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REPLIKACJA PLAZMIDOW

WSTEP

Plazmidy to czasteczki kwasu nukleinowe-
go zdolne do niezaleznego dziedziczenia w ko-
morce. Mozna je traktowac jako wewnatrzko-
morkowe pasozyty lub symbionty (jako ze cza-
sem niosa geny nadajace komorkom korzystny,
przynajmniej w pewnych warunkach, feno-
typ). W przeciwienstwie do plazmidow, inne
posozyty wewnatrzkomorkowe — wirusy — re-
plikuja sie podczas rozwoju litycznego w spo-
sOb w zasadzie niekontrolowany. Genomy wi-
rusowe charakteryzuje tez wicksza ,inwazyj-
nos¢”, dzieki rekrutacji genow umozli-
wiajacych nie tylko wydajna replikacje, ale tez
wyjScie z komorki gospodarza, ochron¢ mate-
rialu genetycznego poza komorka i wreszcie
wnikniecie do innej komorki.

Material genetyczny wirusow i plazmidow
zdolny jest czasem do integracji do genomu go-
spodarza. Wowczas plazmidowe czy wirusowe
geny sa powielane i przekazywane komorkom
potomnym lacznie z DNA chromosomalnym.
Integracja do genomu gospodarza jest imma-
nentna cecha wlaSciwa transpozonom: ele-
mentom genetycznym zdolnym do zmiany
swojej lokalizacji w genomie. Mozna powie-
dziec, ze transpozony roznia si¢ od plazmidow
tym, ze nie sa zdolne do niezaleznej replikacji
w komorce — musza stanowic czes¢ innego re-
plikonu, by ulec powieleniu. Ten opis jednak
nie do kofica odpowiada prawdzie. Otdz nie-
ktore transpozony istotnie fizycznie zmieniaja

lokalizacje w genomie z miejsca donorowego
na akceptorowe. Jednak istnieja tez transpozo-
ny, ktorych transpozycja jest replikacyjna —
tzn. po jej zajSciu transpozon obecny jest za-
rowno w miejscu donorowym, jak i akceptoro-
wym. Istnieja tez transpozony niosace sekwen-
cje pozwalajace na zajScie innego specyficzne-
go rodzaju replikacji, replikacji koniugacyjne;.
Takie elementy genetyczne — transpozony ko-
niugacyjne (SALYERS i wspotaut. 1995) oraz
constiny (HOCHHUT i wspoétaut. 2000) — po-
dobnie jak plazmidy koniugacyjne zdolne sa do
przejscia z jednej komorki do drugiej na dro-
dze koniugacji. Intermediatem w tym procesie
jest koliScie zamknieta czasteczka transpozo-
nu. Transferowi koniugacyjnemu towarzyszy
replikacja, specyficzna o tyle, ze potomne
czasteczki DNA znajduja si¢ w dwoch roznych
komorkach.

Koniugacja, obok transformacji i transduk-
¢ji, jest jednym z procesOw paraplciowych, na
drodze ktérych moze dochodzi¢ do horyzon-
talnego transferu genow chromosomalnych.
Zwiazanie w wyniku rekombinacji genu chro-
mosomalnego z niezaleznym elementem gene-
tycznym (plazmidem, wirusem, transpozo-
nem), pozwala na przejScie takiego genu z jed-
nej komorki do drugiej. Zwiazanie genu chro-
mosomalnego z plazmidem moze tez mie€ inne
konsekwencje: jesli kopia chromosomalna zo-
stanie utracona, wtedy plazmid moze stac si¢
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obligatoryjnym symbiontem, a granica miedzy
plazmidem a dodatkowym chromosomem
moze byc¢ arbitralna. Czasem nalezatoby mowic
o chromosomie pierwszorzedowym — tym,
ktory zawiera wiekszoS¢ niezbednych komor-
ce gendow — i o chromosomach drugorzedo-
wych. Istnieja gatunki bakterii, ktore na takich
chromosomach drugorzedowych niosa geny
kodujace rRNA czy enzymy podstawowe dla
metabolizmu komorki (KOLSTO 1997).

Mechanizmy molekularne replikacji wielu
plazmidow wykazuja duze podobienstwo do
mechanizmoéw wykorzystywanych przez wiru-
sy. Niewykluczone jest pochodzenie przynajm-
niej niektorych plazmidow od wirusOw na dro-
dze utraty genow warunkujacych wysoka in-
wazyjnos¢, a z drugiej strony — pozyskania ge-
now zapewniajacych taka regulacje replikacji,
zeby powielenie plazmidowego DNA nie stalo
sie nadmiernym obciazeniem metabolicznym
dla gospodarza. Mozna sobie wyobrazi¢ tez od-
wrotny kierunek rozwoju — od niezaleznie re-
plikujacego fragementu genomu do wysoce in-
wazyjnego pasozyta. Koegzystencja kilku repli-
konéw (wirusowych, plazmidowych, chromo-
somalnych) w jednej komorce stwarza mozli-
woS¢ rekrutacji — na drodze rekombinacji — ge-
now replikacyjnych jednych replikonow przez
drugie. Mozna spekulowac¢ nawet o rekrutacji
pewnych genéw replikacyjnych pozochromo-
somalnych elementow genetycznych do ma-
szynerii replikacyjnej chromosomu (WROBEL i
WEGRZYN 2002).

Wysoka liczba kopii czasteczek o matych
rozmiarach moze nie stanowic¢ istotnego
obciazenia metabolicznego dla komorki. Duze
rozmiary niektoérych plazmidow sa konse-
kwencja pozyskiwania genow, ktore moga w
pewnych warunkach da¢ gospodarzowi ko-
rzystny fenotyp, a takze genow zapew-
niajacych stabilne przekazywanie do komorek
potomnych oraz systemow zapewniajacych eli-
minacje z populacji komoérek potomnych po-
zbawionych plazmidu. Im jednak wi¢kszy roz-
miar plazmidu, tym wieksza presja selekcyjna
do utrzymania niskiej liczby kopii i do jej Scisle;j
regulacji.

Obecnos¢ identycznych czasteczek kwa-
sow nukleinowych w jednej komorce moze

prowadzi¢ do ich rekombinacji i powstania
czasteczek multimerycznych. Mutlimery moga
tez by¢ skutkiem samego procesu replikacji.
Dla zapewnienia stabilnego dziedziczenia
czasteczek plazmidow konieczne jest zatem
pozyskanie przez nie genow pozwalajacych na
rozdzielenie mutlimerow.

Propagacji plazmidu sprzyja pozyskanie ge-
now koniugacyjnych promujacych zetkniecie
si¢ komorek i kodujacych biatka uczestniczace
w transferze DNA, a przede wszystkim obec-
noS¢ na danej czasteczce plazmidu specyficznej
sekwencji pozwalajacej na mobilizacje. Jesli
taka sekwencje niesie czasteczka malego pla-
zmidu, moze dojs¢ do jej transferu z wykorzysta-
niem produktow genow koniugacyjnych inne-
go plazmidu obecnego w tej samej komorce.

Jakie sa konsekwencje istnienia dwoch ten-
dencji: do pozyskiwania nowych funkgcji i do
minimalizowania obciazenia metabolicznego?
O ile mozna sobie pozwoli¢ na jakaS generaliza-
cje, wicksza szanse sukcesu ewolucyjnego
maja albo mate czasteczki (ktore moga miec
wysoka liczbe kopii), albo duze czasteczki o ni-
skiej liczbie kopii. Czasteczki mate beda niosty
glownie geny zapewniajacych ich regulowana
replikacje (liczba kopii nie moze byc¢ zbyt
duza), a przy tym mato genow ,dodatkowych”:
genoOw, ktore mozna usunac z plazmidu bez
zniszczenia jego zdolnoSci do niezaleznego
dziedziczenia w komorce. Istnieja wrecz mate
plazmidy, ktore wydaja si¢ nie nieS¢ zadnych
genOw poza replikacyjnymi. OczywiScie, geny
y,dodatkowe” w naturalnym srodkowisku moga
by¢ niezbedne dla utrzymania plazmidu w po-
pulacji komorek w dtuzszej perspektywie, a za-
tem do jego ,przezycia” w szerszym sensie.

Niektore plazmidy zdolne sa na drodze ko-
niugacji przechodzi¢ miedzy dos¢ odlegltymi
systematycznie gospodarzami i do wykorzysta-
nia w replikacji enzymow bardzo daleko spo-
krewnionych gatunkoéw bakterii. Bywa, ze
duze plazmidy niosa kilka sekwencji, w kto-
rych moze dojS¢ do rozpoczecia syntezy czaste-
czek potomnych (origin replikacji, ori). W
przypadku niektorych plazmidow o szerokim
spektrum gospodarzy réozne origin moga byc
wykorzystywane w komorkach réznych gatun-
kow (DEL SOLAR i wspotaut. 1996).

PLAZMIDY W KOMORACH EUKARIOTYCZNYCH

Mozliwos¢ modyfikacji budowy plazmi-
dow z uzyciem technik inzynierii genetycznej

oraz modyfikacji genotypu bakterii technikami
genetyki molekularnej pozwolita bardzo
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dogtebnie zbada¢ molekularne mechanizmy
replikacji i regulacji liczby kopii wielu plazmi-
dow bakteryjnych. Sporo wiadomo réwniez o
mechanizmach replikacji plazmidow DNA wy-
stepujacych u grzybow, szczegollnie u drozdzy.
O wiele mniej wiadomo o plazmidach innego
prostego eukariotycznego organizmu modelo-
wego — Sluzowca Dictyostelium discoideum.

Wiele szczepow grzybow, w tym drozdzy, a
takze wiele gatunkéw roSlin niesie rowniez w
komorkach replikony RNA, ktore przekazywa-
ne sa komorkom potomnym. Wydaje si¢, ze w
wielu przypadkach sa to ,oswojone” genomy
wirusOow RNA (ZHANG i BROWN 1993,
MORIYAMA i wspoétaut. 1995, RODRIGUEZ-CO-
USINO i wspotaut. 1998, GIBBS i wspotaut.
2000), ktore utracily zdolnos¢ do przetrwania
poza komorka. To samo by¢ moze dotyczy wie-
Iu cytoplazmatycznych i mitochondrialnych
plazmidow DNA grzybow (KEMPKEN i
wspotaut. 1992). Cho¢ moze liczba kopii tych
,0swojonych” wirusOw w komorce nie jest
SciSle regulowana, nie stanowia one na tyle
wielkiego obcigzenia metablicznego dla go-
spodarza, by mogly zostac tatwo wyeliminowa-
ne, mimo ze nie wydaja si¢ nieS¢ zadnej funkcji
korzystnej dla gospodarza. W przypadku bakte-
rii niska stabilno§¢ RNA w komorkach byc¢
moze uniemozliwia takie ,oswojenie” bakteryj-
nych wiruso6w RNA.

