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LINIOWE PLAZMIDY BAKTERYJNE

WPROWADZENIE

Problem replikacji 3’ koficow liniowych
czasteczek DNA wynika z wlaSciwosci po-
wszechnie wystepujacych polimeraz replika-
cyjnych. Zapoczatkowanie przez nie syntezy
nowego tancucha DNA na starej matrycy nie
odbywa si¢ samoistnie, a poprzez dolaczenie
deoksyrybonukleotydu do grupy OH na 3’ ko-
Acu tzw. primera, najczesciej krotkiego RNA
komplementarnego do poprzedzajacego start
replikacji rejonu matrycy. Dlatego replikacja li-
niowego DNA przez polimeraze prowadzi do
skracania koncow 5’ nowo syntetyzowanych
nici w kazdej rundzie. W chromosomach orga-
nizmOw eukariotycznych problem replikacji
koncow  zostal rozwiazany przez ich
wydluzanie o setki kopii identycznych frag-
mentow DNA, z udzialem enzymu telomerazy.
W wiekszoSci chromosomow i plazmidow bak-
teryjnych prostym ominieciem tego problemu
okazata si¢ cyrkularyzacja czasteczek DNA.
Jeszcze do niedawna koliste czasteczki DNA
uznawano za atrybut organizmow prokario-
tycznych. Dopiero badania ostatnich kilkuna-
stu lat doprowadzity do wykrycia liniowych
form DNA u bakterii.

Liniowe plazmidy zidentyfikowano u bak-
terii Gram-dodatnich z rodzaju Streptomyces,
Rhodococcus, Mycobacterium, Clavibacter,
Lactobacillus oraz u bakterii Gram-ujemnych z
rodzaju Borrelia, Xantobacter, Klebsiella
(ROUSSEL i wspotaut. 1993, NETOLITZKY i
wspotaut. 1995, PICARDEAU i VINCENT 1997,
BERGERON i wspotaut. 1998, PALMER i

wspolaut. 2000, Uz i wspotaut. 2000, RAVEL i
wspotaut. 2000, KRUM i ENSIGN 2001,
GOETHALS i wspotaut. 2001, SHIMIZU i
wspotaut. 2001, BROWNK i wspotaut. 2002,
PANG i wspotaut. 2002). Czesto warunkuja one
lekoopornos¢ lub infekcyjnos¢ patogennych
szczepOw  bakteryjnych ~ (MEINHARDT i
wspotaut. 1997, RAVEL i wspotaut. 1998). Wiele
z nich to megaplazmidy, kodujace enzymy
calych szlakow metabolicznych zwiazanych z
wykorzystaniem  okreSlonych  zwiazkow
(SVEKI i wspotaut. 1999). Niektore oprocz
funkcji plazmidowych koduja funkcje fagowe.
Profag bakteriofaga N15 Escherichia coli, po-
pularnej pateczki okreznicy, wystepuje w ko-
morkach tej bakterii w formie liniowego pla-
zmidu (RYBCHIN i SVARCHEVSKY 1999).

Z ponad piecdziesieciu zsekwencjonowa-
nych do tej pory chromosomow bakteryjnych
kilka ma strukture liniowych czasteczek DNA.
Liniowe chromosomy sa charakterystyczne dla
bakterii z rodzaju Saccharopolyspora, Strepto-
myces, Borrelia i prawdopodobnie Coxiella
(VOLFF i ALTENBUCHNER 2000, WILLEMS i
wspolaut. 1998). U patogennego dla roslin
szczepu C58 Agrobacterium tumefaciens je-
den liniowy i jeden kolisty chromosom
skladaja si¢ na calos¢ genomu (GOODNER i
wspotaut. 2001). Przypuszczalnie liniowe
chromosomy bakteryjne powstaly z kolistych
chromosomow na skutek ich rekombinacji z li-
niowymi plazmidami. U bakterii z rodzaju
Streptomyyces i Borrelia liniowe chromosomy
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wspolistnieja z liniowymi plazmidami o struk-
turze i, czesto, sekwencji koncow podobnej do
struktury i sekwencji koncoéw chromosomow
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Ryc. 1. Struktura liniowych plazmidow bakteryjnych.

(A) Struktura plazmidow o koncach 5’ kowalencyjnie zwiazanych z biatkiem. Rejony koicowych odwroconyh
powtorzen podobnych sekwencji (TIR) oznaczono strzatkami. Biatka kowalencyjnie zwiazane z koficami 5’ nici
DNA (TP) oznaczono czarnymi kropkami. (B) Struktura plazmidow o kowalencyjnie zamknietych koncach (wg

HINNEBUSHA i TILLY 1993).

ich bakteryjnego gospodarza (CASJENS i
wspotaut. 1997, BEY i wspotaut. 2000, CASJENS i
wspotaut. 2000, SPATZ i wspotaut. 2002).
Wewnatrz komorki liniowe replikony droga
rekombinacji moga wymienia¢ si¢ koncami
(P1zA i wspotaut. 1998).

Zaobserwowano dwa typy liniowych pla-
zmidoéw i chromosomow bakteryjnych roéz-
nigce si¢ struktura koncow, zwanych proka-

biatkiem, mniej liczny — czasteczki o kowalen-
cyjnie zamknietych konicach, przypomi-
najacych strukture szpilki do wlosow. W obu
typach czasteczek sekwencja jednego konca
powtarza si¢ w odwrotnej orientacji na prze-
ciwleglym koncu, a utworzone w ten sposob
rejony koficowych odwroconych powtorzen
(ang. terminal inverted repeat, TIR), moga byc¢
roznej dlhugosci.

WYSTEPOWANIE I ZNACZENIE LINIOWYCH PLAZMIDOW

Badania nad liniowymi plazmidami prowa-
dzone sa gtownie w zwiazku z ich mechani-
zmem replikacji, wystepowaniem w szczepach
bakterii o szczeglOlnym znaczeniu dla cztowie-
ka, a takze uzytecznymi lub zwiazanymi z pato-
gennoScia cechami fenotypu. U bakterii Gram-
dodatnich najwiecej liniowych plazmidow wy-
izolowano z bakterii rodzaju Streptomyces,
Rhodococus i Mycobacterium. Wszystkie one
naleza do rzedu promieniowcow, Actinomyce-
tes, obejmujacego szereg wolnozyjacych bakte-
rii glebowych i liczne patogeny.

