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ROLA REGULACJI EKSPRESJI GENOW W STABILNOSCI PLAZMIDOW

Plazmidy, czyli niezaleznie replikujace si¢
pozachromosomalne elementy genetyczne
enetyczne wystepuja w Archea, Eubacteria i
Eukaryota. Najlepiej poznano biologi¢ plazmi-
dow u bakterii i tej grupie poSwi¢cone beda ni-
niejsze rozwazania. Plazmidy, zgodnie z przy-
jeta definicja, nie sa niezbedne komorce gospo-
darza do przetrwania ale czesto zwickszaja
jego zdolnoSci adaptacyjne do zmieniajacych
si¢ warunkow Srodowiska. Ekspresja informa-
cji genetycznej, ktora niosa (stanowiaca niejed-
nokrotnie kilkanaScie % informacji komorki)
moze prowadzi¢ do obciazenia metabolizmu w
takim stopniu, ze zmniejszy szans¢ gospodarza
w konkurencji z komorkami bezplazmidowy-
mi. Regulacja ekspresji genow plazmidowych
decyduje wiec o sukcesie w rozprzestrzenia-
niu si¢ zaré6wno w linii pionowej (z pokolenia
na pokolenie, ang. vertical inheritance), jak i
horyzontalnie (poprzez ,infekcje” nowych ko-
morek, ang. horizontal transfer).

Moéwiac o plazmidach zwykle wymieniamy
cechy fenotypowe o jakie wzbogacaja gospoda-
rza: opornosSci na antybiotyki czy metale cie-
zkie, zdolnos$¢ rozktadu zwiazkow organicz-
nych, wykorzystanie réznych zwiazkow wegla,
opornosci na UV itp. Dla biologii plazmidow
najistotniejsze sa jednak operony odpowiedzial-
ne za replikacje i mechanizmy stabilnego dzie-
dziczenia stanowiace tzw. szkielet genetyczny

(ang. backbone). Dla wickszych plazmidow jest
to takze zdolno$¢ zasiedlania nowych gospoda-
rzy w wyniku transferu koniugacyjnego (pla-
zmidy mobilizowalne czy koniugacyjne). Bada-
nia nad transkryptomem plazmidow IncP-1
(Thomas, dane nieopublikowane) wskazuja, ze
sposrod okoto 60 gendéw plazmidu RK2 wysoki
poziom ekspresji charakteryzuje jedynie opero-
ny opornoSci na antybiotyki. By¢ moze jest to
regula dla geno6w warunkujacych wymierne ko-
rzySci adaptacyjne, a by¢ moze jest oznaka nie-
dawnego wlaczenia tych genow do wyciszone-
go na drodze ewolugcji tta genetycznego, jakim
jest szkielet plazmidowego genomu.

Promotory operonéw odpowiedzialnych
za replikacje, stabilne utrzymywanie w komor-
kach czy transfer horyzontalny w przewa-
zajacej czeSci naleza do bardzo silnych sy-
gnalow transkrypcyjnych, z ktorych ekspresja
rzadko zachodzi konstytutywnie. Podlegaja
one regulacji negatywnej, zapewniajac w ten
sposob potencjalna mozliwos¢ wysokiego po-
ziomu ekspresji genom plazmidowym. Mozli-
wos¢, ktora przez wickszos¢ cyklu zyciowego
plazmidu jest jednak niewykorzystana. Induk-
cja ekspresji operonow jest rzadko uzywanym
mechanizmem regulacji transkrypcji, najlepiej
poznane przyklady dotycza indukcji systemow
transferu koniugacyjnegoijeden z przyktadow
bedzie omowiony szczegotowo.

REGULACJA PROCESU REPLIKAC]I

Celem kontroli procesu replikacji plazmi-
du jest utrzymywanie Scistej liczby kopii, opty-

malnej dla okreslonej wielkoSci plazmidu tak,
aby z jednej strony nie obnizy¢ zdolnosci prze-
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zycia gospodarza (ang. fitness) a z drugiej stro-
ny zabezpieczy¢ przekazanie w czasie podzialu
bakterii chociaz jednej kopii plazmidu kazdej
komorce potomnej (DEL SOLAR i wspolaut.
1998)

