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PLAZMIDY O SZEROKIM ZAKRESIE GOSPODARZY

WSTEP

Plazmidy sa pozachromosomalnymi ele-
mentami genetycznymi powszechnie wyste-
pujacymi w roznych gatunkach bakterii. Pod-
stawowymi warunkami zapewniajacymi stabil-
ne utrzymywanie si¢ plazmidu w komorce bak-
teryjnej sa: zdolnos¢ replikacji DNA, kontrola
tego procesu oraz w wielu przypadkach syste-
my zapewniajace rOwnomierna segregacje pla-
zmidOw w trakcie podzialu komorkowego.
Wiekszos¢ plazmidow posiada zdolnos¢ do ko-
niugagcji (transferu plazmidowego DNA pomi¢-
dzy komorkami bakteryjnymi), co przyczynia

sie do rozprzestrzeniania roznorodnych cech
istotnych dla metabolizmu bakterii. Miedzy in-
nymi plazmidy zapewniaja: opornosc na anty-
biotyki, opornos¢ na metale ciezkie, produkcje
toksyn oraz degradacje szerokiej gamy
zwiazkow toksycznych. Ze wzgledu na tatwos¢
izolacji, prostote manipulacji genetycznych i
stosunkowo tatwa analize¢ w warunkach labo-
ratoryjnych in vitro, systemy plazmidowe staty
si¢ modelowymi w badaniach procesu replika-
cji DNA.

PLAZMIDY O SZEROKIM ZAKRESIE GOSPODARZY

Wiekszo$¢ plazmidow posiada kolista, su-
perzwinieta strukture, natomiast liniowa for-
me¢ posiadaja plazmidy wyizolowane z niekto-
rych gatunkow bakterii z rodzaju Streptomyces
sp. czy Borrelia sp. Uwaza sie, ze wickszoSc pla-
zmidow nalezy do grupy okreslanej jako pla-
zmidy o waskim zakresie gospodarza (ang. nar-
row-host-range) i jest zdolna do replikacji DNA
oraz transferu tylko w jednym, okreSlonym ga-
tunku bakterii. W odrdznieniu od tej grupy,
plazmidy okreSlane jako plazmidy o szerokim
zakresie gospodarzy (ang. broad-host-range)

posiadaja zdolnos¢ do replikacji i stabilnego
utrzymywania si¢ w wielu, czesto nie spokrew-
nionych gatunkach bakterii. DNA plazmidow o
szerokim zakresie gospodarzy moze rowniez
by¢ przekazywane na drodze koniugacji z ko-
morki jednego gatunku bakterii do komorki in-
nego gatunku bakterii, stajac si¢ tym samym
czynnikiem horyzontalnego transferu genow
(THOMAS i HELINSKI 1989, THOMAS 1996). Wy-
kazano, ze zdolnoS¢ koniugacji nie jest ograni-
czona jedynie do transferu pomiedzy komorka-
mi bakteryjnymi, ale rOwniez dotyczy transferu

Prowadzone przez nasz zespot badania nad molekularnymi mechanizmami zwiazanymi z metabolizmem DNA
plazmidow o szerokim zakresie gospodarzy, nalezacymi do grupy IncP, finansowane sa ze Srodkow Komitetu Ba-
dan Naukowych oraz z funduszy Europejskiej Organizacji Biologii Molekularne;j.
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DNA z bakterii do komorek eukariotycznych
(HEINEMANN i SPRAGUE 1989). Kilka dobrze ge-
netycznie scharakteryzowanych plazmidow z
grupy niezgodnoSci IncPl (RK2), IncQ
(RSF1010), IncW (pSa) i IncN (pCU1) utrzymu-
je si¢ stabilnie w roznych gatunkach bakterii
(DEL SOLAR i wspotaut. 1993, 1996, 1998;

HELINSKI i wspotaut. 1996). Wykazano row-
niez, ze niektore z naturalnie wystepujacych
plazmidoéw izolowanych w Srodowisku mor-
skim sa w stanie utrzymywac si¢ w wielu nie
spokrewnionych ze soba gatunkach bakterii
(SOBECKY i wspotaut. 1998)

