Лекція 6
Цитоплазматичні генетичні структури геному прокаріот (плазміди та епісоми)

 Геном бактерій, крім геномної ДНК, включає також цитоплазматичні ДНК-вмісні структури, здатні до автономної реплікації – плазміди. Це дволанцюгові кільцеві ДНК розміром від 0,1 до 5% розміру хромосоми.  В одній клітині може бути кілька плазмід, сукупність яких називають плазмотипом. Наприклад, Borrelia burgdorferi B31 містить 17 плазмід загальним розміром порівнянним з геномним - 0,53 х 106 п.н. (Проти 0,91 х 106 п.н. у геномі).
Плазміди містять власні гени, які є необов’язковими для бактерій, а також гени, необхідні лише при існуванні їх за певних умов чи в певному середовищі. Геном багатьох плазмід містить гени, організовані у специфічні модулі: кон’югації, реплікації, стійкості до певних антибіотиків та інші. Типи плазмід різняться між собою за структурою та специфічними функціями, наявністю певних модулів, а також особливостями реплікації і транслокації – перенесення від клітин донора до клітин реципієнта. 
Зокрема, поширеними є плазміди, які містять модулі, що зумовлюють стійкість бактерій до одного чи кількох антибіотиків (так звані, фактори резистентності або R-фактори). Модулі цього типу містять гени, білкові продукти яких (н., β-лактамаза) інактивують антибіотики. Плазміди, які мають такі модулі, часто називають R-плазмідами (resistance - стійкість). Одна плазміда забезпечує стійкість до декількох антибіотиків, при цьому усі або декілька генів резистентності різного типу можуть бути згруповані в одному модулі.  Ці плазміди порівняно великих розмірів і можуть стимулювати кон’югацію бактерій та поширюватися в бактеріальних популяціях. 
Інші плазміди (плазміди вірулентності) визначають патогенність бактерій (збудників чуми, правця), кодуючи продукцію етеротоксинів і фімбрій або забезпечують їх здатність використовувати для росту і розвитку нетрадиційні джерела Карбону – вуглеводні нафти, камфору, саліцилову кислоту (плазміди біодеградації). 
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Дрібних плазмід у клітині може бути кілька десятків, а великих – 2-3. Дрібні плазміди кодують від 2 до 5 білків, великі до 200. Молекулярна маса ДНК плазмід знаходиться в межах 2 х 104 – 3,2 х 105 Да. 
В одній клітині може міститися одночасно кілька типів плазмід (наприклад, статевий фактор і фактор бактеріоциногенії). Родинні плазміди, як правило, не можуть існувати в одній бактеріальній клітині. Це явище отримало назву несумісності і стало одним із факторів при класифікації плазмід. Несумісність плазмід зумовлена блокуванням процесу реплікації однієї з них, а також блокуванням розподілу дочірніх молекул ДНК між клітинами. 
[image: ]Геном типової кон’югативної R-плазміди містить ДНК довжиною 100 тис. н.п., яка організована в вигляді замкненого кільця. На структурі геному розміщені модуль кон’югації (К), гени стійкості до антибіотиків (А, Б, С, Д), мобільні IS-елементи (М), спейсери, а також точки початку і закінчення реплікації (оrі і ter).
Ділянки ДНК плазмід, які знаходяться між точками оrі і ter, мають назву репліхор. Для своєї реплікації плазміди використовують реплікативний апарат клітини-хазяїна, проте реплікація плазмід відбувається незалежно від хромосоми. Кожна плазміда є самостійним репліконом, сама контролює власну реплікацію. 
 Більше 50% нуклеотидних послідовностей геному R-плазмід складають гени кон’югації і реплікації, а також гени, що визначають стійкість до антибіотиків. 