Pozachromosomalne DNA w komorkach
cukariotycznych moze tez by¢ wynikiem ,usa-
modzielnienia sie” fragmentu DNA mitochon-
drialnego (SINCLAIR i wspotaut. 1998) czy chro-
mosomalnego. W komoérkach wielu gatunkéw
prostych eukariontow stwierdzono wystepo-
wanie plazmidow niosacych geny dla ryboso-

malnego RNA. W przypadku Sluzowca D. disco-
ideum i Physarum polycepalum, wszystkie
geny rRNA niesione sa na wielkich liniowych
plazmidach; u Entamoeba histolytica wszyst-
kie geny rRNA znajduja si¢ na kolistej czastecz-
ce DNA (DHAR i wspoétaut. 1996). By podac
jeszcze dwa przyklady, ameby z rodzaju Naegle-
ria niosa geny rRNA na kilku kolistych
czasteczkach, a u patogennego grzyba Candi-
da albicans wystepuja zarowno liniowe, jak i
koliste plazmidy niosace geny rRNA (HUBER i
RUSTCHENKO 2001).

Rejony pozwalajace na replikacje dotad
zbadanych ,plazmidéw rDNA” zblizone sa w
budowie do sekwencji replikacyjnych wyste-
pujacych na chromosomalnym DNA. W przy-
padku kilku gatunkéw tworzenie sie tych poza-
chromosomalnych elementow genetycznych
zaobserwowano de novo. Wydaje si¢, ze w
pewnych warunkach srodowiskowych czy roz-
wojowych moze by¢ korzystna mozliwos¢
zwickszenia liczby genow dla rRNA (SINCLAIR i
wspotaut. 1998) przez zwickszenie liczby ko-
pii niosacych je pozachromosomalnych ele-
mentow genetycznych. Co interesujace, u dro-
zdzy zwi¢kszenie liczby kopii takich ,plazmi-
dow rDNA” jest zwiazane ze starzeniem si¢ ko-
morek (SINCLAIR i wspotaut. 1998, ROTHSTEIN i
GANGLOFF 1999). Og6lnie, u grzybow akumu-
lacja pozachromosomalnego kolistego DNA
wydaje sie przynosic efekty podobne do starze-
nia si¢ komorek. Trudno jeszcze powiedziec,
czy to zjawisko dotyczy innych eukariontow
(w tym ssakow), w komorkach ktorych row-
niez obserwuje si¢ wystepowanie takich
czasteczek (SINCLAIR i wspotaut. 1998).

REPLIKACJA DNA

Do inicjacji replikacji DNA konieczne jest
po pierwsze utworzenie grupy 3’OH, ktora be-
dzie mogta by¢ wykorzystywana przez replika-
cyjna polimeraze DNA do rozpoczecia syntezy
nici potomnej, a po drugie — dostarczenie apa-
ratu enzymatycznego niezbednego do zajscia
reakcji polimeryzacji do miejsca rozpoczecia
syntezy (origin replikacji).

Uzywane w replikacji polimerazy DNA nie
sa w stanie rozpoczac syntezy kwasu deoksynu-
kleinowego z uzyciem wylacznie wolnych nu-
kleotydoéw. Replikacyjne polimerazy DNA sa
zdolne natomiast dotaczac kolejne nukleotydy
do wolnej grupy hydroksylowej. Taka grupa

moze pochodzi¢ z odcinka RNA (primera, star-
tera) zsyntetyzowanego przez polimeraze RNA
na nici matrycowej DNA, czy powstac po prze-
cieciu jednej z nici dwuniciowego DNA. Ist-
nieja rowniez polimerazy DNA, ktore sa w sta-
nie wykorzysta¢ do rozpoczecia syntezy DNA
wolna grupe OH seryny lub treoniny terminal-
nego biatka starterowego. Ten ostatni mecha-
nizm wykorzystywany jest w replikacji linio-
wych czasteczek DNA niektorych wirusow i
plazmidow oraz w replikacji koncow linio-
wych chromosomow niektorych bakterii
(HINNEBUSCH i TILLY 1993, VOLFF i ALTEM-
BUCHNER 2000).
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»<Problem koncoéw” jest podstawowy dla re-
plikacji liniowych czasteczek DNA. Jesli repli-
kacja odbywa si¢ z uzyciem starterOw RNA, to
nawet gdyby zostaly utworzone na samych
koncach chromosomow, nie ma mozliwosci
zsyntetyzowac kopii DNA tego fragmentu ma-
trycy, do ktorego jest komplementarny primer.
W rezultacie w kolejnych rundach replikacji li-
niowe chromosomy replikujace si¢ w ten spo-
sob ulegaja skroceniu. W komorkach eukario-
tycznych obecnosS¢ telomerazy, enzymu
przedhuzajacego kofice chromosomow, zapo-
biega ich skracaniu si¢ przy kolejnych po-
dziatach komorkowych. Innym sposobem roz-
wiazania ,problemu koncow” jest uzycie
czasteczek DNA o kowalencyjnie zamkni¢tych
koncach lub, jak wspomniano wyzej, biatek ter-
minalnych (Ryc. 1).

REPLIKACJA LINIOWYCH CZASTECZEK

Plazmidy wykorzystujace w replikacji
biatko terminalne wystepuja zarOwno u bakte-
rii, jak i grzybow i roslin (MEINHARDT i
wspotaut. 1990, 1997). Do ich replikacji nie-
zbedna jest obecnos¢ kodowanej przez pla-
zmid polimerazy DNA, ktora moze rozpoczac
syntez¢ z uzyciem grupy OH seryny lub treoni-
ny biatka terminalnego (Ryc. 1A). Istnieja tez li-

B

niowe plazmidy, ktorych replikacja rozpoczy-
nana jest nie z koncow, ale z wnetrza czastecz-
ki. Sama inicjacja przebiega jak inicjacja repli-
kacji wedlug modelu theta (patrz ponizej).
Konsekwencja rozpoczynania syntezy z wne¢-
trza czastczki jest jednak ,problemem ko-
ncow”. Moze on zostac¢ rozwiazany dzieki wy-
korzystaniu biatka terminalnego dla replikacji
samych zakonczen. Tak sie dzieje w przypadku
liniowych chromosomow i plazmidow niekto-
rych gatunkow bakterii, w tym u wielu z rodza-
ju Streptomyces (HINNEBUSCH i TILLY 1993,
VOLFF i ALTEMBUCHNER 2000). Nie jest jednak
do konca jasne, czy mimo obecnosci biatek ter-
minalnych, proces replikacji tych plazmidow
przebiega z wykorzystaniem biatka jako prime-
ra do syntezy DNA, czy z uzyciem innego me-
chanizmu (BAO i COHEN 2001).

Innym rozwiazaniem zasadniczego proble-
mu w replikacji czasteczek liniowych jest ko-
walencyjne zamkniecie koncow (HINNEBUSCH
i TILLY 1993, VOLFF i ALTEMBUCHNER 2000). Ta-
kie plazmidy wystepuja u grzyboéw, jeden zo-
stal tez opisany u bakterii Klebsiella oxytoca,
wiele — u bakterii z rodzaju Borrelia (CASJENS
1999). Nota bene, u Borrelia zazwyczaj rOw-
niez chromosomy sa liniowe.

W istocie liniowa dwuniciowa czasteczka o
zamknietych koncach jest tozsama z kolista jed-
noniciowa czasteczka kwasu nukleinowego

C
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Ryc. 1. Replikacja liniowych plazmidow.

(A) Replikacja z uzyciem biatka terminalnego (wypetnione elipsy). Zwiazanie biatka (szare elipsy) do koncow
pozwala na rozpoczecie syntezy nici potomnych (szare). Po zakoficzeniu replikacji, biatka pozostaja zwiazane do
koficow 5° DNA. (B) Replikacja inicjowana ze Srodka czasteczki o kowalencyjnie zamknietych koncach prowa-
dzi do powstania dwuniciowego kolistego intermediatu, bedacego dimerem dwuniciowych liniowych czaste-
czek. Szare strzatki znacza miejsce rozdziatu tego dimeru na potomne czasteczki liniowe. (C) Niektore plazmidy
linowe z kowalencyjnie zamknietymi koficami koduja biatko replikacyjne przecinajace DNA w poblizu koAcow.
Powstata w wyniku naci¢cia grupa 3 OH wykorzystywana jest do rozpoczecia replikaciji. Najpierw syntetyzowa-
najest kopia koicow, co umozliwia przemiane strukturalna i zmiane¢ czasteczki matrycowej (w Srodku). Synteza
przebiega az do dojScia do powstatego w analogiczny sposoéb dwuniciowego rejonu na drugim koncu.
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sktadajaca sie zdwoch wzajemnie komplemen-
tarnych rejonow. Produktem replikacji, inicjo-
wanej jak replikacja typu theta (patrz ponizej),
jest zatem takze kolista czasteczka, w ktorej
obie te uprzednio sparowane ze soba potowki
sparowane sa teraz z nicia potomna. Innymi
stowy, produkt jest dimerem dwoch liniowych
czasteczek potomnych potaczonych ze sobg
koncami, po rozdzieleniu z uzyciem specjalne-
go enzymu produktem sa dwa liniowe plazmi-
dy o konicach zamknietych. Nie jest do konca ja-
sne, czy wlasnie ten sposob replikacji wykorzy-
stywany jest przez plazmidy i chromosomy Bo-
rellia (HINNEBUSCH i TILLY 1993, CASJENS 1999,
VOLFF i ALTEMBUCHNER 2000).

Replikacja linowych czasteczk z zamkniety-
mi koficami niektérych plazmidow (oraz wiru-
SOW) jest inicjowana poprzez utworzenie wol-
nej grupy 3° OH w wyniku naciecia DNA w
okolicach koncow. Replikacja przebiega naj-
pierw az do konca nienacietej nici. Powstaly
fragment jest zatem komplementerny do po-
przedzajacego go rejonu na przedtuzanej nici.
Sparowanie tych dwoch rejonow pozwala roz-
poczac synteze z wykorzystniem jako matrycy
przecietej uprzednio nici (Ryc. 1C). Taki w za-
rysach model replikacji zaproponowany zostat
w przypadku liniowego plazmidu o kowalen-
cyjnie zamknietych koficach wystepujacego u
patogenicznego grzyba Rhizoctonia solani
(MIYASHITA i wspoétaut. 1990).

REPLIKACJA CZASTECZEK KOLISTYCH —
MECHANIZM THETA

W przypadku kolistych czasteczek DNA re-
plikacja moze przebiegac najeden z trzech spo-
sobow: wedlug mechanizmu theta, mechani-
zmu odrzucenia jednej z nici lub wreszcie wg
mechanizmu toczacego si¢ kota (Ryc. 2). Repli-
kacja wedlug mechanizmu theta zostala pozna-
na najdokladniej w przypadku kilku plazmi-
dow bakterii Gram-ujemnych. Rozpoczyna si¢
od lokalnego rozplecenia nici rodzicielskich,
syntezy starterowego RNA i inicjacji syntezy
DNA z uzyciem tego startera.