STRUKTURA ORIGIN I MECHANIZM REPLIKACJI DNA

Do tej pory badania replikacji plazmidowe-
go DNA ograniczone byly glownie do grupy
plazmidow o waskim zakresie gospodarzy i
bakterii Escherichia coli jako gospodarza dla
tych plazmidow. Mimo duzej roznorodnosci
replikonéw plazmidowych opisano dwa pod-
stawowe schematy inicjacji replikacji kolistego
plazmidowego DNA. Pierwszy zaktada regula-
cje inicjacji replikacji poprzez antysensowna
czasteczke RNA, ktora poprzez hybrydyzacje
reguluje czestoSC inicjacji (DEL SOLAR i
wspotaut. 1998, HELINSKI i wspotaut.1996).
Przyktady tego typu inicjacji replikacji to pla-
zmidy z grupy ColEl oraz plazmidy RC (ang. rol-
ling circle) takie jak pT181, pUB110 czy
pMV158, ktorych replikacja zachodzi wedlug
modelu o (toczacego sie kota). Drugi mecha-
nizm inicjacji replikacji plazmidowego DNA
dotyczy plazmidow kodujacych wilasne biatka
inicjatorowe (Rep), ktore wiaza sie do specy-
ficznych powtorzonych sekwencji (iteronow)
w obrebie miejsca startu replikacji plazmido-
wego DNA (ang. origin, ori), aich replikacja za-
chodzi wedlug modelu 0. Do intensywnie ba-
danych plazmidow tej grupy naleza miedzy in-
nymi P1, F, ROK, pSC101 i RK2. Zaproponowa-
no dwie strategie inicjacji replikacji plazmi-
dow o szerokim zakresie gospodarza: (i) inicja-
cja replikacji niezalezna od bialek replikacyj-
nych gospodarza oraz (ii) inicjacja replikacji,
podczas ktorej dochodzi do wspotdziatania re-
plikacyjnych czynnikéw plazmidowych z ko-
morkowym aparatem replikacyjnym (DEL
SOLAR i wspotaut. 1996).

Charakterystyczna cecha wiekszoSci miejsc
inicjacji replikacji replikonow (autonomicz-
nych jednostek replikacyjnych takich jak
czasteczki plazmidow, chromosomy, DNA wi-
rusOw czy bakteriofagow) jest wystepowanie
struktur bogatych w reszty tyminy i adeniny
(rejony A+T). W miejscach tych dochodzi do
destabilizacji dwuniciowej struktury DNA, co
rozpoczyna proces replikacji i jest warunkiem
zwiazania helikazy, ktora rozwija dwuniciowa