У багатьох видів бактерій зустрічаються бактеріоцинні плазміди, які продукують специфічні білки бактеріоцини (коліцини). Бактеріоцини знищують бактерії того ж або близького виду, що не містять плазмід (коліцини бактерії Е. соlі). Плазміди, що продукують білки-коліцини, містять специфічні Соl-модулі, на яких закодовано один чи декілька білків, які забезпечують резистентність, імунність до цього колицину і тим самим захищають клітину-продуцент від ушкоджень, які може викликати її власний засіб захисту.  Зустрічаються у представників нормальної мікрофлори людини з частотою 1:1000 клітин. У клітині може бути більше 20 різних коліциногенів одночасно. Коліцин виробляється бактерією-носієм не завжди, а тільки у випадку певної індукції, під час якої активуються гени коліциногена. Індукція часто самовільна, іноді можна викликати індукцію штучно, наприклад опромінюючи ультрафіолетом чи діючи алкілуючими сполуками.
[bookmark: _GoBack]Розрізняють плазміди зі строгим контролем реплікації, що властиво великим плазмідам, і з ослабленим - для малих. У перших реплікація відбувається синхронно з подвоєнням бактеріальної хромосоми, вона забезпечується тими ж ферментами (ДНК-полімераза III), які здійснюють реплікацію хромосомної ДНК. Процес реплікації малих плазмід каталізується ДНК-полімеразою I. Характер реплікації плазмідної ДНК залежить не лише від типу плазміди, а і від бактерії-хазяїна. Плазміди під сильним контролем бактеріальної хромосоми – існують у вигляді 1 або 2 копій у цитоплазмі. Плазміди під слабким контролем бактеріальної хромосоми – існують у вигляді сотень (більше 200) копій у цитоплазмі.
За способом розмноження розрізняють кон’югативні і некон’югативні плазміди. Кон’югативні або самотрансмісивні плазміди мають кон’югативні модулі, структурні гени і регуляторні ділянки, необхідні для перенесення плазмід з однієї клітини до іншої. Трансмісивні плазміди кодують спеціальні ворсинки, статеві пілі, які з'являються на поверхні клітин, які містять плазміди, і здатні специфічно зв'язуватися з поверхнею безплазмідних клітин.  Скорочення піля притягує клітини один до одного, і між ними утворюється місток, через який плазмідна ДНК може передаватися в нову клітину. Здатність передаватися в нові клітини - корисна властивість для плазмід, але лише великі плазміди можуть кодувати складну систему поверхневих змін клітини, що забезпечують кон'югацію.
Для кон'югативних плазмід характерне явище поверхневого виключення, коли проходження плазмідної ДНК через клітинну стінку ускладнене, якщо в ній уже є плазміда з аналогічною детермінантою. Частота перенесення плазмід при цьому знижується в 10-100 разів. 
Класичними коньюгативними плазмідами є F-плазміди.
Некон’югативні плазміди не здатні до самотрансмісивності, однак за присутності трансмісивних плазмід, можуть використовувати для цього їх кон’югативний апарат. Ці плазміди отримали назву мобілізуючих.
Типова плазміда.
 Модульна будова типових R - плазмід схематично представлена на рис.
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Інколи плазміди можуть включатися до складу хромосом бактерій. В цьому випадку вони мають назву епісом. Після вбудовування в геном клітини-реципієнта, епісоми можуть ініціювати генетичну рекомбінацію та зумовлювати зміни в ланцюгу процесів ген → білок → ознака, внаслідок включення чи блокування певних ділянок геному. 
Фізіологічні стани F плазміди:
1 Автономне F+. F фактор знаходиться в цитоплазмі у вільному стані, не інтегрований в бактеріальну хромосому і не несе в в своєму складі хромосомні гени.