Szczegolnie uzyteczne dla cztowieka sa bak-
terie rodzaju Streptomyces, kojarzone z ziemi-
stym zapachem lasow. Wytwarzaja one ponad
60% antybiotykow produkowanych przez
przemyst farmaceutyczny. Nosicielami niekto-
rych genOw zwiazanych z synteza antybioty-
kow przez szczepy Streptomyces sa liniowe
plazmidy. Na przyktad, synteza metylomycyny
przez S. coelicolor, aktynomycyny D przez

S. parvulus i chloramfenikolu przez §. venezu-
elae zalezy od obecnosSci w komorkach tych
szczepOw olbrzymich, liczacych odpowiednio
350, 520 i 130 tysiecy par zasad (tpz) dtugosci
liniowych plazmidow (MEINHARDT i wspotaut.
1997).

Rodzaj Rhodococcus skupia szereg bakterii
patogennych dla roslin, a takze bakterie zdolne
do degradacji ksenobiotykow (ang. xenobio-
tics) — zwigzkow typu pestycydow, sktadni-
kéw zanieczyszczen przemystowych czy le-
kow, nie wystepujacych normalnie w naturze,
ale obecnych w naszym Srodowisku. R. fa-
scians infekuje najrozniejsze gatunki roslin za-
poczatkowujac tworzenie si¢ tzw. galasow,
charakterystycznych wyro$li na liSciach. Gala-
sy tworza w roSlinie centra o specyficznych
wlasciwosciach metabolicznych, szczegolnie
korzystnych dla zycia R. fascians. Geny
zwiazane z tworzeniem galasow znajduja si¢ na
duzym, liczacym 200 tpz dlugosci, liniowym
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plazmidzie (MEINHARDT i wspotaut. 1997,
GOETHALS i wspotaut. 2001). Wszystkie badane
dotad wirulentne szczepy R. fascians zawieraly
podobne plazmidy.

Zdolnosc¢ szczepu BD2 R. opacus do degra-
dacji izopropylobenzenu i dichloroetenu zale-
zy od obecnosci w jego komorkach liczacego
210 tpz dhlugosci liniowego plazmidu
(DABROCK i wspoétaut. 1994, KESSELER i
wspotaut. 1996). Szczep B-276 R. corallinus
zdolny do utleniania tréjchloroetenu (TCE) za-
wiera az cztery liniowe plazmidy (SVEKI i
wspotaut. 1999). Gen kodujacy enzym mono-
oksygenaze alkenOw, niezbedny do utleniania
TCE, znajduje si¢ na jednym z tych plazmidow.
Inny szczep Rhodococus sp., RHA1, ma zdol-
nos$¢ do degradacji polichlorodwufenyli, tzw.
PCB (ang. polichlorynated biphenyl) stano-
wiacych jedno z bardziej toksycznych zanie-
czyszczen srodowiska. Proces degradacji prze-
biega przez szereg etapOw posSrednich zwiaza-
nych z aktywnoScia ponad dwudziestu enzy-
mow. Z trzech liniowych plazmidow obecnych
w komorkach RHA1 dwa najwieksze, pRHL1
(1100 tpz ) i pRHL2 (390 tpz) koduja po szeS¢
enzymOw uczestniczacych w procesie degra-
dacji (FUKUDA i wspotaut. 1998, MASAI i
wspotaut. 1997).

Niektore szczepy R. opacus sa chemolito-
autotrofami. Moga wykorzystywac¢ dwutlenek
wegla i wodor w postaci gazowej jako jedyne
zrodlo wegla i energii. Wiasciwos$c¢ te zawdzie-
czaja liniowym plazmidom obecnym w ich ko-
morkach. Dotad scharakteryzowano kilka ta-
kich plazmidéw, pHG201, pHG205 i pHG207,
o dtugosci odpowiednio 270, 280 i 225 tpz
(KALKUS i wspotaut. 1993). Jeden z nich,
pHG207, nabyl wysoka zdolnoS¢ koniugacyj-
nego transferu do innych szczepow R. opacus
poprzez rekombinacje swojego protoplasty,
pHG205, zinnym plazmidem koniugacyjnym.

Rodzaj Mycobacterium grupuje zaréwno
bakterie wolnozyjace, jak i patogenne. Z blisko
spokrewnionych ze soba, powszechnie wyste-
pujacych w srodowisku szczepow M. avium i
M. xenopi, M. brierii M. celatum wyizolowano
kilkanaScie liniowych plazmidow o dlugo-
Sciach od 20 do 320 tpz (PICARDEAU i VINCENT
1997, 1998). Okreslenie funkcji kodowanych
przez liniowe plazmidy rodzaju Mycobacte-
rium okazalo sie trudne ze wzgledu na wysoka
stabilnoS¢ tych plazmidoéw. Nieliczne udane
proby pozbycia si¢ ich z komorek wskazuja, ze
zaden nie jest niezbedny dla zycia bakterii. Nie
wiadomo czy posiadanie ktorego$ z liniowych

plazmidow przez mykobakterie wiaze si¢ z wi-
rulencja lub nabyciem innych korzystnych
cech. Analiza kompletnej sekwencji nukleoty-
dowej plazmidu pCLP M. celatum (23 tpz), po-
zwolila na identyfikacje geno6w zwiazanych z
replikacja i stabilna segregacja tego plazmidu
oraz mobilnych elementéw genetycznych (LE
DANTEC i wspotaut. 2001). Niektore geny pla-
zmidu pCLP sa homologami chromosomal-
nych genow M. tuberculosis, co wskazuje na
transfer informacji genetycznej pomiedzy li-
niowymi i kolistymi formami DNA w obr¢bie
rodzaju Mycobacterium. Potwierdzeniem tego
typu transferu jest organizacja genetyczna pla-
zmidu pCLP, ktora, z wyjatkiem liniowych ko-
ncow, jest typowa dla kolistych plazmidow.