matryce DNA umozliwiajac w ten sposob
utworzenie i propagacje kompleksu replikacyj-
nego. Origin moze roOwniez posiadac rejon bo-
gaty w reszty guaniny i cytozyny (rejon G+C).
Innym charakterystycznym elementem origin
replikacji sa wielokrotnie powtérzone se-
kwencje-iterony. Szeroka grupa plazmidow po-
siada te sekwencje, ktore sa miejscami wiaza-
nia, kodowanego przez plazmid, biatka ini-
cjujacego proces replikacji DNA (Rep). Wyka-
Zano, ze iterony wystepuja w origin replikacji
plazmidow o szerokim zakresie gospodarzy na-
lezacych miedzy innymi do grup IncQ oraz
IncP (Ryc. 1). Ilos¢ sekwencji powtorzonych
moze wpltywac na stabilnoS¢ DNA plazmidu w
okreSlonych gatunkach bakterii (SCHMID-
HAUSER i wspolaut. 1983). Oprocz miejsc
wiazania plazmidowego biatka Rep origin
moze zawierac jedna badz kilka sekwencji spe-
cyficznych dla wiazania bakteryjnego biatka
DnaA (sekwencje DnaA-box). Biatko E. coli
DnaA jest czynnikiem inicjujacym replikacje
DNA chromosomalnego, jakkolwiek wykaza-
no, ze moze tworzy¢ kompleksy w origin roz-
nych plazmidow. Geny kodujace bialko DnaA
znaleziono w wiekszoSci bakterii i wykazuja
one znaczny stopien podobienstwa (KAGUNI
1997, MESSER i wspotaut. 2001). Wykazano, ze
w przypadku plazmidow IncP sekwencje Dna-
A-box warunkuja mozliwosc¢ replikacji plazmi-
dow w niektorych gatunkach bakterii, podczas
gdy w innych gatunkach bakterii nie sa absolut-
nie niezbedne w procesie inicjacji replikacji
DNA plazmidu (DORAN i wspotaut. 1999ab).
W odroznieniu od plazmidow IncP, origin re-
plikacji plazmidow IncQ (RSF1010) nie zawie-
ra sekwencji DnaA-box. Inicjacja replikacji
DNA tych plazmidéw nie wymaga udzialu
biatek bakteryjnych, w tym bakteryjnego
biatka DnaA, i zachodzi jedynie przy udziale
plazmidowych bialek replikacyjnych wedtug
mechanizmu typu oddzielania nici (ang. strand
displacement) (SCHERZINGER i wspotaut. 1991,
1997). Plazmid RSF1010 oprocz iteronOw w re-
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Ryc. 1. Model inicjacji replikacji DNA plazmidow o szerokim zakresie gospodarzy posiadajacych wie-
lokrotnie powtorzone sekwencje — iterony.

Model przedstawia mechanizmy inicjacji replikacji plazmidow nalezacych do grupy IncP oraz IncQ. Podczas ini-
cjacji replikacji plazmidow IncP dochodzi do wiazania inicjatorowego biatka plazmidowego z wielokrotnie po-
wtorzonymi iteronami. Dochodzi do destabilizacji (otwarcia) dwuniciowej truktury DNA. Wiazanie i aktywnoS¢
bakteryjnej helikazy w rozwijaniu helisy DNA wymaga udziatu biatek bakteryjnych DnaA i DnaC. Bakteryjna pri-
maza syntetyzuje startery do replikacji DNA ktora zachodzi jednokierunkowo na obydwu niciach (synteza nici
wiodacej i opoznionej). W wyniku jednej rundy replikacji powstaja dwie dwuniciowe czasteczki plazmidowego
DNA. Inicjacja replikacji plazmidow IncQ nie wymaga udziatu biatek bakteryjnych. Wiazanie plazmidowego
biatka inicjatorowego RepC destabilizuje struktur¢ DNA co pozwala na wiazanie plazmidowych biatek helikazy
RepA oraz primazy RepB w jednym z dwoch miejsc inicjacji replikacji. Helikaza oddziela jedna z macierzystych
nici DNA (ang. strand displacement) co pozwala na ciagla syntez¢ DNA z wykorzystaniem bakteryjnych polime-
raz DNA. W wyniku tego procesu powstaje jedna dwuniciowa oraz jedna jednoniciowa czastka DNA, ktora na-
stepnie stuzy jako matryca do syntezy nici komplementarne;.

jonie inicjacji replikacji, zawiera dwie palin-
dromowe sekwencje ssiA oraz ssiB, z ktorych
niezaleznie moze zachodzi¢ synteza DNA. Ko-
dowane przez plazmid biatko RepC wiazac si¢
do sekwencji iteronOw owiera strukture origin
(powoduje miejscowa destabilizacj¢ dwuni-
ciowej helisy DNA), co pozwala na zwiazanie
plazmidowej helikazy RepA i w konsekwencji
rozwini¢cie helisy DNA, oddzielenie nici sta-
nowiacej matryce dla syntezy. Synteza DNA
rozpoczyna si¢ w sposob losowy w jednych
czasteczkach plazmidowego DNA w miejscu

ssiA, a w innych w ssiB i powoduje powstanie
specyficznej struktury typu D-loop. W wyniku
tego procesu powstaje jedna dwuniciowa oraz
jedna jednoniciowa czastka plazmidowego
DNA, ktora zostata oddzielona od matrycy. Na-
lezy podkresli¢, ze w inicjacji replikacji
RSF1010 uczestnicza jedynie biatka kodowane
przez plazmid. Przypuszcza si¢, ze kodowanie
przez plazmid wlasnych biatek replikacyjnych i
niezaleznoS¢ inicjacji replikacji DNA RSF1010
od czynnikow bakteryjnych jest jednym z istot-
nych elementéw nadajacych plazmidom z gru-
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py IncQ mozliwos¢ replikacji i utrzymywania
sie w wielu gatunkach bakterii.