2 Інтегрований, або Hfr. F фактор може інтегруватися в певних місцях у бактеріальну хромосому, і в такому стані зветься епісоми. Донорські клітини з інтегрованим фактором F забезпечують високу частоту перенесення хромосомної ДНК, вони отримали назву клітин Hfr (від англ. High frequency of recombinants).
3 Автономне F′. Інтегрована F плазміда може залишати бактеріальну хромосому, захоплюючи довколишні гени, таким чином перетворюючись на F′ фактор.
[image: ]
 Отже, фізична карта F-фактора F-фактор являє собою епісому розміром 94,5 kb. F-фактор містить гени tra – гени, що забезпечують кон’югаційний перенос, гени автономної реплікації ДНК і 0-пункт кон’югаційного переносу; інсерційні елементи IS3, γδ, IS2 - за допомогою яких F-фактор вбудовується у хромосому бактерій і перетворюється у Hfr; послідовності, що забезпечують гомологію між епісомою F і F-подібними плазмідами R1, R100, R6, ColV; послідовності генів резистентності щодо фагів Т3, Т7, φ11
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Таким чином, для плазмід характерні специфічні спільні риси:
1 - автономна реплікація та стабільне успадкування; 
2 - несумісність (дві, навіть близько споріднені плазміди, не можуть існувати в одній клітині); 
3- здатність до кон’югації та переходу в реципієнтні клітини (функція перенесення);
4 -  здатність надавати реципієнтним клітинам певних специфічних ознак: стійкості до дії одного чи кількох антибіотиків (тетрацикліну, пеніціліну, стрептоміцину) та використовувати для росту нетрадиційні джерела Карбону. 
Присутність плазмід у клітинах бактерій надає їм певних переваг: забезпечує пристосування до зміни умов середовища, впливає на прояви патогенності бактерій тощо. Зокрема, на геномі плазмід може бути закодована інформація про структуру ентеротоксинів, гемолізинів, антигенів, розміщених на поверхні бактеріальних клітин. 
Плазміди, виділені з різних бактеріальних клітин, можуть містити подібні модулі, тому є припущення, що між геномами плазмід постійно проходить обмін ними в вигляді інтактних фрагментів ДНК. Цим пояснюється значне поширення плазмід, які зумовлюють резистентність бактеріальних клітин до антибіотиків. Вивчення цих особливостей плазмід стало передумовою для ідентифікації мобільних генетичних елементів, які поширюються не лише між плазмідами, але і плазмідами та клітинними геномами, а також у межах бактеріальних геномів – IS -елементів, транспоонів, інтегронів. Ці послідовності завжди вбудовуються в інші молекули ДНК і ніколи не знаходяться у вільному стані, вони не можуть ініціювати власну реплікацію, а реплікуються разом з молекулою ДНК, в яку вони інтегровані. І саме плазміди часто є місцем їх локалізації.
Плазміди розповсюджуються між бактеріями по вертикалі - шляхом передачі від батьківської клітини дочірнім клітинам у процесі клітинного поділу або шляхом горизонтального перенесення між клітинами в популяціях бактерій незалежно від поділу.
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pennikatMBHWX moayniB (o6nacTb iHiyiauii pennikauii), AKi i [03BONAOTbL i AaBTOHOMHO
pennikyBatuca. Y ogHomy 3 Knacis nnasmig (F-nnasmiag) pennikauisa i cerperauis perynooTbes
NOrOAKEHO 3 penikalieto 6akTepiaNbHOr0 reHOMa, i B KOXKHI KNiITUHI 3HAaX0AWTbCA ogHa abo ABi
Konii Nnasmigy (pennikauis i3 cyBopum KOHTponem). [pyruii TUN pennikaTUBHOTO MOAYAS, L0
NPU3BOAUTL [0 iCHYBAHHA B KNiTMHI 10-30 KoNii Nnasmig HasuBatoTb pennikauilo 3 nocnabneHnm
KOHTpO/IEM.
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Tabauus 6.5. Knacvodikauis naasmig, 3a B1aCTMBOCTAMM.

