PLAZMID ve TRANSPOZON



Plazmidler

« Kromozomlara ek olarak,

« Cogunlukla cift iplikli cembersel DNA
yapisinda
— Linear yapiya rastlanabilir

* icinde bulunduklari bakterilere bazi
ozellikler kazandiran

— bu ozellikleri genetik kontrol altinda tutan
elementler (replikonlar)



« Bakteri kromozomundan kuguk yapilardir.

— Boyutlar 1.5 kilobaz ile 120 kilobaz
Pseudomonas plazmidleri arasinda degisir
* Buyuk plazmidler kuguk plazmidlerden
daha kolay transfer edilirler

* Plazmidler, kromozomal replikasyon ve
hucre bolunmesi ile iligkisiz olarak
replike olabilirler




main chromosomal DNA. The cell (large, white structure) was
gently so the DNA would remain intact. h



Plazmid icinde bulundugu
bakteri kromozomu ile
birlesirse epizomik durumdan
bahsedilir.

Plazmidlerde bakteriden
bakteriye kendi transferlerini
saglayan tra(transfer) genleri
vardir. Bunlara konjugatif
plazmid adi verilir.

Kendiliklerinden baska
bakterilere aktarilamayanlara
non-konjugatif plazmid adi
verilir.
— Bunlar F faktort ya da diger
plazmidlerin araciligi ile

harekete gecerek bagka
bakterilere aktarilabilir.

Gizli plazmid (Cryptic plazmid):
Varliklari ortaya konulmus
ancak fenotipik ozellikleri belli
deqil

Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerde bulunurlar ve Gr
negatif bakteriler arasinda
plazmidler cogunlukla
konjugasyon yolu ile
aktarilirlar.

Ayni bakteri icindeki plazmidler
aralarinda birleserek
rekombinant plazmidler
olusabilir.



— Kendi replikasyonlarini saglayacak genleri
— Antibiyotiklere direnglilik saglayan genleri
— Cesitli toksin genlerini (ekzotoksin)

— Enzimleri kodlayan metabolik genleri
tasiyabilmektedirler.

— Agir metallere karsi direncg
— Ultraviole i1s1ga karsi direnc
— Pili Gretimi



Table 10.3 ' Some phenotypes conferred by plasmids in prokaryotes

Phenotype class®

Organisms®

Antibiotic production

. Conjugation

Physiological functions
* Degradation of octane, camphor, naphthalene
Degradation of herbicides
Formation of acetone and butanol (6% Section 12.20)
. Lactose, sucrose or urea utilization and nitrogen fixation
Nodulation and symbiotic nitrogen fixation (@2 Section 19.22)
Pigment production

Resistance

" Antibiotic resistance (O Section 20.12)

~ Resistance to cadmium, cobalt, mercury, nickel,
and/or zinc (O Section 19.16)

Bacteriocin resistance (and production)

Virulence

- Host cell invasion. .
Coagulase, hemolysin, enterotoxin (62 Sections 21.9 and 21.11)
Enterotoxin, K antigen (6= Sections 12.11 and 21.11)
Tumorigenicity in plants (62 Section 19.21)

- * Only a few of the many phenotypes known to be associated with plasmids are given. 3
» Only a few well-characterized examples are given. All of the organisms given in the list are Bacteria except for Sulfolobus, which is a member of the Archaea.

. Streptomyces

Escherichia, Pseudomonas, Rhizobium, Staphylococcus, Streptococcs
Sulfolobus, Vibrio

Pseudomonas
Alealigenes

Clostridium

Enteric bacteria
Rhizobium

Erwinia, Staphylococcus

Campylobacter, Enteric bacteria, Neisseria, Staphylococcus
Acidocelln, Alcaligenes, Listeria, Pseudomonas, Staphylococcus

Bacillus, Enteric bacteria, Lactococcus, Propionibacterium

Salmonella, Shigella, Yersinia
Staphylococcus

Escherichin

Agrobacterium




F faktorleri: Fertilite — Sex faktorleri

Col plazmidleri (kolisinojenik faktorler): Bazi
bakteri kokenlerinde bulunabilen hem kendi
cinsleri i¢cindeki diger turleri hem de yakin
cins bakterileri eritebilen maddelere genel
olarak bakteriosin adi verilmektedir.