Enzymatyczna synteza kwasOw nukleino-
wych zawsze przebiega w kierunku 57°-3°
(przedhuzany jest koniec 3 7). Replikacje typu
theta na obu niciach katalizuje jeden kompleks
enzymatyczny skladajacy sie z dwoch podze-
spotow enzymow (JACHYMCZYK 1995). Oba
podzespoly syntetyzuja nici potomne w miar¢
jak kompleks przesuwa si¢ w stosunku do ma-

trycy, sukcesywnie rozplatanej. W stosunku do
jednej nici matrycowej kierunek ruchu kom-
pleksu odpowiada kierunkowi syntezy. Jedna
ni¢ potomna, tzw. prowadzaca, powstaje za-
tem w sposob ciagly. Synteza drugiej musi by¢
przerywana (jest to ni¢ opozZniona), gdyz w sto-
sunku do drugiej nici matrycowej kompleks re-
plikacyjnych przesuwa si¢ w kierunku prze-
ciwnym (3 "-57). Prawdopodobnie dzieki zape-
tleniu tej nici moze by¢ mozliwy w stosunku
do niej lokalny ruch polimerazy w kierunku
37-5°. Nazapetlonej nici matrycowej co chwile
synteyzowany jest starterowy RNA i rozpoczy-
nana jest synteza fragmentu DNA. Po ich wyko-
rzystaniu, primery sa degradowane, tak wiec
synteza danego odcinka potomnego DNA ko-
nczy sie po dotarciu do poczatku (konca 57)
uprzednio powstatego fragmentu nici potom-
nej. Wtedy nastepuje translokacja aparatu en-
zymatycznego wzgledem matrycy i rozpocze-
cie syntezy z wykorzystaniem nastepnego pri-
mera.

Replikacja typu theta (DEL SOLAR i
wspotaut. 1998) moze rozpoczac si¢ z jednego
lub kilku origin na tej samej czasteczce i moze
byc¢ jednokierunkowa — kiedy zostaje utworzo-
ny tylko jeden kompleks replikacyjny, a zatem
replikacja rozpoczyna si¢ i koficzy w tym sa-
mym rejonie — albo dwukierunkowa, gdy two-
rzone sa dwa kompleksy i matryca rozplatana
jest w dwie przeciwne strony. Gdy czasteczka
jest kolista, produkty posSrednie replikacji przy-
pominaja grecka litere theta — stad nazwa — ale
w podobny sposob, jak wspomniano, moze
przebiegac replikacja czasteczek liniowych.
Wedhug tego mechanizmu replikuja si¢ zatem
nie tylko koliste, ale i liniowe chromosomy
bakterii, a takze, w istocie, chromosomy orga-
nizmow wyzszych. W ten sposob replikuja si¢
tez niektore plazmidy wystepujace w komor-
kach eukariotycznych.

Z pewnymi wyjatkami, plazmidy bakteryj-
ne replikujace si¢ z uzyciem mechanizmu theta
niosa gen kodujacy plazmidowe biatko replika-
cyjne, biatko Rep. Duza grupe plazmidow repli-
kujacych sie¢ weglhug mechanizmu theta stano-
wia tzw. plazmidy iteronowe. Naleza do tej gru-
py np. plazmid piciowy F bakterii Escherichia
coli, a takze plazmidy pSC101, RK2 i R6K. W
poblizu origin replikacji plazmidow z tej grupy
znajduje sie zawsze kilka (zazwyczaj nieiden-
tycznych) powtorzen charakterystycznej dla
danego plazmidu kilku-kilkunastonukleotydo-
wej sekwencji. Do tych powtorzen — iteronow
— wiaze sie kodowane przez plazmid inicjato-
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rowe bialko replikacyjne. Biatka inicjatorowe
roznych plazmidéw iteronowych wykazuja po-
dobiefistwo, co moze sugerowac ich wspolne
pochodzenie ewolucyjne. Ogolny mechanizm
replikacji plazmidow iteronowych przypomi-
na tez, nota bene, mechanizm inicjacji replika-
¢ji chromosomu bakteryjnego: w poblizu bak-
teryjnego origin replikacji znajduja si¢ powto-
rzenia pozwalajace na zwiazanie si¢ bialka ini-
cjatorowego chromosomalnej replikacji —
biatka DnaA.

W okolicy iteronow znajduje si¢ zazwyczaj
rejon DNA bogaty w pary A-T, gdzie dochodzi
do lokalnego rozplecenia nici DNA. To rozple-
cenie ulatwione jest rowniez dzieki ujemnemu
superskreceniu czasteczki plazmidu. Utrzyma-
nie ujemnego superskrecenie DNA (niedobor
helikalnych oplecen jednej nici DNA wokot
drugiej) w komorce wymaga naktadu energii.
Rozplecenie DNA w jednym miejscu prowadzi
poza tym rejonem do wzrostu liczby oplecen,
utatwionemu dzi¢ki wczeSniejszemu wprowa-

A
B =

‘

Ryc. 2. Replikacja plazmidow kolistych.

6
r

dzeniu ich niedoboru. Zmiana struktury DNA
powodowana przez zwiazanie biatek replika-
cyjnych do origin dodatkowo zmniejsza ener-
gie konieczna do poczatkowego rozplecenia.
Wiele plazmidow iteronowych w poblizu
iteronOw niesie tez sekwencje wiazace biatko
DnaA gospodarza, ktore moze wspotuczestni-
czyC z plazmidowym bialkiem replikacyjnym
w wiazaniu innych bialek gospodarza niezbed-
nych do rozpoczecia replikacji DNA: helikazy
(ktorej funkcja jest dalsze rozplatanie matry-
cy), primazy i wreszcie polimerazy DNA. Do-
kladny mechanizm molekularny procesu budo-
wania kompleksu replikacyjnego jest rozny w
szczegotach dla réznych plazmidow.

Nie wszystkie plazmidy replikujace si¢
wedhug mechanizmu theta sa plazmidami ite-
ronowymi. Jeden z doktadniej zbadanych na
poziomie molekularnym plazmidéw, plazmid
R1, w poblizu origin niesie jedynie dwa miej-
sca wiazace jego bialko inicjacyjne (biatko
RepA). Do tych miejsc, oddalonych od siebie o

o)
©

(A) Model theta. Nici potomne zostaly zaznaczone na szaro; ni¢ op6zniona linia przerywana. Gdy replikacja jest
jednokierunkowa (po lewej), miejsce origin jest tez miejscem zakonczenia syntezy. W replikacji dwukierunko-
wej typu theta (po prawej) synteza konczy si¢ w rejone (pogrubione linie) lezacym naprzeciw origin. (B) Repli-
kacja wg modelu odsuwanej nici przypomina replikacje typu theta, ale syntetyzowane sa jedynie nici pro-
wadzace (szare). (C) Replikacja typu sigma rozpoczynana jest od reakcji transestryfikacji w miejscu dso (dwa
trojkaty). Pozwala to rozpoczac replikacje. Najpierw powstaje kopia czeSci dso. Po stworzeniu nici potomnej,
synteza jest kontynuowana az powstanie w petni nowa kopia dso (dwa szare trojkaty). Teraz mozliwe jest zajScie
czterech kolejnych reakcji transestryfikacji. Cztery sekwencje DNA biorace udzial w tym procesie przedstawio-
ne sa na rysunku obok siebie, w kolejnosci. Wolna grupa OH tyrozyny podjednostki biatka replikacyjnego symbo-
lizowanej przez czarna elips¢ rozcina dso bedace hybryda starej i nowej nici. Po uwolnieniu konica 3 “starej nici
moze zajS¢ reakcja bedaca odwroéceniem reakcji inicjacyjnej, co prowadzi do zamkni¢cia odsuni¢tej nici w ko-
lista czasteczke. W trzeciej reakcji transestryfikacyji rozcinane jest nowozsyntetyzowane miejsce dso (dwa szare
trojkaty). Tym samym ta sama podjednostka biatka, ktora wzieta udziat w inicjacji (szara elipsa) zostaje zwigzana z
krotkim odcinkiem DNA zsyntetyzowanym na koncu. W wyniku czwartej reakcji uwalniana jest tyrozyna drugiej
podjednostki (czarna elipsa) i zostaje zamkni¢ta ni¢ potomna. Na jednoniciowej matrycy powstaje druga nic po-
tomna po inicjacji w miejscu ssi.
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8 skretow helisy, wiaze sie kompleks dwoch
czasteczek RepA. Powoduje to utworzenie pe¢-
tli DNA o rozmiarze okoto 100 bp, utrzymywa-
nej u podstawy przez dimer RepA. Kolejne
czgsteczki biatka inicjacyjnego wiaza si¢ w re-
jonie petli. W zasadzie przypomina to nieco ini-
cjacje replikacji plazmidow iteronowych:
wiazanie biatka inicjacyjnego powoduje po-
wstanie zagiecia DNA, a w poblizu znajduje si¢
sekwencja wiazaca bialko DnaA i sekwencja
bogata w pary AT, gdzie dochodzi do lokalnego
rozplecenia nici. DnaA by¢ moze wspotuczest-
niczy z RepA w dostarczeniu do origin bialek
replikacyjnych gospodarza, podobnie jak to si¢
dzieje w przypadku plazmidoéw iteronowych.

Natomiast zupelnie inny jest mechanizm
inicjacji replikacji plazmidow o budowie ori-
gin zblizonej do origin plazmidu ColE2 E. coli
(TAKECHI i ITOH 1995). Plazmidy te niosa gen
kodujacy biatko replikacyjne o aktywnosSci po-
limerazy RNA, ktore rozpoznaje bardzo krotka,
kilkunastonukleotydowa, sekwencje, i syntety-
zuje w tym miejscu primer. W innej grupie pla-
zmidow, plazmidow podobnych do plazmidu
PAMPB1 (sa to plazmidy o szerokim zakresie go-
spodarzy nalezacych do bakterii Gram-dodat-
nich), do syntezy startera wykorzystywana jest
polimeraza RNA gospodarza (transkryptaza),
natomiast ich plazmidowe biatko inicjacyjne
prawdopodobnie nacina starter w odpowied-
niej pozycji (DEL SOLAR i wspotaut. 1998).
Wreszcie, plazmidy podobne do plazmidu Co-
IE1 (wystepujace u enterobakterii) w ogole nie
wymagaja do replikacji bialek kodowanych
przez plazmid: polimeraza RNA gospodarza
tworzy, na matrycy plazmidowego DNA, inicja-
torowy RNA. Primer powstaje w wyniku nacig¢-
cia czasteczki tego RNA przez jedna z RNaz go-
spodarza (DEL SOLAR i wspoétaut. 1998).

