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PARTYCJA NISKOKOPIOWYCH PLAZMIDOW

WPROWADZENIE

Segregacyjna stabilnoS¢ plazmidow zalezy
od czestosci z jaka kazda komorka potomna
otrzymuje przynajmniej jedna kopi¢ plazmidu
od komorki matczynej w czasie podziatu. Przy
losowym rozmieszczeniu plazmidow w ko-
morce czestos¢ ta jest wprost proporcjonalna
do iloSci kopii plazmidu i moze byc¢ obliczona
ze wzoru: P= 1—0,52n, w ktorym n oznacza licz-
be kopii. Losowa segregacja wystarcza do sta-
bilnego utrzymania w populacjach bakteryj-
nych plazmidow wielokopiowych (Ryc. 1).
Przyktadowo w 500-tysiecznej populacji bakte-
rii zawierajacych dziesi¢ciokopiowy plazmid
a7 99,9999% z miliona komorek powstalych po
jednym podziale bedzie nadal zawierato ten
plazmid. Natomiast plazmid jednokopiowy
bytby obecny tylko w 75% komorek po podzia-
le, co prowadziloby do jego szybkiej utraty.
Chociaz czestoSC losowej utraty niskokopio-
wych plazmidow powinna by¢ duza, plazmidy
te sa stabilnie utrzymywane w populacjach
bakteryjnych. Okazuje sie¢, ze lokalizacja nisko-
kopiowych plazmidow w komorkach nie jest
przypadkowa, a dystrybucja ich zreplikowa-
nych kopii zalezy od procesu aktywnej segre-
gacji (partycji). Partycja przypomina mitoze w
tym, ze przed podzialem komorkowym zrepli-
kowane czasteczki plazmidu sa przemieszcza-
ne z centrum komorki macierzystej do pozycji
odpowiadajacych przyszltym centrom komo-
rek potomnych (Ryc. 2). Tylko dwa biatka ko-
dowane przez kazdy niskokopiowy plazmid sa
niezbedne dla procesu partycji. Dlatego przy-

puszcza sie, ze ich rola moze polega¢ na pod-
czepianiu czasteczek plazmidu do maszynerii
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Ryc. 1. Schemat losowej segregacji plazmidu wie-
lokopiowego (A) i jednokopiowego (B).

partycyjnej komorki. Partycja zalezy od obec-
noSci w czasteczkach plazmidowego DNA spe-
cyficznych sekwencji, uwazanych za analogi
centromerOw eukariotycznych. Sa one rozpo-
znawane przez plazmidowe biatka partycyjne.



306

MALGORZATA LOBOCKA i wspotaut.

kompleks ParB-Gfp
z DNA plazmidu P1

komorka

Biatka bakteryjne, ktore mogtyby uczestniczy¢
W procesie przemieszczania plazmidow
wewnatrz komorki nie zostaly dotad poznane,
a badania nad rola samych bialek plazmido-
wych w ruchu plazmidow sa w toku.
Niespodzianka ostatnich lat byto odkrycie
homologow plazmidowych biatek partycyj-
nych kodowanych przez chromosomy bakte-
ryjne (GERDES i wspotaut. 2000). Badania nad
ich funkcja u Bacillus subtilis, Caulobacter cre-
scentus i Pseudomonas putida wykazaly, ze
uczestnicza one w partycji chromosomow tych
bakterii (LIN i GROSSMAN 1998, MOHL i GOBER
1997, GODFRIN-ESTEVENON i wspoétaut. 2002).
Homologie biatek partycyjnych wskazuja, ze
mimo roznic w partycji chromosomow i pla-
zmidOw oba procesy maja elementy wspolne.
Mechanizm aktywnej partycji jest ewolu-
cyjnie stary i charakteryzuje si¢ szeroka uni-

Ryc. 2. Lokalizacja w komor-
kach Escherichia coli czaste-
czek jednokopiowego plazmi-
du P1 podczas kolejnych eta-
pow cyklu komoérkowego
oznaczonych jako 1, 2, 3 i 4.

Pomiedzy przejSciem z etapu 1 do
2 nastapila replikacja plazmidu P1
i zapoczatkowanie procesu segre-
gacji jego kopii. Ogniska fluore-
scencji reprezentuja kompleksy
DNA plazmidu P1 z fluoryzujacym
bialkiem fuzyjnym  ParB-Gfp
wiazacym sie do DNA tego plazmi-
du (patrz tekst; Bugajska i Loboc-
ka, dane niepublikowane).

wersalnoScia dziatlania (GERDES i wspotaut.
2000, YAMAICHI i NIKI 2000). Sekwencje cen-
tromerowe plazmidéw w potaczeniu z genami
kodujacymi plazmidowe biatka partycyjne
moga by¢ wykorzystane w formie kaset geno-
wych w stabilizacji innych plazmidow. Funkcja
tych kaset nie zalezy od replikacji (TREPTOW i
wspolaut. 1994) ani od typu replikonu (AUSTIN
i wspotaut. 1986, LIN i GROSSMAN, 1998), ani
nawet od catkowitej topologii DNA (GRIGO-
RIEV i LOBOCKA 2001). Kasety partycyjne funk-
cjonuja nawet po przeniesieniu z bakterii
Gram-dodatnich do Gram-ujemnych. Plazmid
zawierajacy miejsce centromerowe chromoso-
mu Bacillus subtilis podlegat aktywnej segre-
gacji w komorkach Escherichia coli syntety-
zujacych  bialka partycyjne B. subtilis
(YAMAICHI i NIKI 2000).

ORGANIZACJA PLAZMIDOWYCH KASET PARTYCYJNYCH

Funkcje plazmidowych bialek partycyj-
nych sa konserwatywne (HIRAGA 2000). Jedno
z nich ma zdolnosS¢ specyficznego wiazania si¢
do centromeru. Drugie ma aktywnosS¢ ATPazy,
ktora jest niezbedna dla partycji. Przypuszcza
sie, ze hydroliza ATP zalezna od ATPaz partycyj-
nych moze dostarczaé energii dla ruchu pla-
zmidow podczas partycji.

Organizacja genoOw kodujacych oba biatka
partycyjne u wickszosci plazmidow jest po-
dobna. Tworza one operon, w ktorym gen ko-
dujacy ATPaze partycyjna (parA/sopA) jest
pierwszym, za$S gen kodujacy biatko wiazace

centromer (parB/sopB) drugim genem opero-
nu. Transkrypcja operonOw partycyjnych jest
reprymowana przez jeden lub oba produkty
biatkowe tych operonow. Zapewnia to utrzy-
manie wewnatrzkomorkowego stezenia biatek
partycyjnych w okreSlonych granicach. Auto-
regulacja jest niezbedna dla efektywnej party-
¢ji. Nie tylko nadprodukcja lub niedob6r jedne-
go z bialek partycyjnych, lecz takze zaburzenia
w proporcjach stezen obu bialek interferuja z
procesem partycji.