DNA plazmidow nalezacych do grupy RC
(ang. rolling circle) moze zachodzi¢ zaré6wno
w bakteriach Gram-dodatnich, jak i Gram-u-
jemnych, zawiera dwa miejsca inicjacji (dso —
ang. double-strand-origin oraz sso — ang. single
strand origin) (KHAN 2000). Inicjacja replikacji
tych plazmidow rozpoczyna sie od wiazania
plazmidowego biatka Rep w dwuniciowym
origin dso (Ryc. 2). Wiazanie to generuje struk-

plazmidy RC

S50,

Ryc. 2. Model replikacji DNA plazmidow RC.

ter sp., Rhizobium sp., Rhodopseudomonas
sp., Alcaligens sp., Azospirillum sp., Thiobacil-
lus sp., Xanthomonas sp. (PANSEGRAU i LANKA
1996, THOMAS i HELINSKI 1989). Pierwotnie zo-
stat zidentyfikowany jako czynnik nadajacy
opornoS¢ na antybiotyki patogennej bakterii
Pseudomonas aeruginosa wyizolowanej z ran
pooparzeniowych pacjentow jednego z brytyj-
skich szpitali (LOWBURY i wspotaut.1969). Zi-
dentyfikowano go rowniez jako pozachromo-
somalny element bakterii patogennych roslin.

DNA plazmidow o szerokim zakresie gospodarzy nalezacych do grupy RC (ang. rolling circle) zawieraja dwa rejo-
ny inicjacji replikacji. Inicjacja replikacji DNA rozpoczyna si¢ poprzez wiazanie biatka inicjatorowego w rejonie
dso (ang. double strand origin), naciecie jednej z nici DNA i syntez¢ nici potomnej wedlug modelu toczacego sie
kota. W wyniku tej syntezy powstaje jedna dwuniciowa czasteczka plazmidu oraz jedna jednoniciowa, ktorej re-
plikacja zachodzi przy udziale polimeraz RNA i DNA z rejonu sso (ang. single strand origin).

ture gtowki od szpilki (ang. hairpin) a nastep-
nie naciecie dso przez biatko Rep. Kolejnym
etapem jest wiazanie helikazy i synteza nici
wiodacej (z wykorzystaniem 3’OH wolego ko-
nca powstatego na skutek nukleolitycznej ak-
tywnosci Rep), w wyniku ktorej powstaje jed-
noniciowa czasteczka DNA. Ten intermediat
replikacyjny zawierajacy sso jest substratem
dla syntezy nici opoZnionej z udziatem bakte-
ryjnej polimerazy RNA (synteza starterow) i
holoenzymu DNA polimerazy III. Ostatnio za-
proponowano, ze specyficzne przejscie z syn-
tezy jednoniciowego intermediatu na synteze
plazmidowej czasteczki dwuniciowej moze
byc¢ istotnym elementem nadajacym plazmi-
dom RC mozliwos¢ replikacji w wielu gatun-
kach bakterii (KHAN 2000).