W przypadku tych trzech grup plazmidow
powstanie primera nie oznacza jeszcze zbudo-
wania kompleksu replikacyjnego. Pozwala je-
dynie na rozpoczecie syntezy jedynie nici pro-
wadzacej, przez komorkowa polimeraz¢ DNA
zwana polimeraza I. W przypadku plazmidu
ColE1 synteza z uzyciem polimerazy I przebie-
ga tylko na jednej nici, az odstoniete zostanie
na drugiej nici tzw. miejsce budowania primo-
somu (ang. primosome assembly site, pas; miej-
sce to tez nazywane jest jednoniciowym miej-
scem inicjacji, ang. single-strand initiation, ssi).
Jest to sekwencja DNA zdolna do wiazania ko-
morkowego biatka PriA. Zwiazanie biatka PriA
do DNA pozwala na drodze oddziatywan z in-
nymi biatkami gospodarza na utworzenie w

miejscu pas wlasciwego kompleksu replikacyj-
nego. W poblizu pas plazmidy z grupy ColE1l
niosa tez miejsce wiazania komorkowego
biatka DnaA, co stwarza alternatywna droge do
wymiany polimeraz i rozpoczecia syntezy nici
opoOznionej. Sekwencje budowania primoso-
mu (ss7) znajduja si¢ rOwniez w poblizu origin
innych plazmidoéw z grupy ColE2 (gdzie row-
niez prawdopodobnie pozwala na rozpoczecie
syntezy nici opozZnionej), a takze plazmidu R1 i
plazmidow iteronowych, gdzie wydaja si¢ byc¢
wazne dla powstawania starterOw na nici
opoznionej lub wiodacej (NOMURA i wspotaut.
1991).

MECHANIZM ODSUWANE] NICI

Nie wszystkie plazmidy iteronowe repli-
kuja sie wedtug mechanizmu theta. Bardzo cie-
kawy jest mechanizm replikacji plazmidu o sze-
rokim spektrum gospodarzy, RSF1010 (HONDA
iwspolaut. 1991). Na replikacje RSF1010 w ko-
morkach roznych gatunkow bakterii by¢ moze
pozwala to, ze plazmid ten sam koduje helikaze
(RepA) i primaze (RepB). Do jego replikacji nie
jest zatem konieczne zapewnienie silnego od-
dziatywania miedzy biatkiem wiazacym itero-
ny a bialkami gospodarza na pierwszych eta-
pach inicjacji replikacji.

Biatko inicjatorowe plazmidu RSF1010,
RepC, oddzialywuje z jednej strony z iterona-
mi, a z drugiej prawdopodobnie z RepA, co po-
zwala na zwiazanie si¢ tego ostatniego w rejo-
nie lokalnego rozplecenia DNA w miejscu bo-
gatym w pary A-T w poblizu iteronow. Aktyw-
nosSc helikazy RepA prowadzi do powiekszenia
jednoniciowych obszaro6w DNA w rejonie ori-
gin, a dzieki temu do odstoniecia rejonoéw ss#
na obu niciach. Do tych rejonow wiaze si¢ pla-
zmidowa primaza RepB. Do tego etapu
wlacznie wykorzystywane sa jedynie biatka ko-
dowane przez plazmid. Po zsyntetyzowaniu
primera polimeraza replikacyjna gospodarza
rozpoczyna synteze, ale jedynie nici pro-
wadzacej. W tym aspekcie replikacja plazmidu
RSF1010 przypomina replikacje liniowych pla-
zmidow rozpoczynana z koncow: druga nic ro-
dzicielska pozostaje jednoniciowa, az zrepliku-
je ja drugi kompleks replikacyjny — ten, ktory
rozpoczatl synteze w druga strone. Na margine-
sie, wedlug podobnego mechanizmu repliko-
wany jest takze mitochondrialny i chloropla-
stowy DNA (JACHYMCZYK 1995).
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MECHANIZM TOCZACEGO SIE KOLA

Jak wspomniano wyzej, jednym z najbar-
dziej istotnych etapOw inicjacji replikacji jest
utworzenie wolnej grupy OH, koniecznej do
rozpoczecia syntezy potomnej czasteczki DNA.
W przypadku plazmidow replikujacych si¢ wg
mechanizmu toczacego si¢ kota wolna grupa
OH powstaje w wyniku reakcji transestryfika-
¢ji, w ktorej bierze udziat kodowane przez pla-
zmid biatko Rep (DEL SOLAR i wspotaut. 1998,
KHAN 2000). Reakcja zachodzi w obrebie pla-
zmidowej sekwencji dso (ang. double strand
origin). Po zwiazaniu Rep w tym rejonie, zosta-
je utworzone wiazanie fosfodiesterowe mi¢-
dzy grupa OH jednej z tyrozyn tego bialka a
okreSlonym nukleotydem wchodzacym w
sklad sekwencji dso. Synteza nici potomnej roz-
poczyna si¢ od uwolnionej w ten sposob grupy
3’OH poprzedzajacego nukleotydu i jest konty-
nuowana nieco poza miejsce na komplemen-
tarnej do niej nici rodzicielskiej, naprzeciw
ktorego doszto do ciecia inicjatorowego. Po-
wstaje w ten sposob drugi dso (Ryc. 2C). W
miar¢ syntezy przeci¢ta ni¢ rodzicielska jest
odsuwana. Jej koniec 5 pozostaje przy tym
zwiazany z biatkiem inicjatorowym.

Jednym z najdoktadniej poznanych plazmi-
dow replikujacych sie wedtug tego mechani-
zmu jest plazmid pT181, wyizolowany z komo-
rek Staphylococcus aureus. Bialko inicjatoro-
we pT181, RepC, buduje dimery. Obie podjed-
nostki maja po jednej tyrozynie, ktora moze
ulec estryfikacji. Po zsyntetyzowaniu nici po-
tomnej do jednej tyrozyny dimeru zwiazana
jest ni¢ rodzicielska, ale wolna jest katalityczna
tyrozyna drugiej podjednostki. Pozwala to na
zajScie czterech kolejnych reakcji transestryfi-
kacji w procesie terminacji replikacji
(Ryc. 2C). Pierwsza reakcja zachodzi na
polaczeniu starej nici z nowa. Ich rozdzielenie
polega na potaczeniu tyrozyny drugiej podjed-
nostki biatka Rep z nowo zsyntetyzowana
nicia. Uwolniony koniec 3’ starej nici (ten, od
ktorego rozpoczela sie synteza) moze zostac za-
tem powigzany z koncem 5’ tej samej rodziciel-
skiej czasteczki. Jest to ten sam koniec, ktory
zostal zwiazany z RepC podczas inicjacji.

Zatem druga reakcja transestryfikacji pole-
ga nauwolnieniu tyrozyny podjednostki RepC,
ktora wziela udzial w inicjacji i zamkni¢ciu w
kolista jednoniciowa czasteczke uprzednio od-
sunietej nici rodzicielskiej. Na tym etapie di-
mer RepCjest ponownie zwiazany jedna z tyro-
zyn z DNA, teraz z nicia potomna, a wolna jest

druga tyrozyna. Moze zajS¢ zatem trzecia reak-
cja transestryfikacji z wykorzystaniem nowo-
zsyntetyzowanego miejsca dso. Czwarta pro-
wadzi do zamkniecia nici potomnej. Dimer
biatka RepC nie moze zostac¢ uzyty do kolejnej
inicjacji, gdyz pozostaje zwiazany do fragmen-
tu DNA pochodzacego z przedtuzenia nici po-
tomnej poza miejsce inicjacji. Nota bene, jest to
jeden ze sktadnikéw mechanizmu regulacji re-
plikacji tego plazmidu (RASOOLY i RASOOLY
1997).

Produktami na tym etapie sa: dwuniciowa
kolista czasteczka potomna plazmidu — w sktad
ktorej wchodzi matrycowa ni¢ rodzicielska —
oraz koliScie zamknieta druga ni¢ macierzysta.
Na matrycy tej jednoniciowej czasteczki po-
wstaje druga ni¢ potomna, a tym samym druga
dwuniciowa czasteczka potomna plazmidu.
Do zajsScia tej fazy replikacji konieczna jest
obecnos¢ jednoniciowego miejsca inicjacji
(ang. single strand initiation ssi, inaczej, single
strand origin, sso). Synteza drugiej nici potom-
nej nie moze zostac rozpoczeta wezesniej, jako
ze ssi zostaje odstoniete dopiero po odsuni¢ciu
prawie calej nici macierzyste;j.

Do inicjacji z ssi potrzebne sa wylacznie
biatka komorkowe (KHAN 2000). W przypadku
niektorych plazmidow replikujacych sie
wedlug mechanizmu toczacego si¢ kota do re-
jonu ssi wiaze si¢ ta sama polimeraza RNA go-
spodarza, ktora zaangazowana jest w proces
transkrypcji. Zsynyntetyzowany przez tran-
skryptaze primer wydluzany jest najpierw
przez polimeraze 1 DNA, a dopiero potem
przez polimeraze replikacyjna. Inne plazmidy
natomiast wydaja si¢ zawierac rejony ssi, do
ktorych wiaza sie biatka primosomalne gospo-
darza, w przypadku zatem tych plazmidow pri-
mer moze by¢ syntetyzowany nie przez tran-
skrypcyjna polimeraz¢ RNA, a primaze
(SEEGERS i wspotaut. 1995). Rézna zdolnoSc ssi
roznych plazmidow do rekrutacji aparatu enzy-
matycznego roznych gatunkow bakterii jest za-
sadnicza dla zakresu gospodarzy, w ktorych
dane plazmidy moga wystepowaé — ma to za-
tem duze znaczenie dla procesoOw horyzontal-
nego transferu genow, w tym przenoszenia sie
cech opornoSci na antybiotyki.

Mechanizm toczacego si¢ kota wykorzysty-
wany jest tez przez niekore plazmidy podczas
szczegOlnego procesu replikacji, jakim jest re-
plikacja koniugacyjna (LANKA i WILKINS 1995,
LLOSA i wspotaut. 2002). W procesie koniugacji
— procesie paraptciowym bakterii — a takze
podczas szczegoblnego rodzaju koniugacji, jaki
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zachodzi miedzy komorkami Agrobacterium i
komorkami roSlinnymi — transferowi mate-
riatu genetycznego zjednej komorki do drugiej
towarzyszy replikacja. Innymi stowy, po zajsciu
koniugacji obie komorki niosa materiat, ktory
ulegl przekazaniu. Transfer rozpoczyna sie,
gdy po zetknieciu si¢ oston dwoch komorek,
czasteczka DNA zostaje nacicta w komorce
dawcy. W miare¢ jej replikacji w tejze komorce
wedhug modelu toczacego sie kota, odsuwana

ni¢ rodzicielska transportowana jest do komor-
ki biorcy. Po zakonczeniu transportu w komor-
ce biorcy na tej jednoniciowej matrycy docho-
dzi do zbudowania primosomu i zsyntetyzowa-
nia nici potomnej. Geny kodujace funkcje istot-
ne dla replikacji koniugacyjnej wykazuja ho-
mologie do genow replikacyjnych plazmidow
replikujacych si¢ ,wegetatywnie” wedtug mo-
delu toczacego sie kota (WATERS i GUINEY
1993).