W zaleznoSci od rodzaju kodowanej ATPa-
zy operony partycyjne podzielono na dwa typy
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(GERDES i wspotaut. 2000, Ryc. 3). Operony
typu pierwszego (I) koduja ATPazy zawie-
rajace w swojej sekwencji aminokwasowej
tzw. motyw Walkera wystepujacy w szeregu
enzymach o aktywnos$ci ATPazowej (KOONIN
1993). W ATPazach partycyjnych motyw ten
jest w charakterystyczny sposOb zmieniony.
Podobne zmiany motywu Walkera zaobserwo-
wano w niektorych ATPazach petniacych funk-
cje pomp jonowych oraz w ATPazach rodziny
MinD, bedacych czescia systemu, ktory kontro-
luje tworzenie przegrod podzialowych w ko-
morkach bakteryjnych. Operony typu drugie-
go (II) koduja ATPazy aktynopodobne (BORK i
wspotaut. 1992).

Ze wzgledu na lokalizacje miejsc centro-
merowych operony typu I-go cechuje duza
roznorodnos¢. W przypadku wickszoSci z
nich, wyodrebnionych jako podtyp A, rejony
centromerowe znajduja si¢ na koncu opero-
nu, za genem dla biatka wigzacego si¢ z centro-
merem. W mniej licznej grupie, wyodrebnio-
nej jako podtyp B, rejony centromerowe, znaj-
duja si¢ na poczatku operonu, przed genem
dla ATPazy partycyjnej, gdzie pokrywaja sie¢
one z rejonami promotorowo-operatorowy-
mi. U niektorych plazmidow (np. RK2 i N15)
rejony centromerowe nie sa bezposrednio
sprze¢zone z operonami partycyjnymi, a biatka
wigzace centromer tych plazmidow oprocz
uczestnictwa w partycji moga funkcjonowac
jako regulatory ekspresji genow nie zwiaza-
nych z partycja (BIGNELL i THOMAS, 2001,
GRIGORIEV i LOBOCKA 2001). Sekwencje
biatek wiazacych centromer réznych opero-

now typu IA wykazuja znaczace podobien-
Stwo.

W operonach partycyjnych typu II-go rejo-
ny centromerowe pokrywaja sie czesciowo lub
calkowicie z rejonami promotorowo-operato-
rOwWymi.

Szczegolnym przykladem odmiennej orga-
nizacji sa geny partycyjne licznych plazmidow
bakterii z rodzaju Agrobacterium, Rhizobium i
Paracoccus, nazwane repA i repB z powodu
sprzezenia ich funkcji z funkcjami replikacyj-
nymi. Tworza one wspolny operon z genem
kodujacym biatko inicjujace replikacje tych
plazmidow, repC (BARTOSIK, 2001). Produkt
genu repA, ATPaza typu Walkera, jest jednocze-
$nie represorem transkrypcji operonu repABC.
Rejon centromerowy w tego typu operonach
znajduje sie bezposSrednio za koficem genu
repC (BARTOSIK i wspotaut. 2002).

Odmienna organizacja genow partycyjnych,
w polaczeniu ze sprzezeniem ich regulacji z re-
gulacja replikacji moze by¢ rowniez cecha nie-
ktorych plazmidow bakterii Gram-dodatnich,
jak np. pSM19035 (DE LA HOZ i wspolaut.
2000). Gen kodujacy biatko & tego plazmidu, po-
dobne do ATPaz partycyjnych typu Walkera,
tworzy jednogenowy operon. Jego transkrypcja
jest negatywnie regulowana przez biatko, ktore
jednoczesnie pelni funkcje pozytywnego regu-
latora liczby kopii pSM19035. Przeciwstawna
regulacja ekspresji genu zwiazanego z partycja i
liczby kopii plazmidu mogtaby byc¢ cz¢Scia me-
chanizmu indukgji funkcji partycyjnych plazmi-
dow Sredniokopiowych w odpowiedzi na spa-
dek liczby kopii.

KASETY PARTYCYJNE KODUJACE ATPAZY TYPU WALKERA

Operony partycyjne typu I-go, kodujace
ATPazy ze zmienionym motywem Walkera, sa
szeroko rozpowszechnione. Wystepuja zarow-
no w wiekszosci niskokopiowych plazmidow,
jak i w szeregu chromosomach bakteryjnych.
Ich funkcje poznano najlepiej w badaniach nad
partycja plazmidu P1. P1 jest bakteriofagiem
fagodnym, ktory w lizogenach nie wystepuje w
postaci wintegrowanej do chromosom lecz
jako duzy jednokopiowy plazmid o kolistym
genomie dhugosci prawie 100 kb.

Operon partycyjny plazmidu P1 sktada si¢ z
genu parA, kodujacego ATPaze i genu parB ko-
dujacego biatko zdolne do wiazania centrome-
ru (ABELES i wspotaut. 1985; patrz Ryc. 3). Cen-
tromer P1, parS, obejmuje okoto 90-cio nukle-

otydowy rejon zlokalizowany bezposrednio za
koficem genu parB. Bialko ParB rozpoznaje
dwa rodzaje krotkich sekwencji (typu A i B,
patrz Ryc. 3) w obrebie centromeru (FUNNELL,
1988b, FUNNELL i GAGNIER 1993). Wiazanie sie
ParB do centromeru zachodzi razem z wigza-
niem bakteryjnego biatka IHF i jest uwazane za
poczatkowy etap partycji (FUNNELL 1991). IHF
zagina DNA umozliwiajac oddzialywanie ze
soba czasteczek ParB zwigzanych z DNA po
przeciwnych stronach miejsca rozpoznawane-
go przez THF (HAYES i AUSTIN 1994). ParA w
formie zwiazanej z ATP moze przylaczac sie do
kompleksu centromerowego poprzez interak-
cje z ParB (BOUET i FUNNELL1999). Oczyszczo-
ne ParA in vitro ma staba aktywnoS¢ ATPazowa
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Ryc. 3. Organizacja plazmidowych kaset partycyjnych typu I (IA i IB) i typu IL