Powszechne wystepowanie liniowych pla-
zmidow u bakterii Gram-ujemnych wydaje si¢
by¢ ograniczone do kretkow rodzaju Borrelia.
Wielu przedstawicieli tego rodzaju to grozne
patogeny czlowieka i zwierzat. Do najlepiej
znanych naleza B. burgdorferi, powodujaca
chorobe zwana borrelioza (ang. Lyme disease),
oraz B. hermsi i B. duttoni, powodujace
goraczke powrotna. Wszystkie gatunki Borre-
lia, oprocz liczacego okoto 0,9 -1 mln par za-
sad liniowego chromosomu, posiadaja liczne li-
niowe i koliste plazmidy. U infekcyjnego dla
czlowieka szczepu B. burgdorferi wykryto az
dziewiec kolistych i dwanascie liniowych pla-
zmidow — najwieksza znana liczbe pozachro-
mosomalnych  elementow  genetycznych
mogacych wspdlistnie¢c w jednej bakterii
(CASJENS i wspotaut. 2000). Z infekcyjnego
szczepy Ly B. duttoni rOwniez wyizolowano
dwanascie liniowych plazmidow rozniacych
sie wielkoscia od 11 do 200 tpz (TAKAHASHI i
wspotaut. 2000). Wszystkie wyizolowane z na-
turalnych Srodowisk szczepy Borrelia charak-
teryzuje obecnosc licznych liniowych plazmi-
dow. Na ogot wystepuja one w liczbie kopii po-
dobnej do liczby kopii chromosomu. Utrata
wiekszosci z nich nie pogarsza zdolnoSci bakte-
rii do wzrostu w pozywkach laboratoryjnych,
czesto natomiast idzie w parze z utratg infek-
cyjnosci dla tych ssakow, dla ktorych bakterie
te sa normalnie patogenne. Niektorych plazmi-
doéw nie zdotano usungc¢ z komorek. Mozliwe,
Ze s3 one mini-chromosomami kodujacymi wi-
talne funkcje.

Znaczaca frakcja DNA liniowych plazmi-
dow Borrelia jest w stanie intensywnych prze-
mian ewolucyjnych (CASJENS i wspolaut.
2000). Swiadcza o tym §lady licznych, czasami
bardzo niedawnych procesow wymiany DNA
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pomiedzy poszczegolnymi plazmidami. Na
przyktad, liniowy plazmid 1p56 B. burgdorferii
zawiera kopi¢ plazmidu podobnego do koliste-
go plazmidu cp32, co wskazuje, ze powstal on z
integracji przodka cp32 do genomu liniowego
plazmidu. Plazmid 1p54 zawiera dziewiec
dlugich rejoné6w homologii z plazmidem
cp32s. Jeszcze liczniejsze homologie wyste-
puja pomiedzy czasteczkami DNA r6znych li-
niowych plazmidéw. Znaczaca liczba homolo-
gii wskazuje na wielokrotna reprezentacje tych
samych lub podobnych funkcji we wspotist-
niejacych w komorce roznych plazmidach.
Zwielokrotnieniu kopii szeregu genow towa-

rzyszy zadziwiajaco duza liczba tzw. pseudoge-
now, sekwencji wysoce homologicznych do
funkcjonalnych gendéw, lecz zawierajacych
mutacje, ktore znosza ich zdolnosci kodujace.
Mozliwe, ze liczne plazmidy Borrelia pelnia
role magazynu dla wielu kopii genow podle-
gajacych niezaleznym procesom ewolucyjnym.
Zdolnosc do ekspresji podobnych, ale nie iden-
tycznych gendéw z réznych plazmidow praw-
dopodobnie przyczynia si¢ do przySpieszonej
dynamiki zmian powierzchniowych antyge-
now komorkowych tej bakterii. To z kolei
zwicksza mozliwoSci ukrycia sie przed syste-
mem immunologicznym gospodarzy Borrelia.

REPLIKACJA LINIOWYCH PLAZMIDOW

Replikacja liniowych plazmidow i chromo-
somow bakteryjnych rozpoczyna sie dwukie-
runkowo wewnatrz czasteczek ich DNA, a miej-
sca inicjacji replikacji reprezentuja rozne typy
replikonoéw (ZAKRZEWSKA-CZERWINSKA i
SCHREMPF 1992, CALCUTT i SCHMIDT 1992,
KIESERK i wspotaut. 1992, SHIFFMAN i COHEN
1992, CHANG i COHEN 1994, Musiatowski i
wspotaut. 1994, CHANG i wspoétaut. 1996,
FISCHER i wspotaut. 1998, QIN i COHEN, 1998,
REDENBACH i wspoétaut. 1999, PICARDEAU i
wspotaut. 2000, HIRATSU i wspotaut. 2000). Nie-
ktore z nich przypominaja replikony kolistych

plazmidow lub chromosomoéw bakteryjnych.
Brak roznic pomiedzy replikonami liniowych i
kolistych plazmidow potwierdza mozliwosc¢ re-
plikacji liniowych plazmidow pozbawionych
rejonow telomerow jako kolistych czasteczek
DNA (FERDOWS i wspolaut. 1996). Informacja
potrzebna dla odtworzenia struktury telome-
row zawarta jest w sekwencji samych telome-
row i w genach dla rozpoznajacych te sekwen-
cje specyficznych bialek (BAO i COHEN 2001,
YANG i wspotaut. 2002, RAVIN i wspotaut. 2001,
CHACONAS i wspotaut. 2001). Nie sa one specy-
ficzne dla typu replikonu.

LINIOWE PLAZMIDY O KONCACH 5’ ZWIAZANYCH Z BIALKIEM

Kofice zwiazane z bialkiem wykryto w
czasteczkach liniowych plazmidow bakterii
Gram-dodatnich z rodzaju Streptomyces, Rho-
dococcus i Mycobacterium, nalezacych do rze-
du Actinomycetes, oraz w liniowych chromoso-
mach bakterii z rodzaju Streptomyces i Saccha-
ropolyspora (MEINHARDT i wspotaut. 1997,
VOLFF i ALTENBUCHNER 2000, HINNEBUSCH i
TILLY 1993, PICARDEAU i VINCENT 1998,
SHIMIZU i wspotaut. 2001, KALKUS i wspotaut.
1998). Sa one wrazliwe na trawienie egzonukle-
azg I1I, ktora usuwa nukleotydy z konca 3’ dwu-
niciowego DNA. Obecnos$¢ zwigzanego biatka
sygnalizuje zmiana ruchliwosci elektroforetycz-
nej koncowych fragmentow DNA po trawieniu
enzymem proteolitycznym, proteinaza K.