Virulans faktorleri: Cesitli enterotoksinleri ve
kolonizasyon antijenlerini olugturan
plazmidlerdir.

R plazmidleri-RTF faktorleri: Bakterilerde
antimikrobiklere karsi extra kromozomal
direngliligin bakteriden bakteriye
aktarilmasini yonetir. Bunlara RTF
(Resistans transfer faktor) ya da TF
(Transfer faktora) adi verilir.

a- Sinif | direnc plazmidleri:
Genellikle R plazmidi denildiginde RTF (TF)
faktoru ile birlikte direng genlerinin tek
plazmid seklinde butunlesmis olduklari
plazmidler kastedilir. Konjugasyonda
esletilen plazmitin timu alici hucreye gecger.

b- Sinif Il direng¢ plazmidleri: Bakteri
hicresi iginde TF(RTF) faktoru, direng
genlerine bagli olmaksizin ayri bir plazmid
olarak bulunur ve bulundugu bakteriden
bagka bakterilere direng genlerinin
aktarimini yonetir. Konjugasyon aninda
direng genleri tek tek ya da tumau birden alici
bakteriye RTF faktoru ile birlikte ya da onsuz
gecebilirler.



Antibiyotik direnci

Bakteriler cesitli antibiyotiklere karsi
direnclerini ya direng genleri tasiyan farkli
plazmidler ile ya da farkli direng genlerini

tasiyan tek bir plazmid ile kazanirlar



Kolisin ve Bakteriyosinler

* Genellikle yakin iligkili mikroorganizmalara
karsi

« Bazi E.coli suslari tarafindan salgilanan
proteinler diger E.coli suslarini oldurme
kapasitesine sahiptir colisin ismi verilir

 Colisin geni col plazmidi ile tasinir

— Colisin uretimi yapan susu koruyan gen ile
birlikte tasinir.



Virulans determinantlari

« Bazl bakteri « E.coll
cinslerinde toksin — LT(labil toksin)
genleri plazmidler ile — adezyon
taginir « Yersinia turleri

— Immun hiicrelerinin
etkinligini azaltmak igin
kullandiklari toksin

— Y.enterocolitica dis
membran proteinleri

« Shigella turleri
— Invazyon-adezyon



Metabolik Aktivite

 Bulunduklari hucrelerin metabolik
aktivitelerini arttirirlar

» Laktozu fermantasyonu i¢in genleri tasiyan
plazmid baska bir laktozu fermante
etmeyen susa gecgerse, girdigi susu
laztozu fermante eder hale getirecektir
— Sukroz
— Ure hidrolizi
— H2S olusumu vb.



Biodegredasyon-Bioremediasyon

* Potansiyel toksik kimyasallari ortadan
kaldirir

* Bu ozellige sahip bakteriler kimyasal
olarak kirlenmig bolgelerin
temizlenmesinde kullaniimaktadir

— Bu suslarin bakir ve civa gibi toksik metal
lyonlarina direng tasiyan plazmidlerle gugcleri
arttirthr



Transpozon

Bakteri, virus ve okaryotik
hucre kromozomlarinda ve
plazmidlerde bulunabilir

Genom icinde ve plazmid ile
genom arasinda ve plazmidler
arasinda hareket ederek yer
degistirebilen DNA
segmentleridir.

Bir bolgeden herhangi bir
bolgeye gecisi saglayacak bilgi
transpozon tarafindan
tasinmaktadir.

Transpozonlardan sadece bu
bilgiyi tasiyanlara katilim
dizileri (insertion sequences)
Antibiyotik direncliligi gibi ozel
islevi olanlarada karmasik
transpozon (complex
transposon)

Transpozonlar plazmidlerin
aksine kendi
replikasyonlarini
yapabilecek genetik bilgiye
sahip degildirler.



BAKTERIOFAJ

« Bakteriofaj bakteri  DNA veya RNA, cift
hucresi icerisinde veya tek iplikcikli ve
replike olan ve 3000 baz ( 3 gen) ile
cevresi koruyucu bir 200.000 baz (200
protein ile cevrili bir gen) icerebilir.

nukleik asit parcasi
iceren virustur.



