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MECHANIZMY STABILNEGO DZIEDZICZENIA PLAZMIDOW

LOSOWY I LEPSZY NIZ LOSOWY ROZDZIAL PLAZMIDOW DO KOMOREK POTOMNYCH

Podczas podzialu komorek bakterii ist-
niejace w nich plazmidy ulegaja segregacji do
komorek potomnych. Naturalnie wystepujace
plazmidy bakteryjne sa niezwykle trwale dzie-
dziczone przez komorki potomne i to w wa-
runkach braku presji selekcyjnej. Plazmidy
mate, o wielkoSci nie przekraczajacej kilku ty-
siecy par zasad, zawdzieczaja to po prostu
znacznej liczbie kopii w jakiej wystepuja w ko-
morce. Stwierdzenie to stanie si¢ jasne przy
zalozeniu, ze plazmidy moga ,rozchodzic si¢”
do komorek potomnych w sposob losowy.
Wtedy prawdopodobienstwo, ze dany plazmid
nie znajdzie si¢ w komoOrce potomnej wynosi
0.5. Jezeli w dzielacej si¢ komorce wystepuje n
czasteczek plazmidowych (liczba kopii = n) to
prawdopodobienstwo, ze zaden z nich nie trafi
do komérki potomnej wynosi (0.5)". Poniewaz
kazdy podziat komorkowy prowadzi do po-
wstania dwoch komorek, to prawdopodobie-
nstwo, ze ktorakolwiek z nich nie bedzie za-
wierac plazmidu (czyli tzw. czestoS¢ segregacji
plazmidu) wynosi: P = 2(0.5)" = 2(1-m) (NORD-
STROM i AUSTIN 1989). Uzywajac powyzZszego
roOwnania porownajmy dwa plazmidy, z kto-
rych jeden wystepuje w dwoch, a drugi w dwu-
dziestu kopiach w komorce. Komorki bezpla-
zmidowe powinny pojawic sie w przypadku
pierwszego z nich juz po zajSciu dwoch po-
dziatéw, a w przypadku drugiego z nich cze-
stoS¢ segregacji wynosi mniej niz 10", a wiec
jest praktycznie niewykrywalna.

W naturze, rowniez plazmidy wystepujace
w niskiej liczbie kopii sa niezwykle trwale
utrzymywane w populacjach bakteryjnych,
niezaleznie od braku presji selekcyjnej. Ozna-
cza to, ze musza istnieC specyficzne mechani-
zmy skutecznie przeciwdzialajace utracie pla-
zmidOw przez dzielace sie komoOrki. Mechani-
zmy te mozna podzieli¢, w zaleznoSci od sposo-
bu dziatania, na trzy grupy: A, Bi C (Ryc. 1).

Do grupy A naleza systemy miejscowo-spe-
cyficznej rekombinacji, dzieki ktorym, formy
oligomeryczne plazmidow powstate glownie
na drodze rekombinacji pomiedzy plazmida-
mi, sa rozdzielane na pojedyncze czasteczki
plazmidowe, podlegajace nast¢pnie losowej
dystrybucji do komoérek potomnych.

Grupa B obejmuje systemy aktywnego roz-
dzialu plazmidow (tzw. partycji) do dzielacych
siec komorek zapewniajace, ze w trakcie po-
dziatu kazda komorka potomna otrzyma pla-
zmid.

W grupie C wystepuja tzw. mechanizmy ad-
dykcyjne, a wiec uzalezniajace komorki gospo-
darzy od wystepujacych w nich plazmidow. Po-
woduja one Smierc lub zahamowanie wzrostu
powstatych po podziale komorek bezplazmi-
dowych.

Nalezy podkresli¢, ze mechanizmy grupy A
wspomagaja jedynie rozdzial losowy plazmi-
dow, podczas gdy te z grup B i C zapewniaja
dziedziczenie lepsze niz losowe. Ponadto, o ile
mechanizmy A i B maja bezposSredni wplyw na
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Ryc. 1. Mechanizmy stabilnego dziedziczenia plazmidow.