Dwukierunkowa replikacja z wewnetrz-
nych rejonow origin w czasteczkach tych pla-
zmidow osiaga koniec 5’ kazdej matrycy przez
dotaczanie nuleotydéw do konca 3-OH nowo
syntetyzowanej nici. Replikacja w kierunku 3’

matrycy nie osiaga konca. W badaniach nad
plazmidem pSLA2-M S. rochei zaobserwowano
powstawanie posSrednich form replikacyjnych
— dwuniciowych czasteczek DNA o koncach 5’
skroconych o okoto 280 nukleotydow w sto-
sunku do koficow 3’ (CHANG i COHEN 1994).
Przypuszczalnie podobne formy posrednie
tworzone sa podczas replikacji innych plazmi-
dow bakteryjnych o koncach zwiazanych z
biatkiem. Dosyntetyzowywanie koncow 5’, za-
lezne od biatek terminalnych i sekwencji telo-
merowych, zachodzi na drodze nieznanego
mechanizmu.

Badania nad liniowymi plazmidami i chro-
mosomami Streptomyces wskazuja na skompli-
kowana budowe¢ ich rejonéw telomerowych.
Dlugos$¢ odwroconych powtdrzen (TIR) na
koncach czasteczek plazmidowego DNA waha
sie od 44 par zasad w liczacym 50 tpz plazmi-
dzie pSLP2 (CHEN i wspotaut. 1993 do 95 tpzw
liczacym 387 tysiecy par zasad plazmidzie
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pPZG101 S. rimosus (GRAVIUS i wspolaut.
1994). Rejony TIR chromosomu Streptomyces
rimorus maja az 550 tysiecy par zasad dlugosci
(P1ZA i wspotaut. 1997). Mimo podobienstwa,
lewy i prawy rejon TIR moga zawierac rozniace
si¢ zasady lub fragmenty, co sugeruje zacho-
dzenie niezaleznych zmian w ich sekwencjach.
Sekwencje koncowych 168 nukleotydow wig-
kszoSci liniowych plazmidow i chromosomoéw
Streptomyces okazaly si¢ niemal identyczne
(HUANG i wspotaut. 1998, HIRATSU i wspotaut.
2000, STOLL i wspotaut. 2000). Wszystkie za-
czynaja si¢ od liczacego 13 nukleotydoéw rejo-
nu o charakterze palindromu (5-CCCGC-
GGAGCGGG-3") i zawieraja oprocz jego po-
wtorzen powtorzenia innych sekwencji palin-
dromicznych w takiej kolejnosci i orientacji, ze
moga one razem tworzy¢ skomplikowane
struktury drugorzedowe (HUANG i wspotaut.
1998, HIRATSU i wspotaut. 2000). Sugerowano,
ze struktury te sa istotne dla inicjacji replikacji
telomerow. Jednak niemoznoSc¢ ich tworzenia
przez konce chromosomu §. griseus i nielicz-
nych liniowych plazmidow, ktorych sekwen-
cja odbiega od typowej lub zawiera tylko jej
fragmenty, przecza takiej hipotezie (GOSHI i
wspotaut. 2002). Ponadto konce szeregu linio-
wych plazmidow Mycobacterium i Rhodococ-
cus nie moga tworzy¢ podobnych struktur
(PICARDEAU i VINCENT, 1998, KALKUS i
wspotaut. 1998, SHIMIZU i wspotaut. 2001).

Oprocz liniowych plazmidow Streptomuy-
ces, Rhodococcus i Mycobacterium kofice 5’
zwiazane z biatkiem sa charakterystyczne dla li-
niowych plazmidéw wyizolowanych z cytopla-
zmy, mitochondriow lub plastydow komorek
grzybow, alg lub roSlin wyzszych oraz dla
czasteczek DNA adenowirusOw i niektorych
bakteriofagdw. Podobienstwo struktury ko-
ncow oraz zdolnos¢ do replikacji z odtworze-
niem liniowej formy DNA staly si¢ podstawa
do nadania tym elementom genetycznym
wspolnej nazwy — inwertron (SAKAGUCHI
1990).

Zapoczatkowanie replikacji koncow ele-
mentéw typu inwertronu poznano na
przyktadzie bakteriofaga phi29 Bacillus subti-
lis (SALAS 1999, MEIJER i wspotaut. 2001). Telo-
mer shuzy tu jako miejsce startu replikacji, a
biatko zwigzane do koncow 5° DNA (ang. ter-
minal protein TP) jako primer dla specyficzne;j
polimerazy DNA phi29. W reakcji zapoczatko-
wania replikacji polimeraza DNA tworzy kom-
pleks z TP, a nastepnie katalizuje powstanie
wiazania kowalencyjnego pomiedzy grupa hy-

droksylowa (OH) reszty serynowej TP, a deok-
syrybonukleotydem (dAMP). Zwiazane z
biatkiem dAMP staje si¢ pierwszym nukleoty-
dem nowo syntetyzowanej nici DNA. Chociaz
dAMP jest poczatkowo przylaczane do TP w
pozycji komplementarnej do drugiego T ma-
trycy powstaly kompleks §lizga sie wstecz ma-
trycy, do pozycji komplementarnej z jej pierw-
szym T. Poslizg mozliwy jest dzieki obecnoSci
na koncach DNA phi29 ciagu trzech T
wchodzacych w sktad szeScionukleotydowej
sekwencji (5’-TTTCAT-3"). W ten sposob odzy-
skiwana jest informacja zakodowana w skraj-
nym nukleotydzie 3’ matrycy. Po posSlizgu
wzdhuz matrycy polimeraza DNA pozostaje w
kompleksie z TP podczas dolaczania do nici
DNA kilku dalszych nukleotydow. Zmiana kon-
formacji kompleksu powoduje odtaczenie TP
od polimerazy kiedy nowa ni¢ DNA ma juz wy-
starczajaca dtugoS¢ by sama mogta stuzyc jako
primer.