Do grupy plazmidéw IncP nalezy plazmid
RK2 (identyczny z plazmidem RP4), ktory jest
duzym kolistym plazmidem (60kpz) wyste-
pujacym w szeregu bakteriach z rodziny Ente-
robacteriace, Agrobacterium sp., Azotobacter
Sp., Bordetella sp., Vibrio sp., Methophilus sp.,
Pseudomonas sp., Acidobacter sp., Caulobac-
ter sp., Neisseria sp., Legionella sp., Acetobac-

RK?2 jest wiec nie tylko atrakcyjny jako modelo-
wy system w badaniach podstawowych, ale
rowniez badania nad RK2 moga doprowadzic
do uzyskania wynikow o walorach aplikacyj-
nych. Ostatnie lata przynosza coraz wiecej in-
formacji dotyczacych molekularnych mechani-
zmOw czyniacych plazmid RK2 zdolnym do
utrzymywania sie i propagacji w réznych ga-
tunkach bakterii. W przypadku plazmidu RK2
jedynie dwa czynniki kodowane w DNA pla-
zmidowym uczestnicza w inicjacji replikacji
jego DNA. §3 to: rejon inicjacji replikacji (oriV)
oraz biatko inicjatorowe TrfA (FIGURSKI i
HELINSKI 1979, THOMAS i wspotaut. 1980).
Biatko inicjatorowe TrfA syntetyzowane jest w
dwoch formach: o dlugosci 44kDa (TrfA-44)
oraz 33kDa (TrfA-33). Krotka forma biatka
(TrfA-33) jest wystarczajaca do inicjacji repli-
kacji RK2 w E. coli i szeregu innych bakterii.
Inicjacja replikacji RK2 w P. aeruginosa wyma-
ga dluzszej formy TrfA-44 (DURLAND i HELINSKI
1987). W obrebie minimalnej sekwencji origin
RK?2 znajduje si¢ pieC miejsc wiazania biatka
TrfA: cztery miejsca wiazania bakteryjnego
biatka DnaA oraz rejon bogaty w pary A+T i re-
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jonbogaty w pary G+C (KONIECZNY i wspolaut.
1997). Minimalna sekwencja origin RK2 jest
wystarczajaca do inicjacji replikacji w E. coli
oraz innych bakteriach Gram-ujemnych. Pozo-
state biatka niezbedne w procesie replikacji to
biatka bakteryjne (PINKEY i wspotaut. 1988,
KITTELL i HELINSKI 1991). Udalo si¢ zrekonstru-
owac in vitro, z wykorzystaniem 0CzySzczo-
nych enzymoéw, reakcje replikacji RK2
(KONIECZNY i HELINSKI 1997a). Proces ten wy-
maga matrycy DNA zawierajacej oriV, oczysz-
czonego biatka inicjatorowgo TrfA oraz bialek
E.coli: DnaA, helikazy DnaB, biatka DnaC, pri-
mazy DnaG, gyrazy, SSB — biatka wiazacego po-
jedyncza ni¢ DNA i holoenzymu polimerazy
DNA III. Podczas inicjacji replikacji RK2 do-
chodzi do wiazania biatka inicjatorowego TrfA
do iteronow (PERRI i wspotaut. 1991). Powsta-
je kompleks inicjacyjny. Podobnie jak inne pla-
zmidowe biatka inicjatorowe, TrfA wystepuje
w postaci dimeru, jednak do DNA wiaze si¢
jako monomer. Wykazano, ze biatko opiekun-
cze E. coli ClpX aktywuje TrfA podczas inicjacji
replikacji (KONIECZNY i HELINSKI 1997b). Akty-
wagcja ta polega na monomeryzacji dimerycz-
nej formy biatka TrfA. Podobne wyniki otrzy-
mano dla bialka inicjatorowego plazmidu P1
(RepA), ktore jest aktywowane przez biatka
opiekuncze DnaK, DnaJ, GrpE oraz CIpP
(KONIECZNY i ZYLICZ 1999). Ostatnio stwier-
dzono, ze inne biatko ClpB (nalezace do rodzi-
ny Hspl100) wraz z bialkami opiekunczymi
DnaK, DnaJ i GrpE tworzy alternatywny system
aktywujacy TrfA (KONIECZNY i LIBEREK 2002).
Wydaje sig, ze proces aktywacji nie jest ograni-
czony jedynie do bakterii E. coli i aktywacja
TrfA w innych gatunkach bakterii zachodzi z
udzialem homologicznych lub/i analogicznych
systemoOw biatek opiekunczych.