Dla uproszczenia wszystkie trzy mechanizmy przedstawiono dla plazmidow wystepujacych w jednej kopii w
przeliczeniu na chromosom gospodarza. (A) Miejscowo-specyficzna rekombinacja; ciemne kotka na plazmidach
oznaczaja miejsca res; litera X pomi¢dzy plazmidami lub wewnatrz dimeru plazmidowego oznacza zachodzenie
rekombinacji. (B) Partycja; jasne prostokaty oznaczaja tzw. miejsca centromerowe. (C) Mechanizm addykcyjny
czyli po-segregacyjne zabijanie komoérek bezplazmidowych; kontury narysowane przerywana linia oznaczaja

Smier¢ komorki na skutek utraty plazmidu.

tzw. stabilnos$¢ segregacyjna plazmidu i dziataja
na poziomie komorkowym, to mechanizm C —
poprzez eliminacje komorek pozbawionych
plazmidow — dziata na poziomie populacyjnym.
Czasem u plazmidow, ktore zazwyczaj wyste-
puja w 1-2 kopiach w przeliczeniu na chromo-
som gospodarza, funkcjonuja wszystkie trzy ro-
dzaje mechanizmow wspomagajacych dziedzi-
czenie, a niektore z nich moga byc jeszcze zdu-
plikowane, co prowadzi, catkowicie na przekor

regutom rachunku prawdopodobienstwa, do
ich niezwyktej stabilnoSci segregacyjne;j.

Ponizej nieco bardziej szczegotowo omo-
wimy mechanizmy z grup A i C, natomiast sys-
temom partycji plazmidow poswi¢cony jest ar-
tykut M. LOBOCKIE] i wspotautorow w tym
zeszycie KOSMOSU. Tutaj nalezy jedynie pod-
kresli¢, ze systemy z grupy B sa niezwykle pre-
cyzyjne i skutecznie zapewniaja wysoka stabil-
nosc¢ segregacyjna plazmidow.

SYSTEMY MIEJSCOWO-SPECYFICZNE] REKOMBINAC]I

Identyczne kopie plazmidow czesto ule-
gaja miedzy soba rekombinacji i tworza tym sa-
mym tzw. dimery lub formy oligomeryczne wy-
zszego rzedu (trimery, tetramery itd.). Tym sa-
mym zmniejsza si¢ liczba jednostek plazmido-
wych podlegajacych segregacji do komorek
potomnych. Warto tu zaznaczy¢, ze system
kontroli liczby kopii plazmidu, ktory dziata po-
przez ,odliczanie” miejsc startu replikacji (or7)
,nie dostrzega”, ze np. w dimerze dwa ori wy-
stepuja w jednej czasteczce DNA i nie urucha-
mia mechanizmOw korygujacych liczbe kopii
plazmidu. Natomiast, poniewaz ori wybierane
sa losowo do replikacji, prawdopodobienstwo
wybrania w mieszaninie monomerow i dime-
row plazmidowych danego ori do replikacji
jest dla dimeru 2-razy wyzsze niz dla monome-

ru. W konsekwencji, liczba powstajacych dime-
row bedzie wzrasta¢. Wynikiem tej sytuacji,
okreSlanej mianem katastrofy dimerowej”
(SUMMERS i wspotaut. 1993) jest czestsze niz
oczekiwane powstawanie komorek bezplazmi-
dowych.