Geny kodujace ATPazy partycyjne typu Walkera i ich produkty wyrdzniono przy pomocy poprzecznych
prazkow, geny kodujace ATPazy aktynopodobne i ich produkty przy pomocy skosnych prazkoéw. Rejony centro-
merowe oznaczono czarnym kolorem. Kropkowane linie zakonczone strzatkami obrazuja interakcje biatek par-
tycyjnych z rejonami centromerowymi i regulatorowymi poszczegolnych operonow. W operonach typu IA (par
plazmidu P1 i sop plazmidu F) sekwencje rejonow regulatorowych (parOP i sopOP) przedstawiono powyzej, a
sekwencje rejonow centromerowych (parsS i sopC) ponizej schematow organizacji genoéw tych operonow. Miej-
sca wiazania biatka ParA lub SopA w rejonach regulatorowych podswietlono na szaro. W operonach typu IB i II
miejsca centromerowe i pokrywajace si¢ z nimi rejony regulacyjne przedstawiono powyzej schematow organi-
zacji genow. Sekwencje wiazace biatka ParB lub ParR obwiedziono czarnymi prostokatami. Grot strzatki na kon-
cu kazdej sekwencji znajduje sie nad poczatkowym kodonem genu dla ATPazy partycyjnej kazdego operonu.
Fragmenty DNA kodujace miejsca wiazania rybosomow przed startem translacji (SD) oznaczono kropkowana

linia.
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(DAVIS i wspotaut. 1992). Jest ona stymulowa-
na przez biatko ParB i DNA. Chociaz aktywnoSs¢
ATPazowa ParA nie jest niezbedna dla wlacza-
nia ParA do kompleksu centromerowego in vi-
tro, jest ona niezbedna dla partycji in vivo
(DAVIS i wspotaut. 1996).

Niezaleznie od aktywnoSci partycyjne;j,
biatko ParA bierze udzial w autoregulacji ope-
ronu par. Rozpoznaje ono sekwencje DNA zlo-
kalizowana pomiedzy promotorem operonu
par i poczatkiem genu parA. Poprzez interak-
cje z ta sekwencja ParA przeszkadza w wiaza-
niu polimerazy RNA do promotora i w ten spo-
sob reprymuje transkrypcje (DAVIS i wspotaut.
1992, DAVEY i FUNNELL 1994,). Samo ParA
stabo wiaze sic do DNA. W komorce ParA wy-
stepuje glownie w kompleksie z ATP lub ADP.
Oba nukleotydy stymuluja wiazanie ParA do
DNA poprzez indukcje zmiany konformacji
catej czasteczki biatka (DAVEY i FUNNELL 1997,
FUNG i wspotaut. 2001). Konformacje ParA w
kompleksie z ATP i ADP r6znia sie. ParA-ADP
jest lepszym represorem niz ParA-ATP. Jednak
ATP lepiej wiaze si¢ z ParA i wystepuje w ko-
morce w stezeniu kilkakrotnie wyzszym niz
ADP. Dlatego wewnatrz komorek, ParA w kom-
pleksie z ATP jest forma dominujaca. ParB
wzmacnia represj¢ operonu par przez ParA-
ATP poprzez stymulacje zmiany konformacji
tego kompleksu do formy tak efektywnej w re-
presji jak ParA-ADP. Dodatkowe wzmocnienie
represji zachodzi w obecnosci centromeru P1,
parS (HAO i YARMOLINSKY 2002). Przypuszcza
si¢, ze bialka partycyjne zwiazane z rejonem

promotorowo-operatorowym i z rejonem cen-
tromerowym operonu par moga oddziatywac
ze soba powodujac utworzenie kompleksu su-
perrepresorowego.

W oparciu o réznice w zmianach konforma-
cyjnych ParA indukowanych przez ATP i ADP
oraz rézny wptyw obu nukleotydow na rozne
aktywnoSci ParA zaproponowano, ze wigzanie
i hydroliza nukleotydow adeninowych przez
ParA pelnia role molekularnych przetacznikow
kontrolujacych zapoczatkowanie dwoch nieza-
leznych procesow z udzialem ParA, reakcji
zwiazanych z autoregulacja i reakcji partycyj-
nych (BOUET i FUNNELL 1999). Ani autoregula-
cja ani wiazanie ParA do kompleksu parS-Par-
B-IHF nie wymaga hydrolizy ATP co sugeruje,
ze aktywnoS¢ ATPazowa ParA jest niezbedna w
zaawansowanych reakcjach partycyjnych.

U dzikiego plazmidu P1 kombinacja funkcji
partycyjnych oraz funkcji systemu tzw. ,,addyk-
¢ji”, dzialajacego poprzez aktywacje toksyny
plazmidowej w komorkach, ktore utracily pla-
zmid, powoduje obnizenie utraty plazmidu do
czestoSci mniejszej niz 107 na kazdy podziat
komorkowy (patrz artykut U. ZIELENKIEWICZ i
P. CEGLOWSKIEGO w tym numerze KOSMOSU).
Udzial systemu partycji w stabilizacji plazmidu
jest znaczacy. Utrata z populacji plazmidow P1
pozbawionych kasety addykcyjnej wynosi po-
nizej 1% po czasie okoto 25-ciu generacji. Cz¢-
sto$¢ utraty zwicksza sie do ponad 99% w po-
pulacjach komorek niosacych pochodne tego
plazmidu z mutacjami inaktywujacymi geny
parA lub parB, lub rejon centromerowy.

KASETY PARTYCYJNE KODUJACE ATPAZY TYPU AKTYNOWEGO

Operony partycyjne typu II-go, kodujace
ATPazy aktynopodobne wystepuja w plazmi-
dach rzadziej niz operony kodujace ATPazy
typu Walkera. Sekwencja aminokwasowa akty-
nopodobnych ATPaz partycyjnych jest ewolu-
cyjnie najbardziej zblizona do kodowanych
przez chromosomy bakteryjne biatek rodziny
MreB, uznanych za prokariotyczne homologi
aktyny (VAN DEN ENT i wspotaut. 2001, JONES i
wspotaut. 2001, MOLLER-JENSEN i wspotaut.
2002). Biatka rodziny MreB tworza filamenty
podobne do filamentow eukariotycznej aktyny.
U E. coli filamenty MreB formuja pod btona ko-
morkowa cytoszkielet, ktory umozliwia komor-
kom utrzymanie pateczkowatego ksztattu.

Najlepiej zbadanym operonem typu II-go
jest operon par plazmidu R1, wyizolowanego

jako czynnik lekoopornosci ze szczepu Salmo-
nella typhimurium (Ryc. 3). Oprocz genu
parM kodujacego ATPaze, zawiera on gen
parR, kodujacy bialko wiazace si¢ do centro-
meru (GERDES i wspotaut. 2000). Centromer
plazmidu R1, parC, znajduje si¢ przed genem
parM. Sktada sie on z dwoch ciagéw piecio-
krotnych powtorzen podobnej, 12-to nukleoty-
dowej sekwencji, przedzielonych krotkim frag-
mentem DNA zawierajacym promotor opero-
nu par (DAM i GERDES 1994). Biatko ParR ma
zdolnos¢ do wiazania sie do centromeru. Jed-
noczesnie poprzez interakcje z sekwencjami
sasiadujacymi z promotorem reprymuje ono
transkrypcje operonu par (JENSEN i wspolaut.
1994). Biatko ParM nie bierze udzialu w autore-
gulacji ale uczestniczy w kompleksie centro-
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merowym poprzez oddziatywanie z ParR
(JENSEN i GERDES 1997). W komoérce ParM
moze wystepowal zarowno w kompleksie z
ATP, jak i z ADP (MOLLER-JENSEN i wspotaut.

