po rozdéleni se replikuji
podle svych kopii. Udrzuje se staly pocet

Inkompatibilni plazmidy sdileji v jedné bunce regulaci poctu kopii a pfi Cured o / B \
déleni se distribuji do dcefinych bunék nahodné.

Déli se a opét nahodné distribuji. Po nékolika generaci prevazuje jeden (oo Q @000 a
typ plazmidu




Inkompatibilni skupiny

Experimentalni zjisténi inkompatibility plazmidu

O

mEF 0D

Experimentalni zjisténi zda mohou dva plazmidy koexistovat v jedné burnce
Méreni frekvence ,vyléCeni“ od jednoho plazmidu, pokud jsou vpraveny do jedné
bunky

Péstovani na obou markerech — bunky s obéma plazmidy

Péstovani bez jakéhokoliv markeru

Vyseti na plotny jen s jednim antibiotikem.

Plazmidy nepatfi do stejné inkompatibilni skupiny (jsou kompatibilni) pokud procento
vyléCenych bunék od jednoho plazmidu neni vétsi nez ,vyléCeni“ pokud je plazmid v
burice sam.

Nutnost existence rozdilnych selekénich markeru

Udrzeni inkompatibilnich plazmidu —

Péstovani na obou markerech souasné — ¢astécné vyléCené buriky hynou -zUstavaji
jen s obéma plazmidy.



Regulace iniciace replikace plazmidua

OPocet kopii plazmidu v bunce je stanoven mechanizmem regulace
iniciace replikace plazmidu

ORelaxované plazmidy — inhibice iniciace replikace, kdyZz pocet plazmidu
dosahne urcité urovné

oStringentni plazmidy — nizkokopiové plazmidy, replikuji se jednou nebo
nékolikrat

olniciace replikace plazmidid muze byt fizena

mregulaci mnozstvi dostupného primeru k iniciaci replikace DNA,
mregulaci mnozstvi esencialniho replikacniho proteinu

mregulaci funkce esencialniho replikacniho proteinu

oExistuji tfi hlavni mechanizmy regulace iniciace replikace plazmidu,
zavislé na negativné pusobicich regulacnich mechanizmech

mantisens RNA, ktera hybridizuje s esencialni RNA (ColE1)
mantisens RNA spolupusobici s proteinem (R1, pMV158)

= navazanim iniciatorovych proteint (Rep) na iterony (18 - 22 bp veliké repetice (F,
P1, RK2, R6K




Regulace pusobenim antisens RNA (ColE1)

0ColE1 - malé multikopiové plazmidy

Olniciace replikace u ColE1
msyntéza transkriptu RNA |l z konstitutivnino promotoru (555 bp upstream od or)

mRNA Il se formuje do aktivni konfigurace a vytvari stabilni komplex s
komplementarni DNA s replikacnim zacCatkem

mRNA retézec je v komplexu s DNA stépen RNAsouH

mvytvoreni primeru pro syntézu vedouciho retézce (Poll)
Olnhibice prostrednictvim antisens RNA

mRNA | je komplementarni k 5 konci RNA Il na ktery se vaze
mRNA |l se sta€i do neaktivni formy, ktera neni stépena RNAsouH

mdalSi gen (rop), jehoz produkt zvySuje efektivnost RNA | (rychlost s jakou se vaze
na RNA II)

=RNA Il z konstitutivniho promotoru a ma kratky poloCas zivota
Odo této skupiny patri dale prirozené plazmidy - pMB1, p15A
odale rekombinantni klonovaci plazmidy - pBR22, pUC, pET, pBluescript




Regulace ptisobenim antisens RNA

(ColE1)
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Regulace ptisobenim antisens RNA (ColE1)
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Regulace ptisobenim antisens RNA (ColE1)
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Regulace poctu kopii u R1 plazmida

ORegulace poctu kopii R1 plazmidu je dana hladinou syntézy proteinu

RepA - iniciace replikace -

ota je modulovana produkty genu copA a copB

ainhibice vazbou antisens RNA na RNA proteinu RepA

mproduktem copA je nestabilni RNA

mkomlementarni k vedouci oblasti repA mRNA

=hybrid inhibuje syntézu proteinu RepA -
vytvari se sekundarni struktura terminatoru, ktery ukoncuje transkripci RepA
dsRNA je stépena RNasoulll

oprotein CopB reprimuje transkripci genu repA z promotoru P

mpfi standartnim poctu plazmidu v bunce - CopB zcela reprimuje transkripci z
promotoru P,

mrepA mRNA je syntetizovana jako copB-tap-repA
=pfi poklesu poctu plazmidu represe neni efektivni - P ., je dereprimovan
mrepA transkribovan jako fap-repA m RNA

otéz u skupiny plazmidu replikujici se mechanismem valivé kruznice -
pT181, pMV158, pC194, pSN2- slozitejsi