Bnactusocti Knacu nnasmig HasABHiCTb iHWMX

[LOHOPHI GyHKLIT F-nnasmign MOAYNiB, He NOB'A3AHUX
CTiiKiCTb A0 NiKAPCbKUX Npenaparis R-nnasmign 3 pennikauielo, He €
CUHTE3 KONILMHIB Col-nnasmigun 0608B'A3K0BUM ana
CUHTE3 EHTEPOTOKCUHIB Ent-nnasmiau KOXHOI nsiasmign. Cra-
CUHTE3 reMoi3uHIB Hly-nnasmigu TEBi UYMHHMKKM, TOBTO
PyiiHyBaHHA Pi3HMX opr.'.;\HquMx i He.opraHquMx Biop,er.pap,aTMBHi KOH'IOraTUBHI nnas-
CI'IOI'I.VK, 3?erMa, WO MICTATL BaXKKI mMeTaiun naasmigan . - Mi,D,VI, I'IOAi6H0 p'o F-
He sigomi KpuntuyHi nnasmign .
dakTopy matoTb moayni,
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Glozmerpananii). JpiOHuX miaa3Mmin y KIITHHI MOXke OyTH KilbKa JECATKIB, a
BenukuX — 2-3. JIpiGHi mia3mian koayoTh Bia 2 1o 5 6inkis, Benuki 10 200.
Monexynspua  maca  JIHK  mmasmig  3Haxoauthess B MekKax
2x10°=3,2 x 10° Jla. Ik npaBui0, y KJIiTHHI PUCYTHI MUTA3MiaN OHOTO
Buny. [eHom TumoBoi koH’toratBHOI R-mmasmigum wmictuts JIHK
noBxkuHOK0 100 THC. H.IL, sIKa OpraHi30BaHa B BUIJISI 3AMKHEHOTO KUIBLIS.
Ha ctpykTypi reHomy posmiuieri moayab kon’torauii (K), renu criiikocti
no autubiotuxiB (A, b, C, 1), mobGinbHi IS-enementn (M), cneiicepu, a
TaKOX TOUKH I0YATKY 1 3aKiHUYEHHs perutikauii (ori i ter):

Jinsuxkn  JIHK  mnasmin, sxi
3HAXOAATHCS MDK TOYKaMM Ori 1 ter,
MaroTh HasBy pennixop. binbme 50% fl
HYKJICOTUAHUX TOCITII0OBHOCTEH &
reHoMy R-miasmig CknagawTh TeHH  ori (@) O ter
KOH’1oramii 1 perikamii, a TaKox
TeHH, L0 BH3HAYAKOTh CTIMKICTH /0
aHTUOI0THKIB.

Y OGarathox BuiB OakTepiit K
3yCTPIYAIOTHCS oaxmepioyunni
naazmiou, i npoaykyroTh crneuudiuni O6inku GakTepiounHH (KOMILMHM).
Baxrepionuny 3uuIyI0Th OaxTepii Toro x abo OIM3BKOrO BHAY, L0 HE
MicTaTe mwiasmig (kominuau Oakrepii E. coli). Ilnasminy, mo npoaykyoTs
Olnku-KomiuuHy, MicTath cnerudivni Col-moayni, Ha SKUX 3aKOJOBAHO b
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ane 3patHi A0 nepefadi y MPUCYTHOCTI TPAHCMICMBHWX NAa3Mmid, BUKOPUCTOBYKOYM iX anapat
KoH'torauii. Taki nnasmign HasuBaloTb MOBiNi3ylounMMu.

Mogyni iHWOro TNy MicTATb reHn, 6iNKOBI NPOAYKTU AKKX (H., B-NnakTamasa) iHaKTMBYIOTb
aHTUGIOTMKK. Mna3miam, sKi mMaloTb Taki MOAy/I, 4acTo HasMBaloTb R-nnasmigamu (resistance -
CTiliKicTb). OaHa Nnasmiaa 3abesneudye CTIMKICTb A0 AEKiNbKOX aHTMBIOTUKIB, Npu Lbomy yci abo
/[IeKiNbKa reHis pe3snCcTeHTHOCTI Pi3HOTO TUNY MOXYTb BYTW 3rpynoBaHi B 0A4HOMY MOAYI.