EWOLUCJA MODULOW REPLIKACYJNO-REGULACYJNYCH

Aby nie stanowi¢ nadmiernego obciazenia
metabolicznego dla komorki, tempo tworzenia
potomnych czasteczek plazmidu musi byc re-
gulowane. Zatem, chociaz liczba kopii danego
plazmidu w komorce moze zaleze¢ od warun-
kow srodowiskowych, plazmidy niosa systemy
kontrolne, ktore dzicki petlom sprzezenia
zwrotnego pozwalaja na utrzymanie w statych
warunkach wzrostowych statej liczby kopii
plazmidu na komorke. U bakterii z zasady loso-
wy jest wybor czasteczek, ktore ulegaja replika-
¢ji dla podwojenia liczby czasteczek plazmido-
wych z kazdym podwojeniem liczby komorek.
Negatywna kontrola replikacji i losowy dobor
czasteczek do powielenia prowadzi do tego, ze
przy braku selekcji dwa plazmidy niosace takie
same modutly regulacyjno-replikacyjne nie sa w
stanie stabilnie koegzystowac¢ w tej samej ko-
morce bakteryjnej. Po wprowadzeniu dwoch
plazmidow o bardzo zblizonej budowie rejo-
now (modulow) replikacyjnych dojdzie z cza-
sem do ich segregacji w populacji komorek go-
spodarza — powstana dwie linie komorkowe, z
ktorych kazda bedzie niosta inny plazmid. To
zjawisko nazywa si¢ niekompatybilnoscia (nie-

zgodnoScia) plazmidow, a plazmidy o duzym
podobienstwie sekwencji replikacyjnych i re-
gulacyjnych tworza grupy niekompatybilno-
Sci. Warto zauwazyc, ze do niekompatybilnosci
plazmidow moze tez prowadzi¢ wysokie podo-
bieastwo innych rejonow, np. rejondOw roz-
dziatu kopii plazmidowych.

Jednak mozna sobie wyobrazic, ze w sytu-
acji presji selekcyjnej na utrzymanie obu pla-
zmidow w jednej komorce korzystne ewolu-
cyjnie beda takie zmiany w sekwencjach ko-
dujacych biatka replikacyjne i regulacyjne
oraz w sekwencjach, ktore te biatka wiaza,
zeby przy zachowaniu funkcjonalnosci
modulow replikacja obu plazmidow byla re-
gulowana niezaleznie. Taki mechanizm ewo-
lucyjny moze prowadzi¢ do utworzenia grupy
plazmidow o podobnej budowie rejonow re-
plikacyjnych i zblizonym sposobie regulacji
replikacji, ale niestanowiacych grupy niekom-
patybilnosci. Takie grupy podobnych plazmi-
dow tworza np. plazmidy ColE1-podobne czy
ColE2-podobne. Jak wspomniano by¢ moze
wspolne pochodzenie ewolucyjne maja tez
plazmidy iteronowe.

REGULACJA LICZBY KOPII PLAZMIDOW W KOMORKACH BAKTERYJNYCH

Zeby zachowaé okreslone stezenie w ko-
morce, plazmidy musza mie¢ mechanizmy po-
zwalajace im ,zmierzy¢” wlasne stezenie. Ta-
kim mechanizmem w przypadku poznanych
do tej pory plazmidow jest synteza inhibitora,
ktorego stezenie w komorce zalezy od stezenia
plazmidu. Dotychczas poznano dwa typy regu-
lacji inicjacji replikacji plazmidowego DNA w
komorkach prokariotycznych przez inhibito-
ry: mechanizm wykorzystujacy antysensowny
RNA i ewentualnie biatko inhibitorowe (DEL
SOLAR i ESPINOSA 2000) oraz mechanizm, w

ktorym inhibitorami sa iterony (CHATTORAJ
2000).

KONTROLA REPLIKACJI PLAZMIDOW
KODUJACYCH ANTYSENSOWNY RNA

Systemy kontroli inicjacji replikacji oparte
o antysens (DEL SOLAR i ESPINOSA 2000) sa sze-
roko wykorzystywane przez plazmidy o roz-
nym mechanizmie replikacji, ale wykazujacych
podobna w zarysach strukture¢ rejonu regula-
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cyjnego: dwa skierowane w przeciwne strony
promotory regulujace synteze, w jedna strong
— RNA, ktorego synteza jest niezbedna do zajs-
cia replikacji (RNA inicjatorowego) — i w
druga, na matrycy drugiej nici DNA — RNA zwa-
nego kontrtranskrybowanym albo antysen-
sownym RNA (ctRNA, asRNA). Konsekwencja
komplementarnoSci matryc jest komplemen-
tarnoS¢ produktow transkrypcji, a tym samym
mozliwos¢ ich oddziatywania.

Wazne jest przy tym, zeby synteza ctRNA za-
chodzita stale i na znacznie wyzszym poziomie
niz synteza RNA inicjatorowego — RNA, z kto-
rego powstaje primer albo na matrycy ktorego
powstaje biatko replikacyjne. Okres pottrwa-
nia w komorce ctRNA musi byc¢ tez niski, aby
jego stezenie w komorce bylo proporcjonalne
do stezenia plazmidu.

W jaki sposob dochodzi do zahamowania
replikacji na skutek dzialania ctRNA? W przy-
padku plazmidow ColEl-podobnych, od-
dzialywanie antysensownego RNA z RNA ini-
cjatorowym powoduje taka zmiane struktury
tego ostatniego, ze nie moze juz zostaC prze-
ksztalcony w primer. W przypadku innych pla-
zmidow ctRNA oddziatuje z RNA matrycowym
dla powstania bialka inicjatorowego i hamuje
jego translacje. Tu naleza np. plazmidy z grupy
ColE2 oraz plazmidy podobne do R1. Powsta-
wanie biatka replikacyjnego moze zostac zaha-
mowane na skutek indukcji degradacji tego
RNA przez komorkowe RNazy (plazmid R1)
czy poprzez zablokowanie miejsc waznych dla
zwiazania rybosomu (plazmidy ColE2). Inny
sposob regulacji powstawania inicjatora za-
chodzi w przypadku replikujacego si¢ wedtug
mechanizmu toczacego si¢ kota plazmidu
pT181. Tu oddzialywanie ctRNA z rejonem na
poczatku RNA matrycowego dla biatka replika-
cyjnego prowadzi do powstania elementu
strukturalnego powodujacego zakonczenie
transkrypcji i tym samym powstanie krotszej,
niefunkcjonalnej matrycy.

Plazmidy podobne do R1 i ColEl oprocz
ctRNA koduja tez biatka inhibitorowe. W przy-
padku plazmidu R1 biatko inhibitorowe (CopB)
ogranicza transkrypcje genu rep. CzeSC plazmi-
dow ColEl1-podobnych koduje natomiast biatko
(nazwane Rom) zwickszajace wydajnos¢ od-
dzialywania RNA inhibitorowego i RNA inicjato-
rowego. W przypadku obu tych plazmidow
biatka inhibitorowe nie s3 zasadniczym elemen-
tem regulujacym, na co wskazuja matematyczne
modele biorace pod uwage stezenia obu inhibi-
torow (RNA i biatka) w komorkach niosacych te

plazmidy. Zaproponowano natomiast, ze ta do-
datkowa petla regulacyjna moze odgrywac role,
gdy liczba kopii plazmidow w komorce z jakichs
powodow spada — albo jest niska bezposrednio
po wniknieciu czasteczki plazmidu do komorki.
W takich warunkach wazne jest chwilowe zwie-
kszenie tempa inicjacji replikacji. By¢ moze do-
datkowe petle regulacyjne odgrywaja tez role w
dostosowaniu liczby kopii plazmidow do warun-
kow wzrostowych komorek. Tak si¢ dzieje praw-
dopowodbnie w przypadku plazmidoéw ColE1-
podobnych. Stanowia one wicksze obciazenie
metaboliczne dla komorek rosnacych w ubogiej
pozywce po usunieciu genu kodujacego Rom
(ATLUNG i wspotaut. 1999).

Istnieja jednak plazmidy kodujace biatkowe
regulatory odgrywajace zasadnicza role w regu-
lacji. Jaka jest roznica miedzy systemami oparty-
mi glownie na ctRNA, a tymi, w ktorych role re-
gulacyjna spelnia zarowno RNA, jak i biatko ? W
pierwszym systemie, RNA inicjatorowe jest syn-
tetyzowane stale, na niskim poziomie w porow-
naniu z synteza ctRNA. Inaczej jest w regulacji
replikacji plazmidéw podobnych do plazmidu
pMV158, a takze w replikacji grupy plazmidow
zblizonych w budowie do pIP501 (DEL SOLAR i
ESPINOSA 2000). Tu synteza matrycy dla biatka
inicjatorowego zachodzi z silnego promotora i
jest pod negatywna kontrola plazmidowego
biatka regulacyjnego. W sytuacji, gdy poziom
tego bialka jest niski (np. po wniknieciu plazmi-
du do komorki na drodze koniugacji), zniesie-
nie negatywnej kontroli syntezy Rep pozwala
na szybkie osiagniecie charakterystycznej dla
danego plazmidu liczby kopii. Warto zauwazy¢,
ze plazmidy podobne do pMV158 i pIP501 sa
plazmidami o bardzo szerokim spektrum go-
spodarzy i sa zdolne do mobilizacji, tzn. chociaz
same nie koduja bialek koniecznych dla koniu-
gacji, w obecnosdi innego plazmidu ktory je ko-
duje, moga ulec transferowi (DEL SOLAR i
ESPINOSA 2000).

KONTROLA PRZEZ ITERONY

Plazmidy iteronowe niosa zwykle dodatko-
we iterony w poblizu promotora genu rep. Po-
zwala to na autoregulacje poziomu biatka Rep
w komorce na poziomie transkrypcji. W przy-
padku niektoérych plazmidow, te same iterony
odgrywaja role w inicjacji replikacji oraz regu-
lacji transkrypcji genu rep. Biatko Rep innych
plazmidow moze wystepowac w dwoch for-
mach: w jednej wiaze iterony ,replikacyjne”, a
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w drugiej te w poblizu promotora rep. Na
przyktad Rep plazmidu F i pSC101 tworzy di-
mery i w tej formie preferencyjnie wiaze itero-
ny w poblizu wlasnego genu. Zeby mozliwe
bylo zwiazanie si¢ w rejonie origin potrzebny
jest rozpad dimerow na podjednostki
(CHATTORAJ 2000).