Bardzo czesto plazmidy koduja specjalny
system miejscowo-specyficznej rekombinacji,
tzw. mrs (ang. multimer resolution system) sku-
tecznie przeciwdzialajacy utrzymywaniu si¢
form multimerycznych plazmidow w komorce.
Proces przeksztalcania ich w formy monome-
ryczne odbywa si¢ na drodze wewnatrzplazmi-
dowej rekombinacji. Przeprowadzaja go miej-
scowo-specyficzne rekombinazy (tzw. resolwa-
zy) rozpoznajace okreSlone miejsca w plazmi-
dach, tzw. sekwencje res, ktore obejmuja zwy-
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kle kilkadziesiat par zasad. Systemy mrs sa za-
zwyczaj w caloSci kodowane przez plazmidy
(np. loxP-cre plazmidu P1, AUSTIN i wspotaut.
1981; parCBA plazmidu RK2, GRINTER i
wspotaut. 1989). Znane sa jednak przypadki, ze
plazmid (np. plazmid ColE1) zawiera tylko miej-
sce res, a do rozdziatu oligomerow wykorzystu-
je rekombinaze kodowana przez genom gospo-
darza (SUMMERS i SHERRATT 1984). Zdarza si¢
tez, ze kodowany przez plazmid system #rs wy-
maga chromosomalnego histono-podobnego

biatka komorkowego (np. biatko Hbsu B. subti-
lis dla rekombinazy beta plazmidu pSM19035,
ALONSO i wspotaut. 1995).

Systemy miejscowo-specyficznej rekombi-
nacji sa czesto jedynymi dodatkowymi mecha-
nizmami stabilizujacymi plazmidy wystepujace
w Sredniej (15-30) liczbie kopii. Jednakze, w
polaczeniu z precyzyjna, pozbawiona fluktu-
acji kontrola liczby kopii skutecznie zapobie-
gaja one utracie plazmidow 2z populacji
(SUMMERS 1998).

SYSTEMY ADDYKCYJNE

Chociaz powyzej opisane procesy zasadni-
czo zapewniaja trwate dziedziczenie plazmi-
dow, to jednak z niska czestoScia pojawiaja si¢
komorki bezplazmidowe. Brak plazmidu
zmniejsza obciazenie metaboliczne komorki
co powoduje, ze bezplazmidowe bakterie
dzielac sie¢ szybciej zdominowalyby cata popu-
lacje doprowadzajac praktycznie do eliminacji
komorek plazmidowych. Bardzo szczegolnym
sposobem unikniecia takiej sytuacji jest
dzialanie systemow addykcyjnych, zwanych
rowniez systemami po-segregacyjnego zabija-
nia komorek bezplazmidowych, trucizny i od-

niu trucizny. Trucizna zawsze jest biatkiem, a
odtrutka moze by¢ albo biatko albo tzw. anty-
sensowny RNA. W komorce posiadajacej pla-
zmid przebiega ciagla, kontrolowana synteza
odtrutki zapewniajaca jej nadmiar, dzieki cze-
mu komorka jest chroniona przed dzialaniem
trucizny. Jednakze, z chwila utraty plazmidu,
ilos¢ odtrutki szybko si¢ zmniejsza na skutek de-
gradacji przez odpowiedni enzym hydrolitycz-
ny i dochodzi do syntezy lub uwolnienia z kom-
pleksu aktywnej trucizny. Pozbawiona plazmi-
du komorka wiec ginie, a w populacji pozostana
jedynie komorki zawierajace plazmid (Ryc. 2).

TRUCIZNA
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Ryc. 2. Funkcjonowanie
plazmidowych  systemow
addykcyjnych u bakterii.

a

Na przedstawionym schema-
CEL ATAKU

cie trucizna i odtrutka sa
biatkami. Kontur narysowany
przerywana linia oznacza de-
gradacje¢ odtrutki przez specy-
ficzna proteaze.

TRUCIZNA
DZIALAJACA
NA CEL ATAKU

trutki, czy zaprogramowanej Smierci komorko-
wej. Systemy te doprowadzaja do eliminacji ko-
morki potomnej jezeli nie odziedziczyla ona
plazmidu. Ide¢ addykcji, czyli uzaleznienia ko-
morek od wlasnych plazmidoéw zaproponowat
Koyama (KOYAMA i wspoétaut. 1975) zauwa-
zajac, ze jezeli komorka tracaca plazmid ginie,
to w populacji nigdy nie znajdzie si¢ pozbawio-
nego plazmidoéw potomstwa.