Biatko TrfA wiazac si¢ z sekwencjami itero-
now powoduje destabilizacje podwojnej helisy
DNA w obrebie rejonu bogatego w pary A+T
(KONIECZNY i wspotaut. 1997). W odréznieniu
od inicjacji replikacji w oriC, bialko DnaA
E. coli nie jest czynnikiem odpowiedzialnym za
powstanie kompleksu otwartego RK2, a jedy-
nie stabilizuje ta strukture. Nasze badania wy-
kazaly, ze rOwniez biatka homologiczne DnaA
wyizolowane z bakterii Pseudomonas sp. stabi-
lizuja struktur¢ kompleksu otwartego oriV. W
odréznieniu, biatka DnaA Bacillus subtilis i
Streptomyces lividans nie stabilizuja tej struk-
tury (CASPI i wspolaut. 2000). Przypuszcza sie,
ze moze to byc jeden z czynnikOw uniemozli-
wiajacych inicjacje replikacji DNA RK2 w bak-

teriach Gram dodatnich. Otwarcie struktury
origin jest warunkiem zwiazania helikazy, kto-
ra po utworzeniu kompleksu z jedna z nici
DNA rozwija dwuniciowa helis¢ DNA.

Mechanizm wiazania helikazy i aktywacji
kompleksu helikazy niesie wiele pytan i to bez
wzgledu na badany system. Praktycznie dla
zadnego modelu badawczego, prokariotyczne-
go czy eukariotycznego, nie poznano w petni
mechanizmu tworzenia kompleksu preprimo-
somu — wiazania helikazy do DNA (BAKER i
BELL 1998, EGELMAN 1998). Nie wiadomo w
jaki sposOb najczeSciej pierScieniowe, heksa-
meryczne struktury helikaz replikacyjnych
wiaza sie¢ z DNA. Obecnie za najbardziej praw-
dopodobne uwaza si¢c otwarcie struktury piers-
cienia i ponowne jej zamkniecie z jednonicio-
wym DNA znajdujacym si¢ w Srodku heksame-
ru. W ostatnich latach udalo sie uzyskac pierw-
sze opisy struktury niektorych helikaz replika-
cyjnych (PATEL i PICHA 2000). Co ciekawe, do
tej pory znajomoSC budowy krystalicznej nie
spowodowata przetomu w rozumieniu bioche-
micznego mechanizmu rozwijania podwojnej
helisy DNA. W badaniach replikacji chromoso-
mu E. coli oraz plazmidowych systemow specy-
ficznych dla tej bakterii, opisano szereg istot-
nych oddziatywan biatek replikacyjnych z heli-
kaza DnaB E. coli. Wykazano, ze helikaza E. coli
tworzy kompleks z biatkiem inicjatorowym
DnaA (MARSZALEK i KAGUNI 1994). Od-
dziatywanie to jest istotne dla powstania kom-
pleksu preprimosomu i w konsekwencji po-
zwala na wiazanie helikazy z jednoniciowym
DNA w rejonie A+T w obrebie kompleksu
otwartego oriC. Rowniez bialka inicjatorowe
plazmidow, pSC101 i ROK, tworza kompleksy z
helikaza (RATNAKAR i wspolaut. 1996, LU i
wspolaut. 1998, DATTA i wspolaut. 1999). Od-
dzialywania te sa niezbedne w inicjacji replika-
¢ji DNA tych plazmidow, jednak rola bakteryj-
nego bialka DnaA na tym etapie inicjacji repli-
kacji pozostaje nie wyjaSniona. Sugeruje si¢, ze
oddziatywanie bialek DnaA-DnaB nie jest kry-
tyczne dla replikacji plazmidowego DNA
pSC101 i R6K w E. coli.