Fajin hucre yuzeyindeki uygun
reseptorlere yapigsmasi

Bakteri hlcresi icerisine faj nukleik
asitinin enjeksiyonu. (protein
tabakanin hepsi veya buyuk bir
cogunlugu bakteri hucresi diginda
kalacaktir). Bu basamak vertebrali
hucrelerdeki viral infeksiyondan
farklidir, vertebralilarin hucrelerine
viral partikul yapisir, ya reseptor
aracil endositoz ile viral partikdl
iceri alinir ya da viral partikul
hucre membrani ile birlesir ve
nukleik asit hlcre igerisine girer.

Hulcrenin biosentez
mekanizmalarini kullanarak
genetik materyalini ve es zamanli
olarak faj spesifik proteinlerini
sentezler

Yeterli miktarda genetik materyal
ve kilif olusturulduktan sonra,
genetik materyal kilif icerisine
girer.

Yeni fajin salinmasi bakteri hicre
duvarini eriten bir ¢esit faj-spesifik
enzimin (lizozim) salinimi ile olur.
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Fajlar bakteri hucresi ile olan iligkileri agisindan virulan
veya temperate faj olarak siniflandirilirlar

* Virulan faj  Bir bakterinin virulan faj
lle infeksiyonu sonucunda
bakteri hucresi lizis ile
ortadan kalkar

* Optimal kosullarin
varliginda bir faj ile
Infekte olan bakteri
hucresi yaklasik 20
dakika igerisinde yuzlerce
faj Uretebilmektedir.



Temperate Fa|

* Faj ile infekte olan bakteri hucresi ayni virulan
fajda oldugu gibi infeksiyondan hemen sonra
lize olabillir.

* Faj hucreye girdikten sonra otonom olarak
replike olmak yerine bakteri hucresinin
genomona integre olabilir. Bu asamada (profaj
durumu) faj genlerinin ekspresyonu faj genomu
tarafindan salinan ve represor adi verilen bir
protein tarafindan azaltilir.

* Yeni faj partikulleri olusmaz, konak hucre
yasamaya devam eder ve faj DNA si bakteri
kromozomu ile birlikte replike olur.




j ~—Bacteriophage

Phage DNA
Phage attaches to
bacterial cell wall

Cell wall and injects its DNA.

a Phage DNA circularizes.

Phage DNA integrates into
bacterial chromosome
to become a prophage.

Dormancy is maintained by a phage
protein that represses the expression
of all phage genes except the
repressor gene.

LYSOGENIC
CELLS

Dormant prophage is propagated indefinitely
in progeny lysogenic cells.

Figure 10.4
The integration of temperate phage DNA into the bacterial chromosome generates a lysogenic bacterium.



Lizojenik Bakter!

Lizojenik bakteri profaj tagsiyan bakteriye verilen
Isimdir

Olay lizojeni olarak isimlendirilir

Profaj ile bakteri hucresi arasindaki iligki genelde stabil

Bazi durumlarda ornegin UV 1sik ile kargilasma
sonrasinda faj Uzerindeki represor genin etkisi ortadan
kalkar ve profaj bakteri kromozomundan ayrilarak
otonom sekilde replike olmaya baslar, bunun sonucunda
virulan fajda oldugu gibi bakteri hucresi lize olur.

Virusun latent profaj durumundan aktif hale gegcmesine
induksiyon adi verilir.



LYSOGENIC CELL
Blockage of DNA
synthesis (by UV
irradiation, for example)
causes a cascade of
reactions that destroys
the phage repressor.

/“b

Repressor
O fragments

Phage genes are
expressed and
prophage excises
from chromosome.

Phage DNA replicates
and directs synthesis
of new phage particles.

Lysis releases
progeny phage.

Figure 10.5

Induction of a lysogenic bacterium
generates new phage particles.



Lizojenik bakteriler lizojenik
olmayan diger turlerinden farkli
ozellikler tasirlar.

Corynebacterium diphteriae
patojeniktir cunku tox geni adi
verilen ve difteri toksinini
kodlayan geni tasiyan bir
profaj ile infektedir bu profaiji
tasimayan C.diphteriae suslari
ise toksijenik degildir.

A grubu streptokoklarin
lizojenik suslari pirojenik
eksotoksin (eritrojenik toksin)
kodlayan profaj tasirlar.

V.cholerae toksin, C.botulinum
toksin

Bir bakterinin profaj varligina
bagli olarak cesitli 6zellikler
kazanmasina lizojenik
konversiyon adi verilir.