Powtorzenia identycznych nukleotydow
na koncach czasteczek DNA s3 typowe dla
adenowirusa (KING i VAN DER VLIET 1994) i
bakteriofagdéw o strukturze inwertronow, a
replikacja ich czasteczek DNA zachodzi na za-
sadzie mechanizmu podobnego do replikacji
bakteriofaga phi29. Nie jest jasne czy mimo
podobienstwa struktur konce bakteryjnych
plazmidow i chromosomoOw typu inwertronu,
ulegaja replikacji na zasadzie podobnego me-
chanizmu. Wszystkie one, z wyjatkiem ko-
ncow chromosomu §. griseus, zaczynaja si¢ od
przynajmniej dwoch identycznych nukleoty-
dow (PICARDEAU i VINCENT 1998, HUANG i
wspotaut. 1998, SHIMIZU i wspotaut. 2001,
SPATZ i wspotaut. 2002, GOSHI i wspolaut.
2002). Jednak terminalne biatka liniowych
plazmidoéw i chromosomow Streptomyces nie
wykazuja homologii z terminalnymi biatkami
innych elementéw o strukturze inwertronu
(BAO i COHEN 2001, YANG i wspotaut. 2002).
Zamiast tego zawieraja one fragment o stabej
homologii do enzymow typu odwrotnej tran-
skryptazy, zdolnych do syntezy DNA na matry-
cy RNA.

Najprawdopodobniej terminalne biatka
zwiazane z przeciwleglymi koncami plazmi-
dow Streptomyces wchodza ze soba w interak-
cje, co prowadzi do powstania wewnatrz ko-
morek pseudo-kolistych form DNA plazmido-
wego. W przypadku chromosomow Strepto-
myces uzyskano juz dowody na interakcje po-
miedzy terminalnymi biatkami tej samej
czasteczki DNA (YANG i wspotaut. 2002).
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Terminalne biatka liniowych plazmidow in-
nych bakterii Gram-dodatnich nie zostaly
dotad poznane. Plazmid pCLP M. celatum ko-
duje biatko podobne do resolwaz, endonukle-
az bioracych udziatl w rozdzielaniu poSrednich

form rekombinacyjnych czasteczek DNA (LE
DANTEC i wspotaut. 2001). Zaproponowano, ze
by¢ moze uczestniczy ono w odtwarzaniu li-
niowych koficow tego plazmidu (QIN i COHEN
1998).

LINIOWE PLAZMIDY O KOWALENCYJNIE ZAMKNIETYCH KONCACH

Liniowe plazmidy o kowalencyjnie za-
mknietych koficach wykryto wylacznie u bak-
terii Gram-ujemnych. Pojedyncze izolaty ta-
kich plazmidoéw opisano u Klebsiella oocyta,
Xantobacter, Yarsinia pestis i E. coli (Mein-
hard i wspotaut. 1997, RYBCHIN i SVARCHEVSKY
1999, DENEKE i wspotaut. 2002). Powszechnie
plazmidy tego typu wystepuja jedynie u kret-
kow rodzaju Borrelia, ktorych liniowe chro-
mosomy maja podobna struktur¢ koncow
(CASJENS 1999). Kowalencyjnie zamkni¢te ko-
Ace plazmidoéw bakteryjnych przypominaja
struktura konce liniowych czasteczek DNA mi-
tochondrialnego okresSlonych gatunkéw dro-
zdzy oraz konce niektorych duzych wirusow,
takich jak pokswirusy i irydopokswirusy.

Najlepiej poznanym plazmidem o kowalen-
cyjnie zamknietych koncach liniowego DNA
jest profag bakteriofaga N15 E. coli (RYBCHIN i
SVARCHEVSKY 1999). Bakteriofag N15 struk-
tura wirionu i dlugoscia genomu (46,4 tpz)
przypomina bakteriofaga A. Sekwencje geno-
mow N15 i A sa w duzej czeSci homologiczne
(RAVIN i wspotaut. 2000). W odroznieniu od A
N15 nie ma zdolnosci integracji do chromoso-
mu lecz lizogenizuje bakterie jako niskokopio-
wy plazmid. Po infekcji komorek liniowe DNA
faga N15 ulega cyrkularyzacji poprzez ligacje
lepkich koncow cosL i cosR (Ryc. 2).

Zapoczatkowanie lizogenii wiaze sie z prze-
cieciem kolistej formy DNA N15 w miejscu
tell/R, ktore stuzy jako substrat do wytworze-
nia kowalencyjnie zamknietych koncow linio-
wego plazmidu-profaga. Bialkiem Kkatali-
zujacym przeciecie tell /R i wytworzenie telo-
merow jest produkt genu felN N15, jedynego
genu niezbednego dla utrzymania profaga N15
w liniowej formie (DENEKE i wspotaut. 2000,
RAVIN i wspotaut. 2001).

Rejony telomerowe N15 zawieraja 28-mio
nukleotydowe sekwencje o charakterze palin-
dromu, zakonczone czteronukleotydowa jed-
noniciowa petla utworzona przez kowalencyj-
nie zamkniete konce (Ryc. 2). Sekwencje obu
koncow sa prawie identyczne (26/28). Miej-
sce, ktore stanowi substrat dla utworzenia telo-

merow w dwuniciowym DNA faga N15
(telL/R), obejmuje 56-cio nukleotydowy palin-
drom, ktorego lewe i prawe rami¢ roznia si¢
tylko w pozycji odleglej o -12 i +14 nukleoty-
dow od centrum palindromu. Tworzacy ideal-
ny palindrom 22 nukleotydowy rejon central-
ny tellL/R, zwany telO, graniczy z obu stron z
ciagami trzech odwroconych wzgledem siebie
powtorzen podobnej dziewi¢cionukleotydo-
wej sekwencji (taacAgaACA): tosLl-tosR1,
tosL2-tosR2 i tosL3-tosR3.