Wykazano ponadto, ze w odr6znieniu od
plazmidow pSC101 i RO6K, w przypadku RK2
inicjacja replikacji DNA tego plazmidu w ko-
morkach bakteii E. coli jest zalezna od od-
dziatywania DnaA-DnaB (KONIECZY i HELINSKI
1997a). Etapem posrednim jest kompleks heli-
kazy DnaB, zawierajacy rowniez biatka DnaA i
DnaC, obserwowany w rejonie sekwencji Dna-
A-box (PACEK i wspotaut. 2001). Helikaza DnaB
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przy udziale TrfA ulega translokacji do rejonu
otwartego A+T. Interesujace okazaty si¢c badania
z wykorzystaniem helikaz wyizolowanych z
bakterii P. putida i P. aeruginosa. W odroznie-
niu od helikazy E. coli biatka te wiaza sie w oriVi
sa aktywne w rozwijaniu matrycy RK2 bez
udzialu dodatkowego czynnika ATP-azy DnaC
(CASPI i wspotaut. 2001). Do tej pory uwazano,
ze udzial biatek posiadajacych aktywnoSc¢ ATP-a-
zy podczas wiazania replikacyjnych helikaz do
DNA jest uniwersalny i zachowany w toku ewo-

Escherichia coli

TrfA-33
TrfA-44
O
DnaA e
B8 "\
DnaA-box iterony
DnaBC

N

sa zgodne z obserwacjami in vivo, w ktorych
mutanty delecyjne rejonu DnaA-box oriV wyka-
zywaly aktywnoS¢ replikacyjna w P. aerugino-
sa, ale nie w E. coli (DORAN i wspolaut. 1999b), a
replikacja RK2 w P. aeruginosa wymaga
udzialu dtuzszej formy TrfA i, w odroznieniu od
replikacji w E. coli nie jest inicjowana przez
krotka forme TrfA. Plazmid RK2, w zaleznoSci
od gatunku bakterii, wykorzystuje odmienne
mechanizmy inicjacji replikacji. Wydaje si¢
wiec, ze zdolnoSc inicjacji replikacji DNA RK2

Pseudomonas aeruginosa

TriA-44

Ryc. 3. Mechanizm inicjacji replikacji plazmidu RK2 w bakteriach Escherichia coli i Pseudomonas ae-
ruginosa.

Plazmid wykorzystuje odmienne, gatunkowo specyficzne mechanizmy wigzania bakteryjnej helikazy. Podczas
inicjacji replikacji RK2 w E. coli niezbedne jest oddzialywanie helikazy DnaB z biatkiem DnaA. Utworzenie kom-
pleksu helikazy w origin plazmidu wymaga tez udzialu biatka DnaC. Podczas inicjacji replikacji RK2 w P. aerugi-
nosa wiazanie helikazy jest DnaA i DnaC niezalezne. Helikaza tworzy kompleks z dtuzsza forma plazmidowego

biatka TrfA zwiazanego w rejonie iteronow.

lucji. Co wiecej, badania nasze wykazaly, ze w
odroznieniu od helikazy E. coli, helikazy Pseu-
domonas sp. tworza kompleks z dtuzsza forma
biatka TrfA zwiazana z iteronami, a utworzenie
takiego kompleksu oraz aktywnosc¢ helikazy nie
wymaga udziatu biatka DnaA (Ryc. 3). Wyniki te

w roznych gatunkach bakterii wynika z uniwer-
salnoSci struktur origin tego plazmidu i wyko-
rzystywaniu roznych typow gatunkowo-specy-
ficznych oddzialywan pomie¢dzy dwoma forma-
mi plazmidowego biatka TrfA a bakteryjnymi
biatkami replikacyjnymi.

SYSTEMY ZAPEWNIAJACE ROWNOMIERNY ROZDZIAl CZASTEK PLAZMIDOWYCH ORAZ
PLAMIDOWE SYSTEMY PROGRAMOWANE] SMIERCI KOMORKI

Inicjacja replikacji i synteza DNA nie s3 je-
dynymi procesami zapewniajacymi plazmi-