Regulace poctu kopii u R1 plazmida
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Regulace poctu kopii u R1 plazmidu

A Plasmid genetic organization

l. typ
1. Pred repA je kddovan leader peptide

th RGPA pddC;de 2. Translace repA je sprazena s
- RepA translaci leader peptidu
Pus  CopAantisense RNA 3. dsRNA stépena RNase Il
4. RozruSen leader peptid — neprepisuje
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Kontrola replikace a poctu kopii iterony

aov okoli ori kratke DNA repetice - iterony

ovaze se na né Rep protein (F1 plazmidy)

Opo replikaci Rep vyvola parovani s dcerinou molekulou DNA
oto blokuje dalsi iniciaci replikace

opo rozdeleni bunky jsou plazmidy oddeleny a jsou schopny se
opét replikovat

otato skupima dale obsahuje R6K, pSC101, P1, pMJ101, RK2




Kontrola replikace a poctu kopii iterony
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Stabilita plazmidu

oU plazmidu Ize rozliSovat dva typy stability :
mstabilita strukturni a segregacni

ostrukturni stabilita
mdana celistvosti plazmidové molekuly

mpfitomnosti primych Ci inverznich repetic - homologni rekombinace a
delece c¢asti plazmidu

Osegregacni stabilita

mpredpokladem je pravidelna distribuce jeho kopii do dcefinych bunék
mpfi nahodné distribuci 2 " (n je pocCet kopii plazmidu)

=u plazmidu s vysokym poctem kopii je jedina podminka dostatecny pocet
kopii v monomerni formé

specificky systém rekombinace, pfeménujici plazmidové multimery na monomery —
par systém




Rekombinace plazmidovych multimert

Monomer

cer

l

Dimer

12>
cer

cer
Monomers

Figure 4.11 The Xer functions of £, coli catalyze site-specific
recombination at the cer site to resolve plasmid dimers.




Stabilita plazmida - nizkokopiové

onizkokopiove plazmidy
mmechanizmus aktivni segregace plazmidu
partitionig systém (par geny), u F, P1 a R1 plazmidu

msystém ,postsegregacniho zabijeni® bunek bez plazmidu

princip syntézy stabilniho toxinu a nestabilniho antitoxinu - diky nestabilité
antitoxinu je toxin aktivni pouze v bunikach, které ztratily plazmid

antitoxin je nestabilni antisense RNA - reguluje mRNA toxinu R1 plazmid




Model mechanizmu aktivni segregace plazmidu




Aktivni segregace plazmidu
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Nalezeni mista orf plazmidu

Ori misto je zodpovédné za hlavni
vlastnosti plazmidu /

O Rekombiantni techniky

O Plazmid je nastfihan restrikCnim + % —
enzymem

O Kusy jsou ligovany s / N
antibiotikovou resistenci l“g‘“‘*

O Transformace do bunék a selekce pulld Amp’ Amp’
na dané antibiotikum Q Q§ Q Q
O Vyrostou pouze ty transformanty, ori
které maji ori misto — jsou lmgffsélrgnaigg selct
schopny replikovat DNA s

anibiotikovou rezistenci This Amp" colony

contains the ori clone
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Medium with ampicillin



UzZiteCné typy plazmidu

OPlazmidy se Sirokym spektrem hostitelu

mObecné klonovaci vektory (odvozené od Col1, uzké spektrum hostild, E. coli a
pribuzné druhy)

mVektory odvozené od plazmidl ze Sirokym spektrem hostileld RSF1010, RK2
(ve vétsiné G- bakterii, mob misto)

oShuttle vektory

mPokud je potreba replikace ve dvou hostitelich

mplazmidy se dvéma ori pro oba hostitele

=Nezbytny selekCni marker fungujici v obou hostitelich

mJe mozné i mezi bakteriemi a kvasinkami

oMobilizovatelné plazmidy

mPokud neni vypracovany nebo obtizny transformacni systém

mmob misto umoziuje konjugativni pfenos v pritomnosti konjugativniho
plazmidu.