Replikacja plazmidu N15 zalezy od genu re-
plikacyjnego repA i rozpoczyna si¢ dwukierun-
kowo w rejonie inicjacji (ang. origin) znaj-
dujacym sie wewnatrz tego genu (Ryc. 2) Re-
plikacja plazmidow pozbawionych felN prowa-
dzi do powstania kolistych dimerow, w kto-
rych poszczegolne czasteczki granicza ze soba
rejonami tell i telR (RAVIN i wspotaut. 2001).
Indukcja syntezy TelN w komorkach zawie-
rajacych posrednie formy dimeryczne powo-
duje odtworzenie liniowych czasteczek N15.
Funkcja TelN nie zalezy od typu relikonu, a tyl-
ko od sekwencji telomerowych N15. W obec-
nosci biatka TelN pochodne kolistych plazmi-
dow F i P1 ze sklonowanym rejonem tell/R
byly utrzymywane w komorkach jako liniowe
plazmidy. Tworzenie kolistych dimerow pla-
zmidowego DNA jako posrednich form repli-
kacyjnych doprowadzilo do zrozumienia me-
chanizmu odtwarzania liniowych telomeréow
w procesie replikacji N15 (Ryc. 3). Wyniki do-
tychczasowych badan wskazuja, ze jedyna rola
TelN jest przecinanie zreplikowanych rejonow
telomerowych kolistych dimeréw lub wcze-
$niejszych form replikacyjnych i tworzenie ko-
walencyjnych wiazan pomiedzy koncami kom-
plementarnych nici DNA.

Mechanizm odtwarzania liniowej struktury
plazmidow Borrelia w trakcie replikaji okazat
sie podobny do zaobserwowanego u profaga
N15. Wymaga on zakonserwowanej sekwencji
telomerow plazmidowych. Sekwencje konco-
wych 25-ciu nukleotydow liniowych plazmi-
dow i chromosomOw Borrelia oraz profaga
N15 sa homologiczne (CASJENS i wspotaut.
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Ryc. 2. Struktura liniowego plazmidu profaga N15 i jego rejonow telomerowych.

(A) Wewnatrzkomorkowa konwersja liniowego DNA faga N15 do liniowego plazmidu profaga. (B) Organizacja
genomu profaga N15. Geny N15 niezbedne dla stabilnego utrzymania profaga jako liniowego plazmidu zazna-
czono na schemacie kolorem czarnym. Miejsca wiazania represora funkcji fagowych, produktu genu ¢B (CB),
oznaczono strzatkami pod schematem genomu. Miejsca centromerowe wiazace bialko ParB i niezbedne dla sta-
bilnej segregacji plazmidu N15 oznaczono ostrzami skierowanych do dotu tréjkatow. (C) Struktura telomerow
profaga N15 (zelL i telR) oraz rejonu tell/R w DNA faga N15. Rejon tell/R jest czeScia dtuzszego rejonu zwanego
tos (z ang. telomerase occupancy site), stuzacego jako substrat do wytworzenia telomerow i zawierajacego dwie
dodatkowe (nie pokazane na rysunku) pary odwroconych powtorzen sekwencji taacAgaACA: fosL2-tosR2,
tosL1-tosR1 (objasnienia w tekScie) (wg RYBCHINA i SVARCHEVSKYEGO 1999, RAVINA i wspotaut. 2001,
GRIGORIEVA i LOBOCKIEJ 2001).

1997). Wszystkie one zawieraja przy koncu Kolisty plazmid, ktory zawierat zrepliko-
heksanukleotyd TATAAT. Identyczny heksanu- wany rejon fellL (telLL) liniowego plazmidu
kleotyd wystepuje przy koficach czasteczek 1pl7 B. burgdorferii po wprowadzeniu do
DNA wirusa Swinskiej goraczki afrykanskiej komorek tejbakterii byt stabilnie utrzymywa-
(ASFV) i wirusa ospy, ktorych liniowe genomy ny w formie liniowego plazmidu o koncach
maja kowalencyjnie zamkniete konce. identycznych z tell Ipl7 (CHACONAS i

wspotaut. 2001). Jeden z kolistych plazmi-
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dow B. burgdorferii zawiera gen (BBB03),
ktorego produkt wykazuje homologie z
biatkiem TeIN N15. Oczyszczony produkt
tego genu, ResT, okazat si¢ wystarczajacy do
trawienia dwuniciowego fragmentu DNA za-
wierajacego fellLl, z utworzeniem dwoch
fragmentow DNA o kowalencyjnie zamknie-
tych koficach powstaltych w miejscu trawie-
nia (KOBRYN i CHACONAS 2002). Badania nad
biatkami TelN N15 (DENEKE i wspotaut. 2000,

ori

nych koncéw przeciwleglych nici tego same-
go tancucha DNA (Ryc. 4). Minimalny frag-
ment DNA wymagany dla wydajnego odtwo-
rzenia telomerow N15 przez TelN pokrywa
sie z rejonem telL/R (Ryc. 2C). Udato si¢ roz-
dzieli¢ aktywnosci TelN zwiazane z jego zdol-
noScia do specyficznego rozpoznawania
DNA tell/R oraz trawienia i ponownego
taczenia nici DNA. Specyficzne wiazanie
TelN z DNA wymaga przynajmniej centralne-
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Ryc. 3. Model replikacji plazmidu-profaga N15 uwzgledniajacy dzialanie protelomerazy TelN przed
(wariant A) i po (wariant B) zakonczeniu proceséw replikacyjnych zainicjowanych z umieszczonego

niesymetrycznie w czasteczce rejonu origin (ori).

(A) Protelomeraza TelN przecina zduplikowany rejon tell (telLL) i odtwarza strukture lewego telomeru przed za-
konczeniem replikacji. Prowadzi to do powstania Y-ksztaltnych posrednich form replikacyjnych. (B) Replikacja
catej czasteczki DNA konczy si¢ przed przeci¢ciem zduplikowanego rejonu telL przez polimeraze, prowadzac do
powstania jako form posrednich kolistych dimerow. Ciecie zduplikowanych rejonéw telomerowych i odtworze-
nie ich pierwotnej struktury koficzy cykl replikacyjny profaga (wg. RAVINA i wspotaut. 2001).

2002) i ResT Borrelia pozwolily zaszerego-
wac je do nowej grupy enzymow o wspolnym
mechanizmie dziatlania dla ktorych zapropo-
nowano nazwe¢ protelomerazy lub resolwazy
telomerow. Oba biatka katalizuja rozdziela-
nie telomerow in vitro w reakcji, w ktorej naj-
pierw dochodzi do przeciecia dwoch wiazan
fosfodwuestrowych, kazdego w przeciw-
leglej nici dwuniciowego DNA, a nastepnie
kowalencyjnego polaczenia komplementar-

go rejonu tell/R (telO) oraz dwoch sasia-
dujacych z nim sekwencji fosL3 i tosL3. Reak-
cja przecinania i ponownego taczenia nici
DNA zachodzi z niska wydajnoScia nawet w
obecnosci samego rejonu felO. Reakcje roz-
dzielania telomerow zarowno przez TelN, jak
i ResT, nie wymagaja obecnoSci ani jonow
dwuwartoSciowych ani zwiazk6w wysoko-
energetycznych, ani tez zadnych towa-
rzyszacych bialek.
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Ryc. 4. Mechanizm dzialania resolwazy telomerow ResT wyizolowanej z B. burgdorferii.