Plazmidy wykorzystuja do powielania si¢
~fabryki replikacyjne” gospodarza. Sygnat roz-
poczecia replikacji w oriV (ang. origin — punkt
startu) plazmidu jest jednak zalezny od specy-
ficznego Inicjatora kodowanego przez sam pla-
zmid: moze to by¢ biatko (zwane najczesciej
Rep) lub inicjatorowe RNA (np. RNA II w pla-
zmidach typu ColEl). Generalnie kontrola ilo-
Sci kopii plazmidu przebiega na etapie inicjacji
replikacji poprzez obnizanie ekspresji genu
rep (ESPINOZA i wspotaut. 2000). Najprostszy
negatywny mechanizm regulacyjny to auto-
genna represja. WyjSciowo wysoki poziom eks-
presji ( po podziale komorki i spadku ilosci ko-
pii plazmidu czy przejSciu genomu plazmido-
wego do biorcy w czasie koniugacji) jest repry-
mowany w miar¢ przybywania produktu, czyli
biatka Rep. Dla wielu plazmidéw wykazano, ze
biatko Rep przyjmuje dwie formy: w postaci
monomeru wigze sie do powtorzonych se-
kwencji w oriV zwanych iteronami, aktywuje
oriV powodujac topnienie” dwuniciowej
struktury DNA i inicjuje replikacje¢, natomiast
w postaci dimeru wiaze sie do operatora w re-
gionie wlasnego promotora i blokuje tran-
skrypcje (Ryc. 1) (CHATTORAJ 2000). W niekto-

Inny mechanizm regulacji ekspresji genu
rep rownie czesto wykorzystywany przez pla-
zmidy oparty jest na powstawaniu antysensow-
nego RNA, ktore poprzez oddziatywanie z
mRNArep obniza jego trwatoS¢, powoduje ate-
nuacje¢, maskuje sygnaly translacyjne lub zwick-
sza powinowactwo dodatkowych elementow
regulacyjnych np. bialek represorowych
(WAGNER i SIMONS 1994, FRANCH i GERDES
2000). Regulatorowe, antysensowne RNA jest
wysoce labilne, jego stezenie jest wiec SciSle
proporcjonalne do iloSci kopii plazmidu. Spa-
dek ilosci kopii plazmidu, a tym samym regula-
torowego RNA, prowadzi do wzmozonej synte-
zy inicjatora. Najlepiej poznany system replika-
¢ji plazmidow typu ColE1, w ktorych inicjacja
replikacji regulowana jest przez antysensowne
RNA (RNA D) nie zalezy od biatka inicjatorowe-
g0 Rep: inicjatorem replikacji jest tu transkrypt
tzw. RNAIL Jego prawidlowe zwiniecie sie i od-
dzialywanie z DNA w regionie oriV jest sy-
gnalem do wkroczenia RNazyH i Poll DNA oraz
rozpoczecia replikacji plazmidu. Tworzenie
dwuniciowych struktur miedzy RNA II i kom-
plementarnym do niego RNA I uniemozliwia
tworzenie hybrydu RNAII-DNA i blokuje repli-
kacje.

Negatywna kontrola oparta na dzialaniu re-
presorow, produktoéw niezaleznych operonow
wydaje si¢ najrzadziej stosowanym sposobem
regulacji ekspresji genu rep. W takich przypad-

oriV

Ryc. 1. Autogenna regulacja genu rep.

VI

Biatko Rep w postaci monomeru wiaze si¢ z iteronami (powtorzone miejsca wiazania Rep) w regionie oriVi ini-

cjuje replikacje. W postaci dimeru rozpoznaje operator w regionie wlasnego promotora i blokuje transkrypcje.

rych plazmidach lokalizacja iteronow oriV w
regionie promotora rep umozliwia pelnienie
roznych funkcji przez t¢ sama forme biatka Rep
w zaleznoSci od stezenia Rep. Co wiecej, sam
proces replikacji moze indukowac produkcje
biatka Rep i nowe wydarzenia inicjacyjne po-
przez usuwanie represora Rep z miejsc opera-
torowych (profag P1) (MUKHOPADHYAY i
CHATTORAJ 2000).

kach sensorem iloSci kopii plazmidu staje si¢
element niezalezny od samego procesu repli-
kacji. Interesujacym przykladem sa tu plazmidy
IncP-1, w ktorych ekspresja genu #rfA (czyli
rep) jest regulowana przez przynajmniej trzy
globalne represory KorA, IncC i KorB, produk-
ty tzw centralnego operonu kontroli RorAdincC-
korB (PANSEGRAU i wspotaut. 1994).
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Rozwoj badan nad replikacja plazmidow
wyraznie wskazuje, ze proste mechanizmy
kontroli, chociaz skuteczne, ustepuja miejsca
kombinacji réznych mechanizmow: autogen-

nej regulacji i regulacji przy udziale antysen-
sownego RNA czy antysensownego RNA i do-
datkowych biatek represorowych (DEL SOLAR i
ESPINOZA 2000).