Molekularna podstawa funkcjonowania sys-
temoOow addykcyjnych jest istnienie przynajm-
niej dwoch genow plazmidowych, warun-
kujacych powstawanie trwatego czynnika tok-
sycznego oraz odtrutki — nietrwatego czynnika
przeciwdzialajacego powstawaniu lub dziala-

SYSTEMY ADDYKCYJNE REGULOWANE PRZEZ
ANTYSENSOWNY RNA

Systemy addykcyjne regulowane przez an-
tysensowny RNA stanowia spdjna grupe okre-
Slana mianem rodziny hok-sok (ang. host kil-
ling, suppression of killing) opisujacych geny
znalezione na plazmidzie R1 E. coli. Model or-
ganizacji genetycznej locus hok-sok przedsta-
wiono na Ryc. 3. Zawiera on trzy nakladajace
sie geny: hok — kodujacy trucizne, mok - regu-
lujacy translacje trwatego mRNA trucizny oraz
sok — kodujacy nietrwaly, antysensowny RNA,
ktory jest komplementarny do obszaru 5’
mRNA mok-hok. mRNA trucizny zawdziecza
swoja wysoka trwaloS¢ wystepujacej na jego
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koncu 3’ strukturze fbi (ang. fold back inhibi-
tion). Ekspresja genu ok jest negatywnie regu-
lowana przez RNA Sok, ktory taczac sie z kom-
plementarnym odcinkiem mRNA genu mok
sprawia, ze utworzony kompleks, reprezen-

sok T mRNA mok-hok
— mok bi
*RNA sok hok

Ryc. 3. Schemat systemu Aok-sok kodowanego
przez plazmid R1.

Miejsce SOKT w mRNA mok-hok oznacza region kom-
plementarny dla RNA Sok. W tym miejscu powstaje
dwuniciowy RNA, ktory jest degradowany przez RNaze
III.

tujacy dwuniciowy RNA, jest rozcinany przez
RNaze IIT i tym samym nie dochodzi do transla-
¢ji biatek Mok i Hok. W komorce bezplazmido-
wej istniejacy RNA Sok zostaje zdegradowany,
a niezwiazany mRNA &ok ulega translacji. Po-
wstajace mate, zbudowane z 52 aminokwasow,
btonowe biatko Hok powoduje Smier¢ komo-
rek poprzez zahamowanie oddychania, obnize-
nie potencjatu blonowego i wyplyw zwiazkow
niskoczasteczkowych (THISTED i wspolaut.
1995). Homologiczne geny hok-sok odnajdy-
wane s3 na licznych plazmidach bakterii Gra-
m-ujemnych, a takze w chromosomach wielu
bakterii, gdzie ich ewentualna funkcja stanowi
prawdziwa zagadke.

Niedawno odkryto podobnie regulowany
poprzez antysensowny RNA, lecz niechomolo-
giczny do rodziny hok-sok, system stabilizacji
plazmidow u bakterii Gram-dodatnich: par pla-
zmidu pAD1 z Enterococcus faecalis (WEAVER i
wspotaut. 1996). Region par koduje dwa prze-
ciwstawnie transkrybowane RNA: dluzszy RNA
I zawierajacy gen toksyny fst (ang. faecalis pla-
smid-stabilizing peptide) oraz krotszy RNA 11,
komplementarny do RNA 1. Utworzenie kom-
pleksu obu RNA hamuje wytwarzanie trucizny
poprzezuniemozliwienie dostepu rybosomow
do sekwengji inicjacji translacji fst. ROowniez w
tym przypadku czas trwania czynnika zabez-
pieczajacego RNA II jest znacznie krotszy niz
RNAI Zaré6wno nadprodukcja RNAT, jak i pep-
tydu Fst powoduje Smier¢ komorek, przed
ktora chroni dostarczenie nadmiaru RNA II
(GREENFIELD i wspotaut. 2000).