€ e OAMH TUN MOAYAIB, WO 3YCTPIYAETLCA B NAasmiaax, Col-modysi. BOHM KoayOTb OAWH 3 +
AEKiNbKoX BiNKiB-KONMUMHIB (aHTMDOaKTepiabHUX PEYOBMH, WO NPOAYKYITbCA bakTepiamu).

KonnumHm po3pisHATLEA MO CTPYKTYPI | cnocoby Aaii. Maa3mian, Koayoumn NeBHUI KOMLMH, H4acTo

181 MICTATb TeHW, AKi 3abe3neuvyloTb IMyHHICTb A0 LbOro
KONULWHY, CTpaxyroumn KNITUHY-NPOAYLEHT Big,
MOLIKOAXKEHD, WO BUKAMKaOTLCA 1i BAacHUM crnocobom
3axucty. [leAaki nnasmign MIiCTATb TakoX Moayni, WO
KOAYIOTb CUCTEMM pecTpuKLii-moaudikauii. Mpuknagom
Takoro moayns € cucrema Eco RI.

ooy

Puc. 6.10. Cmpykmypa munoeoi KoH’toeamusHoi R-naasmiou.
Ceimauli ogan - obnacme noyamky pennikayii (ori). eHu
pesucmenmHocmi 0o aHmubiomukie: mempayukaity - tet,
XnopamgeHikony - cam’, KaHamiyuHy - kan’, cmpenmomiyuHy -
str’, amniyunivy - amp’. Toykamu eudineHi ceameHmu,
HeobXxidHi 0ns KoH'lo2auii (tra), wmpuxysaHHam - MOBinbHI
enemeHmu.

pennikauir Tunosa naasmida. MopynbHa byaosa TMNoBux R -

nAnasmig CxemaTMYHO npeacTaBneHa Ha puc. 6.10.

Baunsbko 50 % nocnigoBHoCTel 3 NpubansHo 100 TUC. H. M. UMX NAA3MIA FOMONOMMYHI OAHIN 3
AinaHok F -nnasmigun. Lia obnactb BKAKOYAE reHun, HeobxigHi ana Kow'torauii (tra) i pennikauii i3
CyBOPUM KOHTpO/iem. B F-noi6Hii 061acTi 3HaXoAUTbCA A0AaTKOBUIA MOAYNb, WO MICTUTb reHu, &
ﬂKi_KOHTDIIIOIOTb CTiIMKICTb A0 TeTpauuknidy. Apyra nonoeuHa R-nnasmiam He cnopigHena F i
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bacteria. the proteins within the relaxosome are released, but one protein,
‘CONCEPT CHECK: With regard to studying the mechanism of conjugation, called relaxase, remains bound to the end of the cut DNA strand.
what s the purpose of using a U-tube? The complex between the single-stranded DNA and relaxase is
7.2 BACTERIAL CONJUGATION 159

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

il Proteins that Coupling Relaxase
protein  are components protein
of the exporter

FIGURE 7.3 Genes on the F factor that play a role during conjugation. A region of the F factor carries genes that play a role in the conjuga-
tion process. Because they play a role in the transfer of DNA from donor to recipient cell, the genes are designated with the three-letter names of 1ra or
1rb. followed by a capital letter. (Note: the 1r- prefix refers to “transfer.”) The 1ra genes are shown in red. and the i7b genes are shown in blue. The func-
tions of a few examples are indicated. The origin of transfer is des

CONCEPT CHECK: Would this circular DNA molecule be found inan F* or F- cell?

called a nucleoprotein because it contains both nucleic acid 500,000 bp and carry several dozen or even hundreds of genes.

(DNA) and a protein (relaxase). Some plasmids, such as F factors, can integrate into a chromo-
The next phase of conjugation involves the export of the nu- some. These are also called episomes.

cleoprotein complex from the donor cell to the recipient cell. To begin A plasmid has its own origin of replication that allows it to be

this process. the DNA/relaxase complex is recognized by a coupling
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