dom o szerokim zakresie gospodarzy bytowa-
nie w roznych gatunkach bakterii. Jak juz
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wspomnialem, jednym z procesOw niezbed-
nych do rozprzestrzeniania si¢ plazmidowych
czasteczek DNA w populacji bakterii tego sa-
mego gatunku lub pomiedzy réznymi gatunka-
mi bakterii jest proces koniugacji. Procesami
niezbednymi do stabilnej propagacji plazmido-
wego DNA jest rozdzial multimerycznych
czasteczek plazmidowych (ang. multimer reso-
lution systems, mrs), rozdzial plazmidow do
komorek potomnych (ang. partitioning) oraz
plazmidowe systemy programowanej Smierci
komorki (post segregational killing, psk).
Obecnie procesy zwiazane z dynamika plazmi-
dowego DNA sa intensywnie analizowane
przez wiele grup badawczych (HIRAGA 2000,
GORDON i WRIGHT 2000, MOLLER-JENSEN i
wspotaut. 2000). Okazato sie, ze czasteczki pla-

zmidowe zgrupowane sa w SciSle okreslonych
miejscach w komorce bakteryjnej i ulegaja par-
tycji w trakcie cyklu komorkowego. Molekular-
ny mechanizm tych procesow nie jest w pelni
poznany. Systemy psk, oparte zazwyczaj na ko-
dowanych przez plazmid toksynie i antytoksy-
nie, eliminuja z populacji komorki bakteryjne,
ktore utracity plazmid zapewniajac w ten spo-
soOb stabilne utrzymywanie plazmidu w popu-
lacji bakterii. Nalezy podkresli¢, ze systemy
partitioning, mrs czy psk kodowane przez pla-
zmidy o szerokim zakresie gospodarza, takie
jak RK2, doskonale spelniaja swoja role w wie-
Iu gatunkach bakterii. Molekularny mecha-
nizm czy mechanizmy tych proceséw nie zo-
stalty w pelni poznane.

PODSUMOWANIE

Plazmidy o szerokim zakresie gospodarzy
ze wzgledu na swa specyfike stanowia bardzo
interesujacy obiekt badawczy. Dopiero teraz
zaczynamy poznawac kompleksowosc tych po-
zachromosomalnych elementow genetycz-
nych. Co wiecej, mozliwe staje si¢ wykorzysta-
nie zdobywanej wiedzy w biotechnologii. Pla-
zmidy o szerokim zakresie gospodarzy sa wy-
korzystywane jako wektory pomi¢dzy komor-
kami prokariotycznymi i eukariotycznymi. Sto-
suje si¢ je rowniez jako systemy ekspresji ge-
now, w ktorych precyzyjnie regulowana jest
ilos¢ kopii matrycy DNA. Poznanie mechani-

zmow replikacji DNA w wielu gatunkach bak-
terii, oprocz aspektu czysto poznawczego,
moze pozwoli¢ na konstrukcj¢ nowych lekow
antybakteryjnych. Interesujaca wydaje si¢ mo-
zliwos¢ wykorzystania plazmidowych syste-
mow programowanej Smierci komorki w wal-
ce z patogennymi drobnoustrojami. Plazmidy
o szerokim zakresie gospodarzy moga stwo-
rzy¢ mozliwosci konstruowania uniwersal-
nych, specyficznych wzgledem wielu gatun-
kow bakterii, Srodkow farmakologicznych no-
wej generacji.

BROAD-HOST RANGE PLASMIDS

Summary

Broad-host-range plasmids are model systems for
exploring replication mechanisms in diverse bacterial
species and can extend our understanding of univer-
sal rules guiding DNA metabolism. Despite extensive
work carried out in many laboratories, several critical
aspects of the plasmid DNA metabolism still remain
unclear. This review is restricted to specification of
the molecular events during theta replication initia-
tion of the iteron containing broad-host-range

plasmids. The discussion concerns RC (rolling circle)
broad-host-range plasmids replicating via sigma mode
and the well biochemically characterized initiation of
replication at Escherichia coli oriC. Recent extensive
biochemical investigations of replication initiation of
narrow-host-range plasmids: pSC101, R1, P1, F, ROK,
and broad-host- range plasmids RSF1010 and RK2 al-
low us to discuss the specificity of DNA replication ini-
tiation at broad-host- range origins.
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