BIALKOWE SYSTEMY ADDYKCYJNE

W tym przypadku oba skladniki systemu
przeciwdzialajacego utracie plazmidow sa
biatkami. Organizacja genetyczna biatkowych
kaset stabilizujacych plazmidy jest zasadniczo
podobna — dwa (niekiedy trzy) geny stanowia
operon. Bardzo istotna cecha tych operonéow
jest autoregulacja transkrypgji: biatko odtrutki
samo lub w kompleksie z trucizna dziata jako
represor. Wyjatkowo, w autoregulacji addyk-
cyjnego systemu o-e-C plazmidu pSM19035 z
Streptococcus pyogenes nie biora udzialu ani
odtrutka ani trucizna, lecz oddzielne biatko re-
gulatorowe (DE LA HOZ i wspoétaut. 2000).

Biatka systemow addykcyjnych, poza jed-
nym wyjatkiem, sa raczej mate (70-130 amino-
kwasOow), przy czym prawie zawsze biatka tru-
cizn sg nieco wieksze od bialek odtrutek (Tabe-
la 1). Chociaz strukturalne i funkcjonalne po-
dobienstwo licznych systemow addykcjnych
jest wyrazne, nie ma znaczacych podobiefstw
sekwengji ich genow. Natomiast czesto odnaj-
duje si¢ prawie identyczne kasety stabilizujace
wsrod plazmidow pokrewnych, co zapewne
jest odbiciem horyzontalnego transferu genow
pomiedzy roznymi bakteriami i plazmidami
(GERDES 2000).

Jednym z najlepiej poznanych systemow
dziatajacych wedhug przedstawionego powy-
zej schematu jest system addykcyjny ccd jedno-
kopiowego plazmidu F E. coli. Poczatkowo zo-
stat opisany jako uzalezniajacy podziat komor-
kowy od wczesniejszego zreplikowania pla-
zmidu (ang. coupled cell division, OGURA i
HIRAGA 1983), a nastepnie jako stabilizujacy
utrzymywanie plazmidu poprzez eliminowa-
nie komorek bezplazmidowych (ang. control
of cell death, JAFFE i wspotaut. 1985). W locus
ccd gen odtrutki ccdA poprzedza gen trucizny
ccdB. Ekspresja operonu jest negatywnie regu-
lowana poprzez kompleks biatek CcdA i CcdB
(Ryc. 4). Biatko toksyny CcdB doprowadza do

mm [ I |

ccdA ccdB

Ryc. 4. Schemat systemu ccd kodowanego przez
plazmid F.

Zgieta strzatka wychodzaca z miejsca P oznacza pro-
motor transkrypcji. Jego aktywnosSc jest reprymowana
przez kompleks utworzony przez produkty genow
ccdA cedB.



Mechanizmy stabilnego dziedziczenia plazmidow

301

Smierci komorek przez zablokowanie funkcjo-
nowania gyrazy — enzymu wprowadzajacego
dodatkowe skrety w helisie DNA. Funkcjono-
wanie gyrazy jest niezbedne w wielu proce-
sach komorkowych, takich jak transkrypcja, re-
kombinacja czy rozdzial chromosomoéw do ko-
morek potomnych. CcdB wiaze sie trwale za-
rowno do wolnej gyrazy, blokujac jej aktyw-
noS¢, jak i do kompleksu gyrazy z nacietym
DNA uniemozliwiajac ponowne jego zlacze-
nie. Powstale w ten sposob pekniecia w DNA
wywoluja alarmowa reakcj¢ komorki, tzw. od-
powiedz SOS, polegajaca m.in. na indukcji wie-
Iu biatek naprawy DNA. NiemoznoS¢ usuniecia
uszkodzenn wywolanych zablokowaniem ak-
tywnosci gyrazy powoduje wstrzymanie po-
dziatow komorkowych, a nastepnie Smierc ko-
morek.