Zdolnos¢ Rep do dimeryzacji pozwala nie
tylko na ograniczenie jego nadmiernej syntezy,
ale przede wszystkim, na regulacje¢ liczby kopii
przez kajdankowanie (ang. handcuffing). W
procesie tym regulacyjna rol¢ spetnia stezenie
iteronow w komorce. Wprowadzenie dodatko-
wych iteronow, czy to na innym plazmidzie,
czy to nawet na tym samym, ale poza rejonem
replikacyjnym, prowadzi do spadku liczby ko-
pii. Stezenie biatka Rep nie jest limitujace w
przypadku wielu plazmidéw iteronowych, tak
wiec dodatkowe iterony nie dziataja hamujaco
na replikacje po prostu wymiareczkowujac
biatko inicjacyjne. Wydaje si¢ raczej, ze kiedy
wzrasta liczba kopii plazmidow, czasteczki
biatka Rep zwiazane do jednego rejonu replika-
cyjnego oddziatuja z czasteczkami zwiazanymi
do origin drugiego plazmidu. Prowadzi to do
sparowania dwoch czasteczek plazmidu

(utworzenia struktury kajdanek) i do zahamo-
wania replikacji obu czasteczek plazmido-
wych. Zahamowana jest przy tym takze tran-
skrypcja genu rep na skutek autoregulacji. Do-
piero powickszenie objetoSci komorki pozwa-
la narozpad kajdanek. Po inicjacji replikacji do-
chodzi do odwiazania biatka Rep od iteronow i
do czasowej indukcji genu rep. Zwiazanie
biatkka Rep do obu origin prowadzi jednak
szybko do zahamowania transkrypcji i ponow-
nego utworzenia kajdanek. Innymi stowy, Rep
jest pozytywnym regulatorem replikacji jedy-
nie przy stezeniu iteronOw nizszym niz opty-
malne dla danego plazmidu.

Nie jest jasne, w jaki sposob kajdankowanie
hamuje replikacje. Byc moze utworzenie struk-
tury kajdanek zapobiega utworzeniu w miejscu
origin kompleksu inicjacyjnego. W przypadku
niekorych plazmidéw wyzsze stezenie komor-
kowych biatek DnaA czy DnaB (helikazy) od-
wraca efekt kajdankowania, by¢ moze zwi¢k-
szajac szanse raczej na powstanie kompleksu
inicjacyjnego replikacji niz struktury kajdanek.
Zwickszy¢ szans¢ utworzenia kompleksu repli-
kacyjnego moze tez zwi¢kszenie ujemnego su-
perskrecenia plazmidowego DNA.

REGULACJA REPLIKACJI PLAZMIDOW EUKARIOTYCZNYCH

Gdy liczba kopii plazmidu jest niska w ko-
morce — czy to na skutek nierOwnomiernego
rozdziatu czasteczek potomnych plazmidu do
komorek potomnych, czy to bezposrednio po
wniknieciu jednej czasteczki plazmidu do ko-
morki — regulacja replikacji plazmidu niezale-
znie od regulacji replikacji DNA chromosomal-
nego pozwala zwiekszy¢ wydajnoSc inicjacji.
Ale czes$¢ plazmidow eukariotycznych wyko-
rzystuje origin replikacji o budowie zblizonej
do origin chromosomalnych. Na przyktad pla-
zmidy drozdzowe, podobne do plazmidu 2p
niosa sekwencje przypominajace origin dro-
zdzowe (ang. autonomous replicating sequen-
ces, ARS). ARS sa aktywne jedynie podczas fazy
S cyklu komorkowego, i w ten sposOb zapew-
niaja jednokrotna replikacje chromosomow.
Origin replikacji plazmidow podobnych do 2p
rowniez sa aktywne tylko raz podczas cyklu ko-
morkowego (FARRAR i WILLIAMS 1988).

Oprocz origin plazmid 2p niesie 4 geny ko-
dujace biatka (Ryc. 3A). Dwa z nich, REP1 i
REP2, wiaza prawdopodobnie otoczke jadra
komorkowego oraz plazmidowe DNA w tzw.
rejonie STB, lezacym miedzy trzecim genem,

RAF a origin. System REP1-REP2-STB jest nie-
zbedny do prawidlowego przekazywania pla-
zmidu do komorek potomnych, niemniej nie
jest to system doskonaly. Jako ze origin replika-
¢ji jest aktywne tylko raz w cyklu, nierowno-
mierny rozdzial czasteczek plazmidu prowadzi
do stalego obnizania si¢ liczby kopii w czeSci li-
nii komorek potomnych.

Na przywrocenie wysokiej liczby kopii
(okoto 100 na komorke) pozwala kodowana
przez czwarty gen plazmidu 2p rekombinaza
FLP. Bialko to wiaze si¢ z dwoma rejonami
obecnymi na plazmidzie, podobnymi w se-
kwengji. Jedno z tych miejsc znajduje si¢ w po-
blizu origin, miedzy genami RAF a REP2, dru-
gie zaS w rejonie miedzy genami FLP i REP1
(Ryc. 3A). Po zajSciu inicjacji dwukierunkowe;j
replikacji w rejonie origin biatko FLP katalizuje
reakcje rekombinacji miedzy swoimi miejsca-
mi wiazania. Badania sugeruja, ze katalizowana
przez FLP rekombinacja zachodzi w dimerze,
powstalym podczas replikacji albo na skutek
wczesniejszej rekombinacji miedzy dwoma
czasteczkami plazmidu (Ryc. 3B). Rekombina-
cja wewnatrzasteczkowa w replikujacym di-
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Ryc. 3. Replikacja plazmidu 2.
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(A) Rejony kodujace biatka plazmidu zostaly zaznaczone czarnymi strzatkami. Zaznaczony zostat tez rejon STB
oraz IR — odwréconych powtorzen (inverted repeats), miejsc rekombinacji, z ktorych jedno lezy w poblizu ori-
gin. Dzi¢ki takiemu usytuowaniu, rekombinacja z udziatem IR, ktora pozwoli na amplifikacje plazmidu (panel B),
moze zajSc wkrotce po inicjacji replikacji dimeru plazmidowego. Na panelu (B) IR zaznaczono jako groty
strzalek, ich kolory odpowiadaja kolorom IR macierzystych dla rekombinacji lub replikacji w poprzednich eta-
pach. Miejsca syntezy DNA zaznaczone zostaly otwartymi trojkatami. W miare wydtuzania liniowego tacznika w
strukturze ,pince-nez” (PN) powstaja nowe powtorzenia. Skutkiem zachodzenia rekombinacji z ich udzialem
jest powstawanie kolejnych czasteczek potomnych, a wiec amplifikacja plazmidu mimo braku inicjacji. Struktura
PN za kazdym razem moze zosta¢ odtworzona, z krotszym tacznikiem. (wg PETESA i WILLIAMSONA 1994)

merze doprowadza do powstania tzw. struktu-
ry ,pince-nez” (PETES i WILLIAMSON 1994). Dal-
sza replikacja czasteczki o tej strukurze prowa-
dzi do przedtuzenia obecnego w niej liniowe-
go lacznika (Ryc. 3B), przy czym kolejne reak-
cje rekombinacji pozwalaja na utworzenie po-
tomnych kolistych czasteczek plazmidu.

FLP znajduje sie pod negatywna kontrola
REP1 i REP2, ktore wigza plazmidowe DNA
rowniez w innych rejonach niz STB i na tej dro-
dze powoduja zahamowanie transkrypcji pla-
zmidowych genow (FARRAR i WILLIAMS 1988,
VAN DER SAND i wspotaut. 1995), a takze by¢

moze blokuja miejsca wiazania biatka FLP ogra-
niczajac mozliwos¢ rekombinacji. Wedlug
tego modelu regulacji, dopiero znaczacy spa-
dek liczby kopii plazmidu powoduje, ze rejon
STB zostaje przynajmniej czeSciowo uwolnio-
ny od bialek REP1 i REP2, co powoduje aktywa-
cje znajdujacego sie w poblizu genu RAF.
Bialko RAF jest pozytywnym regulatorem tran-
skrypcji genu FLP (VAN DER SAND i wspotaut.
1995). Po zaj$ciu amplifikacji plazmidu, wzrost
liczby kopii matrycy powoduje wzrost stezenia
REP1 i REP2 w komorce i ponowne zahamowa-
nie transkrypcji plazmidowych genow.
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Plazmid 2 jest wlasciwie jedynym plazmi-
dem eukariotycznym, ktorego regulacja repli-
kacji zostala dokladniej zbadana. Jego obec-
noSc¢ stwierdzono w wickszosci szczepow dro-
zdzy piekarskich (FARRAR i WILLIAMS 1988), co
Swiadczy o skutecznoSci ewolucyjnej tego spo-
sobu replikacji. Warto nadmienic, ze obecnos¢
2u nie daje tym szczepom zadnej przewagi se-
lekcyjnej, a wrecz przeciwnie — ogranicza
wzrost komorek. W komorkach innych gatun-
kow drozdzy (BLAISONNEAU i wspotaut. 1997)
rowniez zostaly znalezione koliste czasteczki
DNA o podobnej budowie — wszystkie niosa
sekwencje ARS, a takze dwa rejony o zblizonej
sekwengcji, ktore moga brac¢ udzial w rekombi-
nacji, oraz 3-4 rejony kodujace biatka. Zawsze
jedno z tych biatek wykazuje podobienstwo do
rekombinazy FLP plazmidu 2p.

Badania przesiewowe doprowadzily do
stwierdzenia obecnoSci pozachromosomal-
nych elementow genetycznych u okolo 10%
przebadanych szczepow drozdzy (FUKUHARA
1995). Duza grupe tych elementéw stanowia
plazmidy RNA. Otrzymane wyniki sugeruja
rowniez obecnos¢ w wielu szczepach drozdzy
liniowych plazmidéw replikujacych si¢ z uzy-
ciem biatek terminalnych. U drozdzy te linio-
we plazmidy znajduja si¢ prawdopodobnie w
cytoplazmie, chociaz doniesiono tez o linio-
wym mitochondrialnym plazmidzie drozdz-
owym (BLAISONNEAU i wspotaut. 1999). Nato-
miast u grzybow nitkowatych, przeciwnie, pra-
wie wszystkie wykryte do tej pory plazmidy
wystepuja w mitochondriach (GRIFFITHS 1995;
MEINHARDT i wspotaut. 1990, 1997), a przy tym
obecnos¢ tych plazmidow jest powszechna.
Liczba kopii tych plazmidow jest w zasadzie
stala w stosunku do liczby mitochondriow i z
reguly sa stabilnie dziedziczone — nie sa jednak
znane dokladne mechanizmy molekularne,
dzieki ktorym replikacja jest regulowana i za-
pewniany jest nielosowy rozdzial czasteczek
potomnych (GRIFFITHS 1995).