REGULACJA EKSPRESJI OPERONOW ODPOWIEDZIALNYCH ZA STABILNE DZIEDZICZENIE
PLAZMIDOW

Plazmidy rozprzestrzeniaja si¢ czynnie w
populacji gospodarza dwoma sposobami: prze-
kazywane sa do potomstwa w czasie podziatu
komorki albo na drodze koniugacji/mobilizacji
»infekuja” bezplazmidowego dotychczas bior-
ce. Replikacja zapewnia wlasciwa iloS¢ kopii
plazmidu na komorke zwickszajac szanse prze-
trwania, a kodowane przez plazmidy systemy
mrs (ang. multimer resolution systems) maksy-
malizuja ilos¢ kopii separujac powstajace dime-
ry/multimery. Podczas gdy mate plazmidy o du-
zej iloSci kopii bazuja na losowej segregacji
czasteczek do komorek potomnych, duze pla-
zmidy o niskiej liczbie kopii (1-2 na komorke)
aktywnie pomagaja losowi stosujac powszech-
nie dwa mechanizmy: aktywnego rozdziatu
(ang. active aprtitioning) i niszczenia w popula-
¢ji tych bakterii, ktore przypadkowo stracilty
plazmid (ang. postsegregational killing, psk)
(GERDES i wspotaut. 2000a). Genomika plazmi-
dow dostarcza dowodow na ,mobilnos¢” tych
mechanizméw miedzy réznymi plazmidami.
Jest to mozliwe m.in. dzieki temu, ze sa kodowa-
ne przez zamkniete, samoregulowalne jednost-
ki transkrypcyjne, nazywane cz¢sto kasetami”.

A

Systemy aktywnego rozdzialu to operony
sktadajace sie najczesciej z dwoch genow parA i
parB i z miejsca centromero-podobnego parS
(przez analogie do systemow eukariotycznych)
(GERDES i wspotaut. 2000b). W uproszczeniu
aktywny rozdzial przebiega nast¢pujaco: biatko
typu B rozpoznaje i wiaze parsS, tworzy pary pla-
zmidow, ktore nastepnie sa aktywnie separowa-
ne przy udziale aktywnosci ATPazowej biatka
ParA i czasteczki plazmidéw kierowane s3a do
przeciwnych biegunow komorki w czasie jej
podziatu. Istnieja dwa gléwne typy systemow
aktywnego rozdziatu oparte na budowie biatko-
wych sktadnikéw, lokalizacji centromeru i regu-
lacji ekspresji. W przypadku pierwszym ilos¢
biatka typu ParA (ATPaza z motywami Walkera)
jest limitowana (tak samo jak biatka ParB).
Biatko ParA jest autogennym represorem ope-
ronu parAparB i w tej funkcji jest wspomagane
przez ParB lub biatko ParB jest autorepresorem
wiazac si¢ do centromeru w rejonie promotora
iw tej funkcji wspomagane jest przez ParA (Ryc.
2A, B). Zaburzenia relatywnych ilosci obu sktad-
nikoéw prowadza do gwattownej utraty (destabi-
lizacji) plazmidu. W przypadku plazmidu R1

Ryc. 2. Autoregulacja operonow aktywnego rozdziatu.

Dwa modele autoregulacji sa przedstawione schematycznie: (A) glownym represorem jest ParA a ParB stabilizu-
je kompleksy ParA-DNA, centromer (miejsce oddzialywania ParB z DNA) wystepuje bezposrednio za operonem
lub w odlegtych miejscach; (B) lokalizacja centromeru pokrywa si¢ z promotorem operonu parAB i dzi¢ki temu
ParB pelni rownoczes$nie dwie funkcje — autorepresora i biatka podzialowego.
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(typ II) funkcje autorepresora petni biatko ParR
(homolog ParB), ktorego ilos¢ w komorce wy-
nosi okoto 1000 czasteczek. Nie jest to skutecz-
na autorepresja poniewaz poziom pierwszego
produktu operonu ParM (aktynopodobnej AT-
Pazy) wynosi okolo 15000 monomerow
(MOLLER-JENSEN i wspotaut. 2002). Roéznice w
ekspresji obydwu genow wynikaja z inhibicji
translacji parB z policistronowego mRNA (ang.
translation coupling). ParM oddziatywuje z
kompleksem parS-ParR i polimeryzujac tworzy
dynamicznie aktywne dlugie struktury sepa-
rujace przestrzennie czasteczki plazmidu do
biegunow- jest to pierwszy przyklad analoga
wrzeciona podzialowego u bakterii. Z punktu
widzenia regulacyjnego jest to tez wyjatek od
klasycznej reguly ,wyciszania” ekspresji genow
plazmidowych.