Warto zaznaczy¢, ze system ccd nie jest je-
dynym przyczyniajacym si¢ do trwatego utrzy-
mywania plazmidu F. Poza nim, plazmid F po-
siada kilka miejscowo-specyficznych rekombi-
naz, system partycji sop oraz dwa, homologicz-
ne do rodziny kok-sok, systemy regulowane an-
tysensownym RNA (NORDSTROM i AUSTIN
1989). Niewielki, w porownaniu np. z sop, sto-
pien stabilizacji poprzez ccd, prawdopodobnie
wynika z tego, ze wywotuje w pierwszej kolej-
noSci odpowiedz SOS, a nie natychmiastowa
Smier¢ komorek bezplazmidowych. Postuluje
sie wiec, ze jego rola moze by¢, po czesci, za-
pewnienie komorkom zmiennoSci genetycz-
nej (COUTURIER i wspotaut. 1998).

Pomimo intensywnych badan prowadzo-
nych przez ostatnie lata nad r6znymi systema-
mi trucizna-antidotum tylko dla nielicznych z

Tabela 1. Wybrane przyklady bialkowych systemow stabilizujacych utrzymywanie plazmidow; kom-
pilacja wg GERDESA 2000 oraz ZIELENKIEWICZ i CEGLOWSKIEGO 2001.

System Plazmid Trucizna Odtrutka Proteaza degra- Cel

dujaca odtrutke
ccd F CcdB (101) CcdA (72) Lon gyraza
pem/parD R100/R1 PemK/Kid (110) Peml/Kis (84) Lon helikaza (DnaB)
Dhd-doc P1 Doc (126) Phd (76) ClpXP translacja?
parDE RK2/RP4 ParE (103) ParD (83) nieznana gyraza
pas pTE-FC2 PasB (90) PasA (74) Lon nieznana
relBE/stbDE P307/R485 RelE/StbE (95) RelB/StbD (83) Lon translacja?
hig Rts1 HigB (92) HigA (104) nieznana nieznana
0-&C pSM19035 Zeta (287) Epsilon (90) nieznana nieznana

W nawiasach podano wielkosci biatek w liczbach aminokwasow.

Znane sa mutanty nietoksyczne biatka
CcdB oraz mutanty gyrazy niewrazliwe na te
trucizne. Dzieki temu oraz poznaniu Kkrysta-
licznej struktury wickszej podjednostki gyra-
zy zaproponowano model tworzenia kom-
pleksu GyrA-CcdB, w ktorym C-koncowy frag-
ment toksyny umieszczony jest w przestrzeni
centralnej dimeru gyrazy (LORIS i wspotaut.
1999).

Odtrutka CcdA nie tyko zapobiega tworze-
niu kompleksu CcdB z gyraza wigzac si¢ trwale
z trucizna, ale uwalnia rowniez CcdB z juz ist-
niejacych kompleksow. Odtrutka CcdA jest de-
gradowana przez proteaze Lon, a jej okres
trwania jest dwukrotnie krotszy niz okres trwa-
nia trucizny CcdB.