W wiegkszosSci przypadkow konce linio-
wych plazmidow grzyboéw nitkowatych sa
zwiazane z biatkiem, chociaz u jednego z gatun-
kow wykryto rowniez, jak wspomniano, obec-
nosc¢ liniowego plazmidu z kowalencyjnie za-
mknietymi koficami (Ryc. 1C). U innych grzy-
bow niktowatych wystepuja plazmidy koliste
(GRIFFITHS 1995). Mechanizm ich replikacji
nie jest jasny. Niektore, by¢ moze replikuja si¢
wedlug modelu toczacego sie kota, obecnos¢
czasem genu odwrotnej transkryptazy zas su-
geruje, ze podczas replikacji niosacych go pla-

zmidow dochodzi najpierw do przepisania in-
formacji genetycznej na RNA, a pozniej, w wy-
niku odwrotnej tranksrypcji, tworzone sa po-
tomne czasteczki DNA. Nie jest wykluczone, ze
wickszo$¢ plazmidow grzybowych (RNA i
DNA, liniowych i kolistych) pochodzi z ,oswo-
jonych” wirusow.

Pozostaje pytanie, dlaczego plazmidy sa tak
czesto obecne w izolatach grzybow. W warun-
kach laboratoryjnych, jesli obserwuje si¢ jakis
zwiazany z ich obecnoscia fenotyp, raczej wy-
daja si¢ przynosi¢ wiecej szkody niz pozytku.
Przede wszystkim powoduja szybsze starzenie
sie komorek, chociaz znany jest tez plazmid,
ktory wydaje sie dawac fenotyp przeciwny —
przedtuzenia zycia (GRIFFITHS 1995). Mozliwe,
ze plazmidy przynosza niosacym je szczepom
korzysc¢ selekcyjna w naturalnym Srodowisku.
Wysuni¢to np. hipoteze, ze ich obecnosc jest w
jakis sposob zwiazana z wlaSciwoSciami pato-
genicznymi grzybow pasozytniczych (GRI-
FFITHS 1995).

Jak wykazano, plazmidy u Neurospora sa
przenoszone horyzontalnie (GRIFFITHS i
wspotaut. 1990, COLLINS i SAVILLE 1990). Z dru-
giej strony, podczas rozmnazania plciowego
moga zostac utracone (ARAGANOZA i wspotaut.
1994, GRIFFITHS 1995). By¢ moze ,oswojone
wirusy” obnizaja  podatno$S¢  szczepOw
rosnacych w naturalnych warunkach na bar-
dziej wirulentne elementy pozochromosomal-
ne (plazmidy czy wirusy), w mechanizmie po-
dobnym do niekompatybilnosci plazmidow
bakteryjnych. Jest to zgodne z obserwacja, ze
plazmidy z tej samej rodziny nie wystepuja w
tych samych izolatach. Rownoczesnie, jesli
,oswojony” element okazalby si¢ bardzo nieko-
rzystny, mozliwa bytaby jego eliminacja pod-
czas rozwoju plciowego.

Wirusowe pochodzenie maja tez by¢ moze
jadrowe plazmidy wystepujace u Sluzowcow z
rodzaju Dictyostelium (LEITING i wspolaut.
1990). Liczba kopii malych plazmidow Slu-
zowcOw dochodzi do 300 na komorke, wiek-
sze maja mniejsza liczbe kopii, ale moga stano-
wi¢ 2-5% catkowitego DNA w komodrkach
(FARRAR i WILLIAMS 1988, SHAMMAT i
wspotaut. 1998). Z czterech do tej pory grup
plazmid6éw scharakteryzowanych u tych orga-
nizmow (Ddp1, Ddp2, Dppl i Dpp3) najlepiej
zostala poznana grupa plazmidoéw podobnych
do Ddp2 (SHAMMAT i wspotaut. 1998,
GONZALES i wspotaut. 1999). Z jednym pozna-
nym wyjatkiem, niosa one tylko jeden gen, na-
zwany rep, chociaz wydaje sie¢, ze jego produkt
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odgrywa role raczej nie bezpoSrednio w repli-
kacji, ale w regulacji transkrypcji i w regulacji
liczby kopii (SHAMMAT i wspotaut. 1998).
Rowniez geny niesione przez plazmid Ddpl
nie wydaja sie¢ odgrywac roli bezposrednio w

replikacji, cze$¢ z nich jest istotna jednak do
regulacji liczby kopii dla utrzymania si¢ pla-
zmidu w komoérce (RIEBEN i wspotaut. 1998) —
plazmidy Dictyostelium sa bardzo stabilnie
dziedziczone.

WYKORZYSTANIE PLAZMIDOW REPLIKACYJNYCH W TRANSFERZE GENOW DO
ORGANIZMOW WYZSZYCH

Wprowadzanie transgenu na samodzielnie
replikujacej sie czasteczce DNA jest najczest-
szym sposobem modyfikacji genetycznej mi-
kroorganimow. Co prawda, czasem celowo
wprowadza sie do komoérek danego gatunku
plazmidy niezdolne do replikacji w tych akurat
komorkach. Celem wowczas jest rekombinacja
do chromosomu gospodarza. Takie konstrukty
nazywane sa integracyjnymi. W przypadku
bakterii, najczesciej wykorzystywane biotech-
nologicznie sa plazmidy niosace origin po-
chodzace z plazmidow z grupy ColE1, choc cza-
sem wykorzystuje si¢ tez plazmidy iteronowe
(np. pSC101 czy RK2). Plazmidy oparte na re-
plikonie 21 sa najszerzej wykorzystywanymi w
przemysle biotechnologicznym wielokopijny-
mi wektorami drozdzy S. cerevisiae (VAN DER
SAND i wspotaut. 1995, LUDWIG i BRUSCHI
1991).

Plazmidy wykorzystuje si¢ rowniez do bio-
technologicznego i terapeutycznego transferu
genow do organizmow wyzszych. W przypad-
ku wigkszoSci zastosowan, plazmidowe DNA
niesie wylacznie sekwencje pozwalajace naich
replikacje w komorkach bakteryjnych, zas po
whnikni¢ciu do komorek roslinnych i zwierze-
cych material genetyczny albo ulega integracji
do chromosomu gospodarza, albo stopniowej
eliminacji. Jedynie w niektorych tkankach
zwierzecych, szczegollnie w tkance miesSnio-
wej, plazmidowy DNA pozbawiony zdolnosci
do replikacji moze si¢ utrzymywac przez kilka
miesiecy (HARTIKKA i wspotaut. 1996). Nie
zawsze zreszta celem terapeutycznego transfe-
ru genéw jest dlugotrwale utrzymywanie
wprowadzanego materialu genetycznego w
komorkach. Jednym z zastosowan plazmidow
produkowanych w bakteriach jako wektorow
do organizmow wyzszych jest technika szcze-
pionek DNA. Istotna jest tu jedynie czasowa,
wysoka ekspresja wprowadzanych genow dla
uzyskania odpowiedzi immunologicznej. W in-
nych zastosowaniach, np. w terapii chorob ge-
netycznych, spowodowanych brakiem okre-
Slonego biatka w komorkach, dazy si¢ do utrzy-
mania ekspresji jak najdtuzej. Jednym z propo-

nowanych sposobOw na jej zapewnienie jest
zastosowanie plazmidow, ktore zdolne by byly
do replikacji rowniez w docelowych komor-
kach zwierzecych.

Pozachromosomalne wektory replikacyj-
ne, wedlug ich proponentéw, maja przynajm-
niej trzy zalety. Po pierwsze, w przeciwien-
stwie do wektorow integracyjnych (niosacych
czesto sekwencje czy geny sprzyjajacych zajs-
ciu rekombinacji), wprowadzenie konstruk-
tow replikacyjnych niesie mniejsze ryzyko in-
tegracji do jakiego$ waznego rejonu chromoso-
mu. Warto zauwazyc tez, ze integracja do chro-
mosomu moze mie¢ niekorzystne konsekwen-
cje dla regulacji wprowadzanych genow. I
wreszcie, mozliwos¢ zwickszenia liczby kopii
wprowadzanego plazmidu (i jej regulacji)
mogtaby pozwoli¢ na osiagniecie nie tylko sta-
bilnej, ale tez wysokiej ekspres;ji.

Jednymi z pierwszych wektorow stosowa-
nych do wprowadzenia gené6w do komorek
zwierzecych byly wektory niosace sekwencje
replikacyjne pochodzace z polyomawirusa
SV40 (CRAENENBROECK i wspotaut. 2000).
Sztuczne plazmidy niosace replikon SV40 re-
plikuja si¢ jednak w sposob niekontrolowany,
co prowadzi do Smierci komorek. Wykorzystu-
je si¢ je do osiagniecia wysokiej, czasowej eks-
presji wprowadzanych genow w hodowanych
komorkach. Genomy poliomawirusOw, oprocz
genow kodujacych biatka otoczki wirusowej,
koduja tez biatko niezbedne do replikacji —
zwane duzym antygenem T. To wirusowe
biatko replikacyjne po zwiazaniu si¢ w poblizu
origin powoduje rozplecenie nici w rejonie
bogatym w pary A-T. Antygen T wigze si¢ tez z
biatkiem RPA gospodarza, ktore stabilizuje jed-
noniciowe odcinki DNA powstajace w wyniku
aktywnosci helikazy. W kolejnym etapie inicja-
¢ji do wirusowego DNA wiaze si¢ primaza go-
spodarza. Konieczno$¢ oddziatywanie duzego
antygenu T z primaza gospodarza jest prawdo-
podobnie czynnikiem ograniczajacym spek-
trum gospodarzy polyomawirusow.

W przeciwiefistwie do plazmidéw nio-
sacych modut replikacyjny SV40, plazmidy
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niosace sekwencje ludzkiego polyomawirusa
BKYV wydaja si¢ replikowac tylko jeden raz pod-
czas cyklu komoérkowego. By¢ moze zatem
znajda zastosowanie w otrzymywaniu stabilnie
zmodyfikowanych genetycznie linii komorko-
wych. Podobne zastosowanie zaproponowano
dla wektorow niosacych sekwencje replikacyj-
ne mysiego wirusa polyoma (CAMENISCH i
wspotaut. 1996). Fakt, ze obecnos¢ antygenu T
w komorkach moze utatwiac ich transformacje
nowotworowa ogranicza jednak zastosowania
wektorow opartych na polyomawirusach do
celow terapeutycznych.