2002). AktywnoS¢ ATPazowa ParM jest silnie
stymulowana w obecnosci kompleksu ParR z
parcC.

POROWNANIE PLAZMIDOWYCH SEKWENCJI CENTROMEROWYCH

Ze wzgledu na obecnos¢ dwoch rodzajow
sekwencji wiazacych biatko ParB i sekwencji
wiazacej biatko bakteryjne IHF, centromer pla-
zmidu P1 reprezentuje grup¢ centromerow pla-
zmidowych o najbardziej skomplikowanej bu-
dowie. Jednak dla zachowania minimalnej funk-
cji partycyjnej, wystarczy 22 nukleotydowy
fragment jego prawego ramienia obejmujacy
dwa miejsca wiazania ParB typu A (A2, A3) i jed-
no miejsce typu B (B2, Ryc. 3, MARTIN i
wspotaut. 1991). Chociaz ,minimalny” frag-
ment centromeru powoduje niewielka stabili-
zacje plazmidu w porOwnaniu z kompletnym
pars, jego aktywnosc¢ wskazuje, ze zarOwno po-
zostale miejsca wiazania ParB, jak i miejsce
wiazania IHF sa krytyczne dla efektywnosSci par-
tycji, ale nie niezbedne dla zajScia procesOw par-
tycyjnych. Sekwencje centromerowe podobne
do parS P1 sa wysoce efektywne w partycji.
Przypuszczalnie dlatego w znanych plazmidach
podobne centromery wystepuja w jednej kopii.

Struktura wigkszoSci centromerow plazmi-
dowych w operonach typu IA jest inna niz
struktura parS. Zawieraja one najczesciej wie-
lokrotne powtorzenia podobnej sekwencji
(BIGNELL i THOMAS 2001). Centromer plazmi-
du F (sopC) sklada si¢ az z 12-tu 43-nukleoty-
dowych powtorzen (Ryc. 3, LANE i wspotaut.
1987). Kazde z nich zawiera sekwencje¢ o cha-
rakterze palindromu (IR), do ktorej wiaze si¢
biatko SopB plazmidu F (homolog ParB P1,
MORI i wspotaut. 1989). Juz obecnosS¢ na pla-
zmidzie jednej z powtorzonych sekwencji cen-
tromerowych powoduje jego zauwazalna sta-
bilizacje w obecnosci bialek partycyjnych F
(BIEK i SHI 1994, RAVIN i LANE 1999). Jednak
dopiero obecnos¢ co najmniej kilku powto-

rzen zapewnia wysoka efektywnoS¢ partycji.
Powtorzone sekwencje centromerowe w ope-
ronach typu IA cechuje niezaleznosc. Ich zgru-
powanie w jednym odcinku DNA nie jest nie-
zbedne dla funkcji. By¢ moze dlatego warian-
tem organizacji tego typu centromerow jest
rozproszenie pojedynczych powtorzen w roz-
nych rejonach DNA, gdzie kazde z nich moze
petnic¢ funkcje centromeru. Taka organizacja
sekwencji centromerowych wystepuje u szere-
gu plazmidow i jest typowa dla chromosomow
bakteryjnych kodujacych ATPazy partycyjne
typu Walkera (BIGNELL i THOMAS 2001, GRIGO-
RIEV i LOBOCKA, 2001, GODFRIN-ESTEVENON i
wspotaut. 2002).

W plazmidach posiadajacych kasety party-
cyjne typu IB i II rejony centromerowe pokry-
Wwaja si¢ z rejonami promotorowo-operatoro-
wymi operonow partycyjnych (BREUNER i
wspotaut. 1996, KALNIN i wspotaut. 2000). Ty-
powe centromery tych plazmidow skladaja sie
z kilku do kilkunastu powtorzen podobnej se-
kwengcji. IntegralnoS¢ ciagu powtorzen moze
by¢ istotna dla funkcji centromerowej, ponie-
waz jego niepelne fragmenty okazywaly sie
niefunkcjonalne w partycji. Rejon centralnych
powtorzen w obrebie centromeru pokrywa sie
lub sasiaduje z sekwencjami promotorowymi
operonow partycyjnych (Ryc. 3). Dzigki temu
w tego typu operonach sekwencje centrome-
rowe moga petnic¢ funkcje regulacyjna. Dwu-
funkcyjnos¢ elementow centromerowych
sprawia, ze biatka wiazace centromer tych ope-
ronow (np. ParB pTAR i ParR R1) sa elementa-
mi bezpoSrednio kontrolujacymi ich tran-
skrypcje, a kodowane przez nie ATPazy party-
cyjne nie biora udzialu w regulacji.

NIEZGODNOSC PARTYCYJNA I PAROWANIE CZASTECZEK PLAZMIDOW

Plazmidowe rejony centromerowe sa czyn-
nikami tzw. niezgodnoSci partycyjnej (ang.
partition incompatibility) (AUSTIN i NORD-
STROM 1990). Wyraza si¢ ona tym, ze dwa rozne
plazmidy niosace taki sam centromer nie moga
stabilnie wspotistnie¢ w komorce w obecnosci

rozpoznajacych ten centromer biatek partycyj-
nych. NiestabilnosS¢ plazmidow wynikajaca z
niezgodnoSci nie jest dramatyczna. Po dhuz-
szym czasie wzrostu w nieobecnoS$ci antybioty-
kow selekcyjnych dla obu plazmidow
poczatkowo dwuplazmidowe komorki tworza



Partycja niskokopiowych plazmidoéw

311

dwie populacje. Komorki jednej z nich zawie-
raja  wylacznie jeden, komorki drugiej
wylacznie drugi plazmid.

Zjawisko niezgodnoSci partycyjnej stato si¢
podstawa do zaproponowania modelu party-
cji. Zaktada on, ze przed podziatem komorko-
wym plazmidy tacza si¢ w pary przy pomocy re-
jonow centromerowych, a nast¢pnie kazdy z
elementoéw pary jest przemieszczany do prze-
ciwlegtej polowki dzielacej si¢ komorki. Nie-
zgodnoS¢ partycyjna bylaby konsekwencja
tworzenia par zawierajacych dwa rézne pla-
zmidy. Ich rozdzial prowadzitby do segregacji
kazdego z plazmidow pary tylko do jednej z ko-
morek potomnych.