nich udato si¢ ustali¢ molekularny mechanizm
dzialania trucizny. Obok opisanego powyzej
mechanizmu dziatania biatka CcdB plazmidu F
poznano takze cel ataku trucizny systemu
peml/pemK (inaczej okresSlanego jako kis/Rid)
plazmidu R1 (RUIZ-ECHEVARRIA i wspotaut.
1995). PemK (Kid) blokuje aktywnoS¢ DnaB —
enzymu helikazy DNA, ktory rozplata dwuni-
ciowy DNA podczas inicjacji replikacji chro-
mosomu i niektérych plazmidow E. coli. Ostat-
nio ustalono, ze trucizna ParE plazmidu RK2,
podobnie jak CcdB, jest inhibitorem gyrazy
(JIANG i wspotaut. 2002). Molekularne mecha-
nizmy dzialania trucizn innych systemow nie
zostaly jeszcze ustalone. Nieco lepiej przedsta-
wia sie wiedza dotyczaca mechanizmow zwie-
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kszonej wrazliwosci odtrutek w poroéwnaniu
do toksyn plazmidoéw E. coli — sa one najcze-
Sciej degradowane przez proteaz¢ Lon, a od-
trutka Phd systemu phd/doc jest substratem
dla proteazy ClpXP (Tabelal).

GENY TRUCIZNA-ODTRUTKA UMIEJSCOWIONE W
CHROMOSOMACH

Wiele plazmidowych genow addykcyjnych
ma swoje homologi w chromosomach bakte-
ryjnych. Systematyczne przeszukiwania kom-
puterowych baz danych pokazuja, ze sa one
obecne w kazdej grupie taksonomicznej Proka-

ryota takze u Archaea. Niekiedy liczne, po-
krewne geny systemOw trucizna-odtrutka po-
wtorzone sa w tym samym chromosomie
(GERDES, 2000). Rola jaka geny te moga petnic
w chromosomach bakterii jest catkowicie nie-
jasna. Ich funkcjonowanie jako systemow
trwatego dziedziczenia chromosomow nie
mialoby zadnego sensu, bo komorki pozbawio-
ne chromosomoOw tak czy inaczej czeka nie-
chybna Smier¢. Jednakze, chromosomalne ho-
mologi genow addykcyjnych, przeniesione na
plazmidy wydatnie zwickszaja ich stabilnos¢
segregacyjna (AIZENMAN i wspotaut. 1996,
GOTFREDSEN i GERDES 1998).

BAKTERIOCYNY ORAZ INNE CZYNNIKI PLAZMIDOWE DZIALAJACE Z ZEWNATRZ

Nazwa bakteriocyny oznacza si¢ produko-
wane przez bakterie zwiazki hamujace wzrost
sasiadujacych komorek zazwyczaj blisko spo-
krewnionych gatunkow. Czesto zdolnos¢ pro-
dukowania trujacej bakteriocyny niesiona jest
przez plazmidy, zawsze razem z odpowiednim
genem(i) kodujacym(i) odpornoS¢ na dziala-
nie tego czynnika na komoérke producenta.
Biatka bakteriocyn wydzielane sa na zewnatrz
produkujacych je komorek i adsorbowane na
powierzchni komorek wrazliwych, ktorych
wzrost ulega zahamowaniu. Produkujace bak-
teriocyny komorki sa na nie niewrazliwe, po-

niewaz jednoczesnie aktywne sa geny warun-
kujace opornoS¢. Rezultatem jest wzgledna
nieobecnos¢ komorek bezplazmidowych, nie-
chronionych przed obecna w podlozu tru-
cizna. Podobienstwo dziatania bakteriocyn i
systemoOw addykgciji jest tylko powierzchowne.
Plazmidowe systemy addykcyjne nie dopusz-
czaja do powstania bezplazmidowego potom-
stwa, natomiast produkowanie toksyn zew-
netrznych broni gtéwnie komorki posiadajace
plazmid przed konkurencja nowych, bezpla-
zmidowych komorek.