Historycznie, polyomawirusy byly grupo-
wane w rodzine papovawiruséw razem z papil-
lomawirusami, z ktorymi sa prawdopodobnie
daleko spokrewnione ewolucyjnie (SHADAL i
VILLARREAL 1993, BELNAP i wspoétaut. 1996).
Jednym z przedstawicieli papillomawirusow,
ktorego sekwencje replikacyjne sa wykorzysty-
wane do otrzymania sztucznych plazmidow
zdolnych do replikacji w komorkach zwierze-
cych, jest wirus BPV-1 (bydlecy wirus brodaw-
czaka). W jego replikacji biora udziat wirusowe
biatka E1i E2. E1 wykazuje aktywnoSc¢ helikazy
podobnie jak duzy antygen T polyomawiru-
soOw. Wiaze tez RPA i primaze gospodarza
(CRAENENBROECK i wspoOlprac. 2000). Nato-
miast E2 modyfikuje wiazanie E1 do DNA, by¢
moze wspomaga tez wiazanie biatek replikacyj-
nych gospodarza. E2 wydaje si¢ tez by¢ glow-
nym biatkiem regulacyjnym wirusa, a oprocz
tego odgrywa role w dziedziczeniu plazmidu:
przywiazuje genom wirusa do chromatyny go-
spodarza. Mimo tego, ze replikacja plazmidow
niosacych sekwencje replikacyjne BPV-1 nie
jest zwiazana z cyklem komorkowym, liczba
kopii takich konstruktow utrzymuje si¢ na w
miare staltym poziomie w mysich i ludzkich li-
niach komorkowych. By¢ moze te wektory
znajda zastosowanie w terapii genowe;.

Innym wirusem, ktorego sekwencje repli-
kacyjne znajda by¢ moze zastosowanie do kon-
strukcji terapeutycznych plazmidow jest her-
peswirus Epstein-Barra (EBV). Podobnie jak
BKYV, ten wirus jest powszechny u ludzi — la-
tentna infekcja dotyczy 90% populacji, do zaka-
zenia dochodzi we wczesnym dziecinstwie. Do
utrzymania sie genomu tego wirusa w komor-

kach oprocz sekwencji origin wystarcza obec-
noS¢ genu EBNA1 (CRAENENBROECK i
wspolprac. 2000). Nie jest jasne, czy produkt
EBNA1 bierze udziat bezpoSrednio w inicjacji
replikacji. By¢ moze sprowadza do origin
biatka replikacyjne gospodarza, ale mozliwe
tez, ze jego gtowna funkcja lezy w wiazaniu ge-
nomu wirusowego do chromatyny gospoda-
rza. Niestety, origin EBV nie jest aktywne w ko-
morkach gryzoni, co ogranicza jego zastosowa-
nie do terapii genowej: testowanie wektorow
na zwierzetach laboratoryjnych jest konieczne
w poczatkowych etapach opracowywania tera-
peutyku. Mimo to, rejon replikacyjny EBV jest
wykorzystywany w badaniach majacych na
celu stabilny transfer genow do komorek ludz-
kich (WADE-MARTINS i wspotaut. 2000). Uzycie
wektorow opartych na EBV pozwala na wpro-
wadzanie bardzo dtugich odcinkéw DNA; tech-
nike te nazwano wrecz technika sztucznych
episomalnych chromosomoéw (VOS 1999).
Tak jak pltynna jest granica miedzy plazmida-
mi i chromosomami bakteryjnymi, tak od tech-
niki sztucznych episomalnych chromosomow
niedaleko do techniki sztucznych chromoso-
mow, w ktorych rejon replikacyjny pochodzi z
chromosomu gospodarza. Taka czasteczka musi
nieS¢ tez rejon centromerowy (zapewniajacy
stabilne dziedziczenie) oraz telomery (by zapo-
biec stopniowemu skracaniu si¢ konstruktu
podczas kolejnych replikacji). Drozdzowe
sztuczne chromosomy zbudowano juz w latach
80. (BROWN i wspotaut. 2000). Niedawno po-
dobne techniki zastosowano do konstrukcji
sztucznych mysich i ludzkich chromosomow.
Mata stabilnosc¢ takich konstruktow w ludzkich
komorkach sprawia, ze ich zastosowanie w ce-
lach terapeutycznych stoi jeszcze pod znakiem
zapytania. Praktyczne problemy sprawiaja
szczegOlnie telomery sztucznych chromoso-
mow (BROWN i wspotaut. 2000, VOS 1999). Stad
propozycje wykorzystania zakonczen po-
chodzacych z wirusow — miedzy innymi adeno-
wirusa, ktory uzywa biatka terminalnego (VOS
1999). Takie konstrukty przypominalyby linio-
we chromosomy bakteryjne. Naturalnie, wpo-
mniana technika episomalnych, kolistych,
sztucznych chromosomow pozwala w jeszcze
inny sposob rozwiazac ,problem koncow”.

PODSUMOWANIE

Plazmidy odgrywaja ogromna rol¢ w ewo-
lucji bakterii. Horyzontalny transfer genow jest

jednym ze zrodel zmiennosci mikroorgani-
ZmoOw, warto tez zauwazyc, ze samo ,przejscie”
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jakiego$ genu na niezalezny replikon pozwala
na ewolucje takiego genu niezaleznie od ewo-
lucji jego chromosomalnej kopii. To sprawia,
ze badania plazmidow sa bardzo istotne dla ba-
dania zmiennosci mikroorganizméw i maja
ogromne znaczenie praktyczne (m.in. klinicz-
ne). Niezalezne replikony wykorzystywane sa
tez do modyfikowania mikroorganizmow do
celow biotechnologicznych.

Mozliwosci praktycznych zastasowan byty
zawsze wielkim stymulantem w badaniach pla-
zmidow. Ale drugim czynnikiem sprzyjajacym
ich prowadzeniu jest fakt, ze w wiekszoSci
przypadkoéw obecnos¢ plazmidow nie jest nie-
zbedna dla przezycia gospodarza. Mozna sobie
zatem pozwoli¢ na daleko idace modyfikacje
ich budowy z uzyciem technik inzynierii gene-
tycznej. Manipulacje te sa ulatwione w przy-
padku matych czasteczek plazmidowych — wy-
korzystujac roznice w rozmiarze, mozna w
praktyce takie czasteczki latwo oddzieli¢ od
chromosomow gospodarza.

Analiza replikacji plazmidow i jej kontroli
doprowadzila do przetomowych odkry¢ do-
tyczacych regulacji ekspresji genow w ogole
(np. z uzyciem antysensownego RNA) i do po-
znania ogolnych mechanizméw rzadzacych
procesem replikacji. Zdolnos¢ niektorych pla-
zmidow do replikacji w komorkach odlegtych
systematycznie gatunkow doprowadzila do po-
stawienia pytan dotyczacych interakcji miedzy
biatkami symbiontow a biatkami gospodarza.
Jako ze plazmidy mimo tego, ze sa niezalezny-
mi replikonami wykorzystuja enzymy replika-
cyjne gospodarza, badania replikacji plazmi-
dow pomogly zrozumiec wiele aspektow repli-
kacji DNA chromosomalnego, a takze innych
posozytow wewnatrzkomorkowych — wiru-
sow. Pozwolily tym samym na dokladniejsze
zrozumienie bodajze najbardziej podstawowe-
go procesu biologicznego, jakim jest replikacja
materialu genetycznego.

REPLICATION OF PLASMIDS

Summary

One of the characteristics that differentiates
plasmids from other extrachromosomal genetic ele-
ments, transposons and viruses, is the controlled repli-
cation that allows stable inheritance in dividing cells.
At the same time, the mechanism of replication of
some plasmids is very similar to that of some viruses,
and indeed some plasmids might have viral origin. In
the case of other plasmids, their replication mecha-
nism is similar to that used by the host. On the one
hand, therefore, the study of plasmid replication may
give hints as to the origin of a particular group of these
extrachromosomal elements. On the other, the re-
search on replication of plasmids helped to solve basic
questions pertaining to this basic molecular process in
general. The first basic problem of any process of DNA
replication is that of priming, since none of the
replicative polymerases can start DNA synthesis using
just free nucleotides. Plasmids use three strategies to
solve this problem. Some linear plasmids code for a
replication protein which provides an OH group to
which the first nucleotide of the copy molecule can be
attached by a plasmid-coded DNA polymerase. An-
other strategy is to bring the host primase to the origin
of replication. This enzyme synthesizes a short RNA
molecule the 3 "OH end of which can be elongated by
the DNA polymerase of the host. The mechanism of
replication of such plasmids shows many similarities
to that of the host chromosome. Some plasmids, it may
be added, code for their own primase. Finally, at the
origin of replication of other plasmids, for instance
those replicating using the rolling-cycle mechanism,
one of the parent DNA strands becomes cleaved to
provide a free 3’OH group. Research on plasmid repli-

cation provided many answers not only to basic ques-
tions on replication in general: it was also very impor-
tant for understanding the mechanisms of gene regula-
tion. Plasmid replication needs to be controlled so that
the metabolic burden on the host is not excessive.
There are two known mechanisms used to control the
replication of bacterial plasmids. In one, the role of a
regulator is played, actually, by the plasmid DNA se-
quences in the origin region. This is the mechanism of
plasmid handcuffing, named after the appearance of
two plasmid molecules brought together when such
regions from two plasmids interact indirectly, the
mechanism by which replication is repressed. As the
interaction is reversible, when plasmid concentration
in the growing and dividing cell drops, the molecules
can separate and replicate. In a different mechanism
of replication regulation, the role of the regulator is
played by small molecules (RNA, and sometimes also a
protein) the concentration of which depends on
plasmid copy number and which inhibit the synthesis
of another molecule coded for a plasmid (usually a
protein, sometimes RNA) that is important for replica-
tion initiation. Indeed, it was thanks to the research on
regulation of plasmid replication that the mechanism
of regulation by small RNA molecules (antisense RNA)
has been first described in detail. The reason for such a
historical importance of research on plasmid replica-
tion is that it is easier to achieve the genetic modifica-
tion of plasmids than modification of the host ge-
nome. Moreover, the effects of a modification of an el-
ement which is not necessary for survival of the cell
can be observed and interpreted with less difficulty.
For the same reasons of easy manipulation, introduc-
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tion of artificial plasmids into the cells is the main
method of genetic modification. Such molecules may
not be replicative in the target host, and thus either are
eliminated from the cells with time, or integrate into
the host chromosomes. In the case of a majority of bio-
technological applications, however, the plasmids
used are replicative, and therefore it is important to be

able to control their copy level in the cells. Replicative
elements are being also considered for use in therapy.
Thus, the research on plasmid replication remains of
vital importance.
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