Ostatnio potwierdzono zdolnoS¢ plazmido-
wych centromerow do tworzenia par w obec-
nosSci biatek partycyjnych. Pary fragmentow
DNA zawierajacych rejon centromerowy pla-
zmidu R1, parC, zaobserwowano na zdjeciach
z mikroskopu elektronowego (JENSEN i
wspotaut. 1998). Tworzenie par wymagalo
zwiazania biatka ParR do parcC i bylo silnie sty-
mulowane w obecnosSci ATPazy partycyjnej
plazmidu R1, ParM. Mozna zalozy¢, ze parowa-
nie kolistych czasteczek plazmidow poprzez

rejony centromerowe prowadzi do zablokowa-
nia swobodnej rotacji sasiadujacego z centro-
merami DNA. RzeczywiScie, w eksperymen-
tach in vivo pokazano, ze obecnos¢ miejsc cen-
tromerowych P1, parS, w czasteczkach plazmi-
dow blokuje dyfuzje wzdhuz czasteczki
wywolanych transkrypcja zmian w superskre-
ceniu DNA (EDGAR i wspotaut. 2001). Efekt ten
wystepowal tylko w komorkach zawierajacych
biatko ParB P1, co uznano za dowod tworzenia
par plazmidow zawierajacych parS w obecno-
$ci tego bialka.

Wydaje si¢, ze in vivo jednostka w partycji
nie jest pojedynczy rejon centromerowy, a cata
czasteczka DNA zawierajaca jeden lub wiecej
centromerOw. Partycja dwoch fragmentow
centromerowych tej samej czasteczki plazmi-
du prowadzitaby do rozerwania plazmidu i
jego utraty. Tymczasem plazmidy zawierajace
dwa identyczne nawet odleglte od siebie cen-
tromery nie sa mniej stabilne niz plazmidy jed-
nocentromerowe (AUSTIN, 1984). Najprawdo-
podobniej in vivo parowanie zachodzi prefe-
rencyjnie pomiedzy centromerami dwoch roz-
nych czasteczek plazmidowych (LANE i
wspotaut. 1987, GRIGORIEV i LOBOCKA 2001).

WIZUALIZACJA PROCESU PARTY(CJI

Rozwoj technik mikroskopii fluorescen-
cyjnej umozliwit obserwacje czasteczek pla-
zmidow w komorkach i potwierdzenie mode-
lu partycji (Ryc. 2, 4). W pierwszych doswiad-
czeniach tego typu uzyto plazmidoéw P11 F ze
wstawionymi do czasteczek wielokrotnymi
kopiami sekwencji wiazacej biatko bakteryj-
ne LacI®. Komérki z tak skonstruowanymi
plazmidami, zamiast normalnego biatka
LacIQ, zawieraly jego fuzje z fluoryzujacym
na zielono biatkiem, Gfp (GORDON i
wspotaut. 1997). Wiazace sie do DNA plazmi-
dowego bialko fuzyjne LaCIQ-Gfp tworzylo
ogniska fluorescencji w miejscach odpowia-
dajacych lokalizacji plazmidéw. W matych ko-
morkach powstalych Sswiezo po podziale za-
obserwowano pojedyncze ogniska fluore-
scencji umiejscowione w rejonie centrum
komorki. W wiekszych komorkach zaobser-
wowano po dwa ogniska fluorescencji odpo-
wiadajace rozsegregowanym po replikacji
kopiom plazmidow. Byly one rozmieszczone
symetrycznie w rejonach bliskich 1/4 i 3/4
dtugosci komorki. Podobna lokalizacje za-
rowno P1iF, jak i niskokopiowego plazmidu

RK2 pokazano tzw. metoda FISH (ang. fluore-
scent in situ hybridization), w ktorej utrwalo-
ne komoérki przytwierdzone do szkietka mi-
kroskopowego, poddawano hybrydyzacji ze
znakowanymi fluorescencyjnie fragmentami
DNA komplementarnymi do DNA tych pla-

Ryc. 4. Lokalizacja plazmidéow P1 w komoérkach
E. coli na r6znych etapach cyklu komérkowego
(zdjecie barwne na okladce).

Ogniska fluorescencji (jasne plamki) reprezentuja
kompleksy DNA plazmidu P1 z fluoryzujacym
biatkiem fuzyjnym ParB-Gfp wiazacym si¢ do DNA
tego plazmidu (patrz tekst; Bugajska i Lobocka, dane
nieopublikowane).
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zmidow  (BIGNELL i wspolaut. 1999,
POGLIANO i wspotaut. 2001, HO i wspoétaut.
2002). Lokalizacja rozsegregowanych kopii
plazmidow przy granicach ¢wiartek komor-
kowych wydaje si¢ charakterystyczna dla pla-
zmidow zawierajacych operony partycyjne
typu I-go. Rozsegregowane plazmidy R1 loka-
lizuja si¢ odmiennie, gtownie w rejonach bie-
gunow komorkowych (JENSEN i GERDES
1999, WEITAO i wspotaut. 2000). Dopiero po
podziale komorkowym sa one przemieszcza-
ne do centrow komorek potomnych.

W komorkach zawierajacych plazmidy P1,
F i RK2 biatka wiazace centromer tych plazmi-
dow, ParB, SopB i KorB, lokalizuja si¢ w tych sa-
mych miejscach co czasteczki DNA plazmido-
wego (ERDMANN i wspotaut. 1999, HIRANO i
wspotaut. 1998, BIGNELL i wspoétaut. 1999).
Dzieki wiazaniu sie¢ do swoistych centrome-
row i interakcji z DNA plazmidowym w ich
sasiedztwie (omowionym w dalszej czeSci tego
artykuhu) fuzje tych biatek z biatkami fluory-
zujacymi (np. Gfp) sa dogodnymi wskaznikami
wewnatrzkomorkowej lokalizacji plazmidow
zawierajacych rozpoznawane przez nie se-
kwencje centromerowe (Ryc. 4).

Chociaz w wickszoSci komoérek z P1, F, czy
RK?2 czasteczki plazmidoéw znajduja si¢ w rejo-
nach bliskich 1/4 i 3/4 dlugosci komorki, a w

nielicznych matych komorkach w jej centrum,
lokalizacja niektorych plazmidow odpowiada
etapom poSrednim ich przemieszczania. W
wolno rosnacych komorkach przemieszczanie
czasteczek plazmidow jest rOwniez powolne i
odbywa sie¢ w tempie wielu minut (BIGNELL i
wspotaut. 1999, BUGAJSKA i LOBOCKA, dane
niepublikowane). Przemieszczanie plazmidow
jednej pary zachodzi synchronicznie, nato-
miast procesy partycyjne w dwoch komorkach
powstatych z jednej po podziale czesto odby-
waja sic w roznym czasie.