SYSTEMY RESTRYKCJI-MODYFIKACJI JAKO CZYNNIKI STABILNOSCI PLAZMIDOW

Systemy restrykcji-modyfikacji DNA (R-M)
wystepuja powszechnie u Prokaryota zar6wno
w chromosomach, jak i na plazmidach. Para ge-
now R-M koduje dwa enzymy: endonukleaze
(R) rozpoznajaca specyficzna krotka sekwen-
cje nukleotydowa w dwuniciowym DNA i
zdolna do jego przeciecia w obrebie lub po-
blizu tej sekwencji oraz metylaze (M), ktora po-
przez metylacje tej sekwencji czyni DNA nie-
wrazliwym na dzialanie endonukleazy restryk-
cyjnej. Przyjmuje sie, ze obecnoS¢ systemow
R-M zabezpiecza komorke przed inwazja obce-
g0 DNA (np. wirusOw czy plazmidow). Jednak
hipoteza ,obrony komorkowej” nie wyjasnia
roznorodnoSci ani specyficznoSci enzymow
restrykcyjnych, zwlaszcza tych rozpoznajacych
sekwencje 8-nukleotydowe, ktore niezwykle
rzadko lub w ogole nie wystepuja w malych ge-
nomach plazmidéw i wirusow, przed ktorymi
maja chroni¢ komorki.

NAITO i wspotaut. (1995) wykazali, ze obec-
nos¢ genow systemow R-M, EcoRIlub PaeR7 w
plazmidzie wydatnie podnosi jego stabilnosc
segregacyjna. Proponowany mechanizm stabi-
lizacyjny rowniez funkcjonuje na zasadzie
po-segregacyjnego zabijania komorek bezpla-
zmidowych, jednak nalezy podkreslic¢ tu wyra-
Zng réznice w poréwnaniu do dziatania kla-
sycznych systemow addykcyjnych. W przypad-
ku systemow R-M nie jest potrzebna roéznica w
stabilnoSci metylazy DNA (odpowiednik od-
trutki) i endonukleazy restrykcyjnej (odpo-
wiednik trucizny). Obydwa enzymy moga
miec¢ taka sama trwatoS¢ w komorce, jednak
postepujaca ich inaktywacja lub rozcieficzanie
w dzielacych si¢ komorkach bezplazmidowych
osiagaja takie stadium, Ze niektore sekwencje
w chromosomie nie zostang juz zmetylowane.
Do przeciecia chromosomu w niezmetylowa-
nych sekwencjach i wywolania Smierci komor-
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ki wystarczy tu nawet Sladowa aktywnosS¢ en-
donukleazy restrykcyjne;j.

Widziane w ten sposob systemy R-M, po-
dobnie jak systemy addykcyjne, rozwazane sa
jako samolubne elementy, ktore utrwalily sie¢ w

ewolucji jako moduly zaprogramowanej Smier-
ci komorek, a ktore zostaly wykorzystane przez
plazmidy do zapewniania ich trwalego bytowa-
nia w komorkach bakterii (YARMOLINSKY
1995, KOBAYASHI 1998).

MECHANISMS OF PLASMID STABLE INHERITANCE

Summary

The stable inheritance of bacterial plasmids is
achieved by a number of different mechanisms.
Among them are: resolution of plasmid multimers into
monomers, selective killing of plasmid-free segregants
and active plasmid partitioning into dividing cells. The
first two mechanisms are discussed in this article. The
multimer resolution systems (mrs) consist of a site
specific recombinase (resolvase) and the defined nu-
cleotide sequence res located on the plasmid. By spe-
cific recombination between repeated res sequences
the recombinase resolves plasmid oligomers to mono-
mers. This maximizes the number of plasmid units
prior to cell division and considerably contributes to

stable maintenance of plasmid in bacterial cells. The
post-segregational killing systems involve a stable poi-
son and an unstable antidote. The antidotes nautralize
their cognate poisons or prevent their synthesis. The
different decay rates of the poisons and the antidotes
underlie the molecular mechanisms of poison activa-
tion in plasmid-free cells. By killing and eliminating
plasmid-free cells from the population of plasmid-
bearing ones the poison-antidote couples act there-
fore as plasmid addiction systems. While the m7s maxi-
mize the random plasmid distribution into the divid-
ing cells addiction systems assure better-than-random
plasmid distribution.
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