GEN TRANSFERI

» Bir bakteriden diger bakteriye gen transferi
3 mekanizma ile olablilir. Bunlar:
Konjugasyon, transduksiyon ve
transformasyon. Bu yollardan herhangi biri
lle transfer edilen DNA replikasyon
baslangici noktasindan yoksun olacagi
icin, transfer edilen DNA ancak bakteri
kromozomu ile birlesirse diger
jenerasyonlara gecebilecektir



KONJUGASYON

« Konjugasyon bir bakteriden diger bakteriye hucre-hucre
iligkisi yolu ile genetik madde transferine verilen addir.
Bu iligskinin olusabilmesi icin Donor(verici-erkek) hucre ile
resipiyent (alici-disi) hucre benzer genetik yapiya sahip
olmali ve aralarinda DNA'nin gecebilecegi bir sitoplazma
koprusu olusturabilmelidirler. Transfer o0zellikle donor
hucre Uzerindeki seks pili adi verilen sac¢-benzeri
uzantilar ile olmaktadir. Kontakt sonucunda nispeten
stabil bir hucre cifti olusur ve DNA transferi baslayabilir.
Seks pilusu boru selinde bir tup olmasina ragmen
yapisma sonrasinda bu pilus verici donor hucrenin igine
dogru retrakte olur ve verici ile alici hucre birbirlerine
yaklasirlar. Konjugasyonda mutlaka bakteri DNA'sI ile
birlesip rekombinasyon olusmasi gerekmemektedir
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® Figure 10.21 Direct contact between two conjugatir
teria is first made via a pilus. The cells are then drawn togets
form a mating pair for the actual transfer of DNA. This occurs !
traction (depolymerization) of the pilus within the donor cell. NO
F-specific bacteriophages on the pilus (&= Section 16.1).



Konjugatif Plazmidler

« Bazi buyuk plazmidler kendilerinin bagka hucrelere
transferini saglayabilecek fonksiyona sahip genler
icerirler ki bunlarin icinde seks pilusu sentezletecek
genlerde vardir.

* Bu plazmidlerin prototipi E.coli hucresinin F (Fertilite)
plazmididir. Eger F+ olan hucreler F— olan hucrelerle
karsilasirlarsa F plazmidi ¢ok hizli bir sekilde yayilacak
ve F— hucreler F+ hale gececeklerdir. F plazmidi pilus
proteini i¢in yapisal gen tasimaktadir. Ayrica bu plazmid
antibiyotik direng genleri de dahil 14 gen tasimaktadir.
Bu tur antibiyotik direnc gelisiminde bakteri DNA'sI ile
rekombinasyon olugsmaz.
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® Figure 10.18 Genetic map of the F (fertility) plasmid of Esche-
richia coli. The numbers on the interior show the size of the plasmid
in kilobase pairs (the exact size is 99,159 bp). The region shown in
dark green at the bottom of the map contains genes primarily
responsible for the replication and segregation of the F plasmid in
normally growing cells. The light green region, the tra region, contains
the genes involved in conjugative transfer. The ori7T sequence is the
origin of transfer during conjugation. The arrow indicates the direction
of transfer (the tra region would be transferred last). The regions
shown in yellow on F are transposable elements where integration
into identical elements on the bacterial chromosome can occur and
lead to the formation of different Hfr strains (see Section 10.12).
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10.22 Transfer of plasmid DNA by conjugation. (a) In this example, the F plasmid of an F* cell is being transferred to an F™ recipient
Note the mechanism of rolling circle replication (&% Figure 9.20 and Figure 16.4). (b) Details of the replication and transfer process.