Mimo, ze liczne plazmidy umiejscowione sa
podczas partycji w tych samych rejonach ko-
morkowych ogladane wspolnie w komorce nie
lokalizuja si¢ dokladnie w tych samych miej-
scach (HO i wspotaut. 2002). Ponadto ich par-
tycja nie jest zsynchronizowana w czasie. W
prawie wszystkich badanych komorkach se-
gregacja kopii plazmidu RK2 powstatych po re-
plikacji poprzedzata segregacje kopii plazmidu
F, a segregacja F poprzedzala segregacje P1.
Obserwacje te wskazuja, ze albo rézne plazmi-
dy podczas partycji oddzialywuja z réznymi
strukturami komorki, albo segreguja niezale-
znie od struktur komorkowych, albo tez ich od-
dzialywanie z tymi samymi strukturami odby-
wa sic w roznym czasie.

PARTYCJA PLAZMIDOW A KOMORKOWE CENTRA REPLIKACYJNE

Zaskakujacym odkryciem ostatnich lat byto
wykazanie, ze replikacja DNA w komorkach Ba-
cillus subtilis nie zachodzi, jak przypuszczano,
przez przesuwanie si¢ kompleksu replikacyjne-
go wzdhuz DNA, a odwrotnie, przez przesuwa-
nie si¢ DNA chromosomalnego przez kompleks
enzymow replikacyjnych ulokowany w cen-
trum komorki lub w rejonach odpowiadajacym
przysztym centrom komorek potomnych
(LEMON i GROSSMAN 1998, 2000). Przypuszcza
sie, ze ulokowany centralnie replisom mogitby
dziata¢ jako rodzaj ,silnika biosyntetycznego”,
ktory wypycha zreplikowane kopie chromoso-
mu w przeciwnych kierunkach (LEMON i
GROSSMAN 2001). Zaréwno u B. subtilis, jak i u
E. coli zreplikowane rejony startu replikacji

chromosomu przemieszczaja si¢ z replisomu w
kierunku przeciwnych biegunow komorki,
przy ktorych lokalizuja si¢ przez wiekszoSc cy-
klu komoérkowego. Najprawdopodobniej repli-
kacja DNA niskokopiowych plazmidow row-
niez odbywa si¢ w obrebie kompleksu komor-
kowych enzymow replikacyjnych. Mozliwe, ze
kazdy z plazmidow moze inicjowa¢ montaz no-
wego kompleksu biatek replikacyjnych z uzy-
ciem mechanizmu, ktéry sprzega centralnie
tworzony kompleks z tym rejonem czasteczki
plazmidu gdzie zaczyna si¢ replikacja DNA (HO
i wspotaut. 2002). Ostatnio doliczono si¢ zwick-
szonej liczby replisomow na komorke w szcze-
pie Caulobacter crescentus zawierajacym wie-
lokopiowy plazmid (JENSEN i wspotaut. 2001).

WYCISZANIE TRANSKRYPCJI PRZEZ BIALKA PLAZMIDOWE WIAZACE CENTROMERY

Badania in vitro wskazuja, ze interakcje
biatek wiazacych centromer z DNA plazmido-
wym sa ograniczone do sekwencji w obrebie

centromeru rozpoznawanych przez te bialka.

Jednak wlasciwosci biatek typu ParB in vivo su-

geruja, ze interakcje te moga obejmowac szer-
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sze rejony DNA plazmidowego. Chociaz natu-
ralna funkcja systemu partycji jest stabilizacja
plazmidow, biatka z rodzin ParB moga powo-
dowac destabilizacje plazmidow niosacych
centromery, do ktorych sie wiaza (FUNNELL
1988a, LOBOCKA i YARMOLINSKY 1996, KUSU-
KAWA i wspotaut. 1987, GRIGORIEV i LOBOCKA
2001,JAGURA-BURDZY i wspotaut. 1999). Desta-
bilizacja prowadzi do utraty plazmidow cen-
tromerowych z czestoscia wicksza niz wyni-
katoby to z ich przypadkowego rozdzialu w
nieobecnosci systemu partycji. Zalezy ona od
stezenia biatka typu ParB i od kontekstu DNA
w jakim znajduje si¢ specyficzna dla tego biatka
sekwencja centromerowa. Na przyktad duzy
nadmiar biatka ParB P1 prowadzi do destabili-
zacji  wszystkich  badanych  plazmidow
niosacych parS, niezaleznie od obecnoSci
ParA.

Destabilizacja plazmidow centromero-
wych przez biatka rodziny ParB zalezy od zdol-
nosci tych bialek do wyciszania transkrypcji
gendw w sasiedztwie rozpoznawanych przez
nie sekwencji centromerowych (YARMOLIN-
SKY 2000). Wydaje si¢, ze zdolnos¢ ParB P1 do
wyciszania transkrypcji ma zwiazek z jego
funkcja w reakcjach partycyjnych naste-
pujacych po zwiazaniu centromeru. Biatka mu-
tantOw parB P1, ktore wiazaly pars, lecz byly
niezdolne do wyciszania transkrypcji, stracity
takze aktywnoS¢ partycyjna.

Mechanizm wyciszania transkrypcji nie jest
znany. Liczne obserwacje wskazuja, ze ParB
plazmidu P1 i SopB plazmidu F, po zwigzaniu z
DNA centromerowym, moga posrednio lub
bezposrednio wigzac sie z DNA pozacentrome-
rowym. Dowodem takiej interakcji jest izolacja
z komorek niosacych plazmid P1 kompleksow
biatka ParB tego plazmidu z DNA P1 reprezen-
tujacym rejony odlegte o kilka tysiecy par zasad
od sekwencji parS (RODIONOV i wspolaut.
1999). Zaproponowano, ze zwiazanie SopB lub
ParB do specyficznych dla nich sekwencji cen-