(A) Sekwencja zreplikowanego fragmentu lewego telomeru plazmidu Ip17 (fel/LL) wchodzaca w interakcje z re-
solwasa telomerow ResT. Ciemne strzalki wskazuja miejsca trawienia DNA zreplikowanego telomeru przez
ResT. (B) Proponowany mechanizm rozdzialu telomerow przez ResT. Srodek symetrii zreplikowanej sekwencji
telomeru zaznaczono przerywana linia. Fosforany 5’ w miejscach cigecia DNA przez ResT oznaczono czarnymi
kropkami. Podczas procesu przecinania DNA reszta tyrozyny (Y) w centrum aktywnym ResT (zaznaczonym na
biato) wiaze si¢ kowalencyjnie z koncem 5’ przeci¢tej nici DNA (wg KOBRYNA i CHACONASA 2002).

PARTYCJA LINIOWYCH PLAZMIDOW BAKTERYJNYCH

Mimo istotnych roznic topologicznych po-
miedzy liniowymi i kolistymi czasteczkami
DNA aktywna segregacja (partycja) liniowych i
kolistych plazmidéw zalezy od podobnych me-
chanizmow (patrz artykul M. Lobockiej i
wspotaut. w tym numerze KOSMOSU). Najle-
piej poznany zostal system partycyjny profaga
N15 (Ryc. 2B; RAVIN i Lane 1999; Grigoriew i
LOBOCKA 2001). Sktada si¢ on z operonu ko-
dujacego biatka partycyjne ParA i ParB tego pla-
zmidu oraz czterech rozrzuconych po geno-
mie sekwencji centromerowych, parS. Biatka

ParAiParB N15 sa homologami biatek partycyj-
nych kolistych plazmidéw i chromosomow
bakteryjnych. Sa one zdolne do stabilizacji za-
rowno liniowych, jak i kolistych plazmidow
niosacyh przynajmniej jedna sekwencje pars.
Stabilnos¢ innych liniowych plazmidow roéw-
niez wydaje si¢ zaleze¢ od homologow typo-
wych biatek partycyjnych, niezaleznie od
struktury telomerow tych plazmidow (KIM i
wspotaut. 2000, PICARDEAU i wspotaut. 2000,
LE DANTEC i wspotaut. 2001).

POCHODZENIE LINIOWYCH PLAZMIDOW BAKTERYJNYCH

Liniowos¢ okresSlonych replikonow bakte-
ryjnych wydaje si¢ by¢ stosunkowo nowym na-
bytkiem ewolucyjnym. Ograniczenie wyste¢po-
wania wickszosci liniowych plazmidéw i chro-
mosomoOw do kilku rodzajow bakterii wskazu-

je na ich pojawienie si¢ u przedstawicieli tych
rodzajow w wyniku transferu horyzontalnego
lub rekombinacji z wirusowymi czasteczkami
DNA (CASJENS 1999, VOLFF i ALTENBUCHNER
2000).
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Liniowe plazmidy o koncach typu
inwertronu mogly wyewoluowac¢ z bakterio-
fagow lub tez powsta¢ droga rekombinacji
kolistych  plazmidow  z  bakteriofagami
(HINNEBUSCH i TILLY 1993). Poparciem takiej
hipotezy sa podobiefistwa rejonOw inicjacji
replikacji liniowych plazmidow Streptomyces,
pSLA2 i pSCL1 do rejonéw inicjacji replikacji
okreSlonych bakteriofagdw (CHANG i wspotaut.
1996). Rowniez podobiefistwo produktu genu
w rejonie inicjacji replikacji plazmidu pSCP1 §.
coelicolor do okreSlonych enzymow
replikacyjnych bakteriofagdw Actinomycetes,
moze by¢ Sladem fagowego pochodzenia czeSci
tego plazmidu (REDENBACH i wspoélaut. 1999).
Roéznorodnosc replikonow liniowych
plazmidéw Actinomycetes moze Swiadczy¢ o
tym, ze nie powstaly one ze wspolnego przodka,
ale w wyniku niezaleznych zdarzen rekombi-
nacyjnych kolistych plazmidow z r6znymi
bakteriofagami.

Chociaz homologie protelomerazy profaga
N15 i resolwazy telomeroéw plazmidow rodza-
ju Borrelia wskazuja na wspolne pochodzenie
liniowych replikonow bakteryjnych o kowa-
lencyjnie zamknietych konicach, punkt wyjScia
ich ewolucji jest trudny do ustalenia. Intry-
gujaca jest zarOwno nieliczna reprezentacja
tego typu plazmidow i chromosomow u bakte-
rii, jak i podobiefnstwo ich koncow do koncow
liniowych czasteczek DNA duzych wirusow
eukariotycznych, takich jak poxwirusy i irydo-

poxwirusy (CASJENS 1999). Zaproponowano,
ze liniowe plazmidy bakterii z rodzaju Borrelia
mogly powsta¢ na drodze rekombinacji koli-
stego plazmidu z DNA irydopoxwirusa
(HINNEBUSCH i BARBOUR 1991). Kontakt tych
roznych filogenetycznie czasteczek DNA mogt
nastapi¢ w organizmie wspolnego nosiciela.
Bakterie rodzaju Borrelia i nalezacy do irydo-
poxwirusoOw wirus Swinskiej goraczki afrykan-
skiej (ASFV) sa przenoszone przez rozne paje-
czaki. Jeden z afrykanskich kleszczy, Ornitho-
doros moubata, jest nosicielem zaréwno B.
duttoni, jak i wirusa ASFV.