Kromozomal Hareket

F plazmidi aynen profajin DNA'ya integre olmasi gibi kromozoma
integre olabilir. Bu durumun olustugu bakteriler Hfr (High frequency
recombination) bakteriler olarak isimlendirilirler. F plazmidi bakteri
kromozomu Uzerinde birgok bolgeye integre olabilir. Kromozomun
alici hucreye transferi F plazmidinin kromozoma baglandigi yerden
baslar ve yaklagik dakikada 40 gen hizi ile surer. Konjugasyon olayi
viskoz etkilerle ve bakterinin Brownian hareketleri ile sonlanabilir
ama bu gerceklesinceye kadar kromozomun % 10-20 kadar transfer
edilebilir. Bazi 6zel durumlarda kromozomun timude transfer
olabilmektedir. Konjugatif transfer DNA replikasyonu ile eszamanli
olarak olugmaktadir bu sayede verici hucre genetik bilgisini
kaybetmemekte ve yeni olusan kopyadaki genetik bilgi alici hucreye
gecmektedir.
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« Bazi durumlarda F plazmidi baglandig:
bakteri DNA'sindan ayrilabilir ve ayrilirken
bakteri kromozomuna ait bazi bolgeleri de
ayirir ve tekrardan gcembersel sekle
donebilir. Bu sekilde olusan plazmide F’
plazmid ve bu faktoru iceren hucreye de
F’ hucre adi verilir.



TRANSDUKSIYON

* Transduksiyonda genetik transfer hlcre-
hucre iligkisi olmadan faj vektorler yardimi
Ile olmaktadir. Transduksiyon; jeneralize
ve ozellesmis transduksiyon olmak uzere
Iki sekilde olabilmektedir.




Jeneralize transduksiyon

Bu tip transduksiyonda
herhangi bir bakteriyel DNA
bolgesi( faj ile indUklenmis
bakteri DNA’sI yikimindan
sonra) yanlislikla faj DNA’si
yerine faj kilifi icine girer. Bu
faj partikall yeni bir hucreyi
infekte ettiginde bu DNA
bolgesi yeni hucreye girmis
olur. Eger bu bolge bakteri
kromozomuna integre olursa
eski bakterinin ozelligini
kazanmig olacaktir.

Bakteri DNA’sinda herhangi bir
gen bolgesi kilif icine
girebileceqi i¢in bu yolla
herhangi bir bakteri geni
transfer edilebilir.

Bu yol ile her bir faj paketinde
50 kadar gen aktarilabilir
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® Figure 10.15 Generalized transduction. Note that "norms
virions contain phage genes while a transducing particle contains hc
genes.



Ozellesmis transdiiksiyon

 Ozellesmis transdiiksiyonda sadece belli

pakteriyel genler transfer edilir.
Kromozomuna yerlesmis profajin giris
polgelerine yakin olan genlerdir. Faj bakteri
DNA'sinda ayrilirken bu bolgeleri de alir. Genel

Bu genler bakter

olarak ozellesmis transduksiyon yapan faj hem

faj hem de bakteri DNA’sIni bir
molekul seklinde alir. Bir diger
ettiginde alici hucre bu moleku
alacaktir.

esik olarak tek bir
nucreyi infekte

u tumden
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Certain phage can package bacterial genes and transfer them to other bacteria (transduction). By one

mechanism (A) any bacterial gene can be transferred; by a second mechanism (B) only certain genes can be
transferred, namely those in close proximity to a prophage.




TRANSFORMASYON

Transformasyon ciplak DNA
parcalarinin transferidir. DNA’nin
hidcreye alinmasi ile ilgili bilgiler sinirl.
Alici hucre Uzerinde DNA tanima
bolgeleri var. (B.subtilis de 20-50,
H.influenza’'da 8 adet) Bu 6zellik bazi
bakterilerin gelisme dongusunun ozel
bir noktasinda imal edilen kompetans
faktor varliginda olur.

Transformasyonda daha cok cift
iplikgikli DNA tercih edilmektedir.

Transformasyon transformasyonun
olacagi yani DNA’nin hicre
membranindan gecgecegi hicrenin
fizyolojik durumu ile baglantihdir.
Serbest cift iplikli DNA alici hucreye
gectigi zaman iki iplikgikten bir tanesi
nukleazlar ile yikilir, diger iplikgik alici
hucre icinde DNA Uzerinde kendine
homolog olan bolgeye yapisir, eger
boyle bir bolge bulunursa gelen parca
DNA Gzerindeki bolgeyi keser ve
kendisi yerlesir. Transformasyon dogal
bakteri topluluklarinda gen
aligsverisinde minor rol oynamaktadir.
Transformasyonun onemi deneysel
calismalarda on plana ¢cikmaktadir.
Ornegin klonlanmis insulin Greten
insulin geninin bakteri hucrelerine
transforme edilmesi
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Figure 10.10

Genetic transformation of a bacterial
cell by uptake of a DNA fragment.