tromerowych zapoczatkowuje wiazanie dodat-
kowych czasteczek tych bialek do sasia-
dujacego DNA. Wiyciszanie transkrypgcji
mogtoby wynika¢ z ochrony DNA pokrytego
przez ParB lub SopB przed dostepem innych
biatek. Niestety w warunkach in vitro nie uzy-
skano kompleksow ParB ani SopB z DNA poza
rejonem centromeru, €O moze sugerowac
udzial nieznanych bialek komoérkowych w
tworzeniu takich kompleksow. Ciekawych wy-
nikow dostarczyly badania nad fragmentem
SopB zawierajacym 82 reszty aminokwasowe z
N konca tego biatka. Okazatl sie on niezbedny
dla wyciszania transkrypcji przez SopB choc¢
jest niezalezny od ulokowanego centralnie re-
jonu SopB niezbednego dla wiazania DNA
(KIM i WANG 1999). N-koncowy fragment
SopB w polaczeniu z fragmentami innych
biatek zdolnymi do wiazania specyficznych se-
kwencji DNA, lecz niezdolnymi do wyciszania
transkrypcji, nadawat biatkom fuzyjnym zdol-
noS¢ do wyciszania transkrypcji genow w
sasiedztwie tych sekwencji. Mozliwe, ze wyci-
szanie transkrypcji po utworzeniu kompleksu
SopB-sopC zalezy od oddziatywania N-konco-
wego fragmentu SopB z niezidentyfikowanym
czynnikiem komorkowym zdolnym do wiaza-
nia pozacentromerowego DNA. Podobienstwo
N-koficowych fragmentow SopB plazmidu F,
ParB plazmidu P1 oraz ich homologow kodo-
wanych przez inne plazmidy wskazuje na
wspoOlny mechanizm wyciszania transkrypcji
genOw przez te bialka (HANAI i wspolaut.
1996). Samo wyciszanie mogloby by¢ przejs-
ciowym efektem ubocznym tworzenia struk-
tur biatko-DNA niezbednych dla wewnatrzko-
morkowego przemieszczania plazmidu. Kom-
pleksy ParB z pozacentromerowym DNA pla-
zmidu P1 wystepuja w komoérkach rowniez
podczas aktywnej partycji tego plazmidu.
Wskazuje to, ze w warunkach fizjologicznych
reakcje zwiazane z tworzeniem tych komplek-
sOw nie prowadza do zaburzen partycji.

UDZIAL ATPAZ PARTYCYJNYCH W PRZEMIESZCZANIU PLAZMIDOW

Pozycjonowanie plazmidow podczas par-
tycji wymaga ATPaz partycyjnych i zalezy od
ich zdolnosci do hydrolizy ATP. W nieobecno-
Sci tych ATPaz niskokopiowe plazmidy lokali-
zuja si¢ w dowolnych miejscach komorki,
glownie w przestrzeniach nie zajetych przez
nukleoid.

Mechanizm lokalizacji plazmidow podczas
partycji z udziatem ATPaz typu Walkera moze
przypomina¢ mechanizm regulacji powstawa-
nia przegrod podzialowych wewnatrz komo-
rek E. coli zalezny od biatek MinC, MinD i MinE
(YAMAICHI i NIKI 2000). Potencjalne miejsca
tworzenia przegrod znajduja si¢ zarOwno w
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centrum komorki, jak i w plaszczyznach odpo-
wiadajacych 1/4 i 3/4 jej dlugosci, ktore wyzna-
czaja przyszlte centra komorek potomnych.
Biatka MinCDE umozliwiaja tworzenie prze-
grody centralnej blokujac jednoczesSnie two-
rzenie przegrod blisko rejonow biegunowych.
Jedno z nich, MinD, jest ATPaza, ktorej sekwen-
cja aminokwasowa jest podobna do sekwencji
biatek rodziny ParA. Ponadto z uzyciem fuzji z
fluoryzujacym biatkiem Gfp pokazano, ze za-
rowno MinD, jak i jego homologi partycyjne,
biatko ParA kodowane przez plazmid pB171
patogennego szczepu E. coli i biatko Soj kodo-
wane przez chromosom B. subtilis, oscyluja po-
miedzy przeciwnymi biegunami komorki
(RASKIN i DE BOER 1999, QUISEL i wspotaut.
1999, EBERSBACH i GERDES 2001). Oscylacja po-
lega na przemieszczaniu sie¢ wewnatrzkomor-
kowej puli MinD, ParA lub Soj na przemian z
jednego do drugiego biegunaizalezy od aktyw-
noSci ATPazowej tych biatek. Kinetyka oscyla-
¢ji MinD i bialek partycyjnych jest rozna: MinD
oscylowato w odstepach sekundowych, biatko
ParApg171 W odstepach minutowych. W prze-
ciwienistwie do MinD, ParA,g171 byto zdolne
do oscylacji tylko w komorkach zawierajacych
plazmid z centromerem pB171 i biatko ParB
tego plazmidu, co wskazuje na zaleznoSc oscy-
lacji od wczesniejszego utworzenia kompleksu
biatkowo-centromerowego i jej zwiazek z za-
awansowanymi reakcjami partycyjnymi. Nie
wiadomo czy oscylacja biatek typu ParA jest w
jaki$ sposOb zsynchronizowana z ruchem pla-
zmidow wewnatrz komorki i czy dostarcza sity
motorycznej dla tego ruchu.

Mechanizm przemieszczania plazmidow
zalezny od aktynopodobnych ATPaz partycyj-
nych moze r6znic si¢ istotnie od mechanizmu
przemieszczania zaleznego od ATPaz typu Wal-
kera. Wydaje si¢ on dzialac¢ na zasadzie podob-
nej do generacji ruchu przez polimeryzacje ak-
tyny (patrz: STRZELECKA-GOLASZEWSKA 2001).
Wskazuja na to wlaSciwosSci ATPazy partycyj-
nej plazmidu R1, ParM, oraz zaobserwowane w
komorkach, utrwalonych podczas aktywnej
partycji R1, dynamiczne zmiany w lokalizacji i
sposobie  organizacji  czasteczek  ParM
(MOLLER-JENSEN i wspotaut. 2002). W czeSci
komorek biatko ParM tworzylo filamenty
ciagnace sie wzdtuz dtugiej osi komorki od bie-
guna do bieguna, w cze¢Sci bylo rozproszone w
cytoplazmie, w czeSci skupiato siec w postaci
ognisk w pozycjach biegunowych lub w cen-
trum komorki. Obserwowane zmiany mozna
uznac za dowod naprzemiennej polimeryzacji i