Utworzone przez rekombinacje liniowe
plazmidy mogly podlega¢ dalszej ewolucji
droga kolejnych proceséw rekombinacyjnych
z kolistymi plazmidami i z chromosomalnym
DNA. Kluczowa role w ich rozprzestrzenianiu
si¢ do innych gatunkoéw tego samego rodzaju
bakterii odegraty zapewne procesy koniugacyj-
ne. Wiekszos¢ plazmidow o koficach typu in-
wertronu to duze plazmidy koniugacyjne. Sze-
reg obserwacji wskazuje zarowno na miedzy-
gatunkowe przekazywanie liniowych plazmi-
dow w obrebie poszczegolnych rodzajow Acti-
nomycetales, jak i naich przekazywanie pomig¢-
dzy przedstawicielami roznych rodzajow tego
rzedu (WIENER i wspotaut. 1998, LE DANTEC i
wspolaut. 2001). Zaobserwowano rowniez
transfer plazmidow §. coelicolori§. lividans do
M. smegmaltis droga spontanicznej transforma-
¢ji (BHATT i wspotaut. 2002)

SPECYFIKA EWOLUCJI LINIOWYCH GENOMOW PLAZMIDOWYCH

Powody stabilnego utrzymywania si¢ linio-
wych form plazmidowego i chromosomalnego
DNA u bakterii takich jak Borrelia i Streptomy-
ces nie sa do kofica jasne. Szczegolnie zadziwia
fakt, ze mimo wysokiej czestoSci spontanicz-
nych konwersji liniowych form DNA do form
kolistych, liniowoS¢ chromosomow i okreslo-
nych plazmidow wydaje si¢ niezmienna cecha
u naturalnych izolatow tych bakterii (VOLFF i
ALTENBUCHNER 2000, CASJENS 1999). Mozliwe,
ze duze delecje towarzyszace cyrkularyzacji w
warunkach naturalnych powoduja utrat¢ ge-
now korzystnych dla wzrostu komorek.

Zaleta liniowych genomow jest niewatpli-
wie brak mozliwoSci multimeryzacji czaste-
czek DNA na skutek rekombinacji pomiedzy
ich homologicznymi fragmentami. Towarzyszy
temu brak miejscowo-specyficznych syste-
mow rekombinacyjnych zdolnych do rozdzie-

lania multimerow i typowych dla genomow
wystepujacych w formie kolistych czasteczek
DNA (patrz art. U. ZIELENKIEWICZ i P. CEGLOW-
SKIEGO w tym zeszycie KOSMOSU). By¢ moze
wlasnie brak takich systemow decyduje o nie-
stabilnosSci kolistych plazmidow i chromoso-
mow powstalych spontanicznie z pierwotnych
form liniowych.

LiniowoS$¢ ulatwia wymiane fragmentow
pomiedzy roéznymi czasteczkami DNA. Zarow-
no u bakterii rodzaju Streptomyces, jak i Borre-
lia zaobserwowano wymian¢ koicow pomie-
dzy liniowymi plazmidami lub liniowymi pla-
zmidami i chromosomem na skutek pojedyn-
czej rekombinacji DNA. Koniugacyjny transfer
plazmidow zawierajacych chromosomalne
fragmenty DNA daje tatwa mozliwos¢ przeno-
szenia tych fragmentOw do innych gatunkow
tego samego lub pokrewnych rodzajow bakte-
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rii. Geny zlokalizowane blisko koncow linio-
wych czasteczek DNA podlegaja czestszym wy-
mianom niz geny w poblizu centrum czastecz-
ki, prawdopodobnie ze wzgledu na zwickszo-
ne prawdopodobiefistwo zatrzymania w
czasteczkach rekombinantow rejonow ko-
dujacych niezbedne funkcje. Dlatego uwaza
sie, ze rejony telomerowe sa jednoczesnie rejo-
nami zwiekszonej plastycznoSci genomowe;.
Pozwala to na rézne tempo ewolucji genow w
zaleznoSci od ich lokalizacji w liniowej
czasteczce DNA. Konsekwentnie najbardziej
niezbedne i konserwatywne ewolucyjnie funk-
cje liniowyh plazmidow i chromosomow bak-

teryjnych kodowane sa na ogot przez centralne
fragmenty ich DNA. W rejonach blisko koncow
zaobserwowano zadziwiajaco duzo tzw. pseu-
dogenow. Przyspieszone tempo ewolucji okre-
Slonych rejonéw liniowych czasteczek DNA
ma znaczenie dla szybkiego przystosowywania
Streptomyyces i Borrelia do zmian warunkow w
naturalnych Srodowiskach zycia tych bakterii.
W przypadku Borrelia ma ono szczegolna war-
tosS¢ dla tzw. zmiennoSci antygenowej (ang. an-
tigenic variation), pozwalajacej bakteriom na
unikanie atakow ze strony systemu immunolo-
gicznego ich zainfekowanego gospodarza.

LINEAR BACTERIAL PLASMIDS

Summary

Completion of linear DNA replication requires a
way to restore the original sequence and structure of
linear DNA ends which can not be fully replicated by
conventional DNA polymerases. In bacteria, the end
replication problem has been circumvented through
the use of circular plasmids and chromosomes. How-
ever linear bacterial plasmids and chromosomes have
also been isolated. Their ends, commonly known as
prokaryotic telomers, differ in structure from the ends
of eukaryotic chromosomes and, during replication,
become restored to their original form by a different
mechanism. Two kinds of linear plasmids have been
isolated: plasmids with covalently closed hairpin ends,
and plasmids with invertron ends, which contain pro-
teins bound to their 5’ termini. The latter constitute
the larger group and are commonly found in
actinomycetous bacteria. They are usually conjugative
and confer advantageous phenotypes. Plasmids with
covalently closed ends are common in spirochetes of

the genus Borrelia. A model plasmid of this group is
prophage N15 of Escherichia coli, which exists in
lysogens as a linear DNA molecule. The major differ-
ence between circular and linear plasmids is the pres-
ence in the latter of linear ends and proteins that spe-
cifically recognize those ends and are able to restore
plasmid linearity during or after replication. Complete
replication of invertron telomers depends on their 5’
end-associated proteins but its mechanism is still un-
clear. Plasmids with covalently closed ends are com-
pletely replicated from an internal origin to form cir-
cular dimeric molecules that can be observed as repli-
cation intermediates. Further processing of the inter-
mediates depends on telomere resolution, a DNA
breakage and reunion reaction, in which opposite
strands of replicated telomeres are cleaved and re-
joined to form covalently closed ends of two progeny
molecules.
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