depolimeryzacji ParM. Tworzenie filamentow
zalezato od obecnosci w komorkach plazmidu
zawierajacego centromer R1, parC, i biatka
ParR wiazacego si¢ do centromeru, natomiast
nie zalezato od aktywnosSci ATPazowej ParM.
Ta ostatnia okazala si¢ niezbedna dla depolime-
ryzacji ParM i w konsekwencji dla wewnatrz-
komorkowej dynamiki tworzenia filamentow.
Biatka ParM mutantow, pozbawione aktywno-
Sci ATPazowej tworzyly stabilne filamenty we
wszystkich komorkach, niezaleznie od obecno-
sci ParR i parC. ROwniez in vitro tworzenie fila-
mentow ParM wymagato ATP, a ich depolime-
ryzacja nastepowala spontanicznie i zalezala
od hydrolizy ATP. Poprzez dodawanie do
oczyszczonego ParM kolejnych porcji ATP
udato sie odtworzy¢ cyklicznos¢ procesu poli-
meryzacji i depolimeryzacji. Polimeryzacja
ParM w obecnoSci ATP stymuluje jego aktyw-
no$¢ ATPazowa niezbedna do depolimeryzacji
zwiazanej z hydroliza ATP do ADP i wolnego
fosforanu. Dodanie Swiezej porcji ATP zwick-
sza ilo$¢ komplekséow wolnego ParM-ATP w
stosunku do ParM-ADP, co powoduje przesu-
niecie rownowagi w strone ponownego za-
poczatkowania procesOw polimeryzacyjnych.
Obserwowana in vivo zaleznoS¢ tworzenia fi-
lamentow ParM od ParR i parC ma miejsce
rowniez in vitro w roztworach ParM zawie-
rajacych zbyt niskie st¢zenia ATP dla za-
poczatkowania spontanicznie reakcji polime-
ryzacyjnych. Jednoczesne dodanie Sladowych
ilosci ParR i DNA zawierajacego parC za-
poczatkowuje polimeryzacj¢ ParM w tych roz-
tworach. Filamenty ParM maja szerokoS¢ 7 nm,
podobna do szerokoSci zawierajacych dwa
protofilamenty filamentow eukariotycznej ak-
tyny.

Aktynopodobna struktura ParM oraz jego
cechy zwiazane z tworzeniem i depolimeryza-
cja filamentoéw staly sie podstawa do zapropo-
nowania modelu przemieszczania plazmidow
z udzialem ATPaz rodziny ParM (Ryc. 5).
Zaktada on, ze po procesie replikacji plazmidow
w centrum komorki i parowania zreplikowa-
nych kopii z udziatem komplekso6w centrome-
rowych parC-ParR, biatko ParR w tych komplek-
sach staje si¢ miejscem przylaczania i polimery-
zacji obecnego w komorce wolnego ParM-ATP.
Kolejne kompleksy ParM-ATP dotaczajac do
tworzacego si¢ filamentu poprzez interakcje z
ParR sg wstawiane pomiedzy kompleks centro-
merowy, a utworzony dotychczas filament, co
powoduje odsuwanie plazmidow pary od sie-
bie, w kierunku biegunéw komorkowych. Po-
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Parowanie plazmidow

Segregacja plazmid(’)w+

ParM-ATP >> «
D3 D3 ‘Z
A Dol iied
ParM-ADP @E”; § “aﬁ
w N &
A &

Podzial komorkowy +

limeryzacja ParM stymuluje jego aktywnosc¢
ATPazowa. Prowadzi to do zapoczatkowania
hydrolizy ATP wewnatrz struktury filamen-
tow, tak jak w przypadku filamentoéw aktyny.
Konwersja ParM-ATP w filamentach do ParM-
ADP + Pi oraz dyfuzja nieorganicznego fosfo-
ranu powoduja zmiany konformacji ParM, a
w konsekwencji destabilizacje¢ struktury fila-
mentu i jego depolimeryzacj¢ na koncu prze-
ciwnym do konca dotaczania nowych kom-
pleksow ParM-ATP. Wymiana ADP na ATP w
odlaczonych od filamentu kompleksach Par-
M-ADP moze inicjowac nastepna runde¢ poli-
meryzacji z udzialem tych samych czasteczek
ParM. Poniewaz przed podziatem plazmidy R1

ParM-ADP

Ryc. 5. Model partycji plazmidu
R1 zuwzglednieniem roli ATPazy
partycyjnej ParM w przemiesz-
czaniu  czasteczek  plazmidu
wewnatrz komorki (wg MOLLER-
JENSENA i wspotaut. 2002, zmody-
fikowany). Opis w tekScie.

w komorce lokalizuja sie blisko jej biegunow
zalozono, ze po podziale komorkowym sam
proces replikacji moglby w nieznany jeszcze
sposob powodowad przemieszczanie plazmi-
dow do centrum komorki i powtorzenie cyklu.
W proponowanym modelu przemieszczanie
plazmidow podczepionych do rosnacego ko-
Aca filamentow byloby generowane poprzez
zaobserwowany poprzednio w przypadku fila-
mentOw aktynowych proces tzw. ,przeplywu
monomerow” (ang. treadmiling) przez fila-
menty rosnace od strony kompleksu centro-
merowego, a depolimeryzujace na przeciw-
nym koncu.

PARTITIONING OF LOW-COPY NUMBER PLASMIDS

Summary

Partitioning of low-copy number plasmids at cell
division resembles mitosis in that prior to cell divi-
sion paired plasmid molecules are separated from
each other and actively moved apart from the center
of the mother cell into positions corresponding to
the centers of future daughters. Two plasmid pro-
teins and a cis-acting site in plasmid DNA, an analog of
eukaryotic centromere, are essential for partitioning
to occur. Typically, partition proteins are encoded
within an operon whose expression is regulated by
one or both of its products. The product of the first
gene of the partition operon (ParA, SopA or ParM) is
an ATPase, the product of the second gene (ParB,

SopB or ParR) is a centromere-binding protein. Parti-
tioning ATPases belong to the Walker-type or
actin-type ATPase families. They interact with their
target centromeric complexes indirectly, via plasmid
specific centromere- binding proteins. Two types of
partitioning ATPases may provide two different ways
of plasmid translocation within a cell. The movement
of plasmid Rl, which encodes the actin-type ParM
ATPase, is associated with extension of ParM fila-
ments at their polar end and depolymerization at the
opposite end. Extension might possibly occur by in-
sertion of new ParM molecules between the
centromere-bound ParR proteins of paired RI
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plasmids and ParM molecules bound to ParR, thus
pushing the plasmids towards the opposite cell poles.
The role of Walker-type ATPases in plasmid
translocation is not clear. In their structure they re-
semble some ion pump proteins. They may either par-
ticipate in plasmid movement by themselves or con-
nect plasmids to unknown partition machinery of a
host. Some of them can oscillate between cellular
poles, reminiscent of the behavior of related bacterial

proteins, MinD, that specify the sites of septum place-
ment.

Partitioning mechanisms in bacteria are
evolutionarily conserved and of universal occurrence.
Plasmid partition operons with centromeric sites can
function as gene cassettes able to stabilize other unsta-
ble low-copy number plasmids. Certain bacterial chro-
mosomes encode homologs of plasmid partition
genes essential for chromosome partitioning.
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