Systemy posegregacyjnego zabijania psk,
mimo swojej roznorodnosci i wyspecjalizowa-

nia w dzialaniu na rézne ,cele” w komorce, ba-
zuja na réznicach w stabilnosci toksyny i od-
trutki (GERDES i wspotaut. 2000a). W opero-
nach psk, ktore koduja dwa biatkowe sktadniki
albo sama odtrutka albo w kompleksie z tru-
cizna odpowiada za autoregulacje. W niekto-
rych plazmidach jak np. pSM19035 z grupy
incl8 w operonie trucizny (§) i odtrutki (¢) po-
jawia sie niezalezny regulator omega, skladnik
tego samego operonu (o-e-0), ktory petni funk-
cje autorepresora (Ryc. 3) (DE LA HOZ i
wspotaut. 2000). W systemach gdzie odtrutka
jest antysensowne niestabilne RNA (ap.
hok/sok w plazmidzie R1) transkrypcja zacho-
dzi konstytutywnie, a regulacja ekspres;ji jest
posttranskrypcyjna. Mechanizm hok/sok byt
pierwszym szczegolowo poznanym mechani-
zmem potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
genow przy zastosowaniu antysensownego
RNA (THISTED i wspoétaut. 1995).

REGULACJA EKSPRESJI OPERONOW TRANSFERU KONIUGACYJNEGO

Transfer koniugacyjny plazmidow jest jed-
nym z najistotniejszych procesoOw w horyzon-
talnym rozprzestrzenianiu si¢ genow w biosfe-
rze (ZECHNER i wspolaut. 2000). Generalnie
proces koniugacji sktada sie zdwoch etapow:

(i) przygotowania DNA plazmidu do trans-
feru tzw funkcje Dtr (ang. DNA transfer and re-
plication);

(i) zbudowania mostu koniugacyjnego
miedzy biorca i dawca (agregaty koniugacyjne
u bakterii Gram dodatnich czy kontakt przy
udziale pilusa u bakterii Gram-ujemnych) czyli
funkcje Mpf (ang. mating pair formation).

Kompleksy biatkowe biorace udzial w tych
dwoch etapach sa kodowane w duzych jed-
nostkach transkrypcyjnych, przestrzennie roz-
dzielonych. Podczas gdy funkcje Dtr sa plazmi-
dowo-specyficzne (kompleks relaksazy rozpo-
znaje i nacina jedna ni¢ tylko w oriI wlasnego
plazmidu), funkcje Mpf plazmidow z bakterii
Gram-ujemnych czesto wykorzystywane sa do
transportu przez inne plazmidy obecne w ko-
morce bakterii (plazmidy mobilizowalne).
Funkcje Dtr razem z Mpf zajmuja od 20-40kb,
stanowia okolo 50% informacji genetycznej
plazmidow koniugacyjnych, nic wi¢c dziwne-
g0, ze ich ekspresja musi byc SciSle kontrolo-
wana.

Wsrod plazmidow koniugacyjnych rozroz-
niamy takie, ktore czekaja na sygnat do koniu-
gacji utrzymujac funkcje Dtr/Mpf w stanie

Lutajnionym” i takie, ktore sa w ciaglej gotowo-
Sci do transferu chociaz jest to gotowos¢ na mi-
nimalnym poziomie (ZATYKA i THOMAS 1998).
Najlepiej poznanym (i najwczesSniej odkrytym)
jest system koniugacyjny plazmidu F (i plazmi-
dow pochodnych R1 czy R100) zakodowany w
okolo 40 genach regionu tra. Okolo polowa
bialek Tra uczestniczy w syntezie piliny i budo-
wie F-pilusa. Region fra znajduje si¢ za oriT i
sklada si¢ z trzech jednostek transkrypcyjnych,
dwoch mono traM, traj i jednego multicistro-
nowego operonu traY. Tra] jest aktywatorem
promotora traY. Ekspresja traJp jest z kolei mo-
dulowana przez mRNAfinP (antysensowne
RNA, negatywny efektor translacji Tra]) i
biatko FinO, produkt ostatniego genu operonu
traY (stabilizator dupleksu mRNAfinP-m-
RNAtraj). Dzialanie FinOP (ang. fertility inhi-
bition) skutecznie wylacza gen traj i tym sa-
mym operon trayY, jedynie okoto 0.1% komo-
rek w populacji gospodarza R1 czy R100 jest
zdolna do transferu. Dzi¢ki mutacji insercyjnej
IS3 w genie finO prowadzacej do czeSciowej
derepresji traJp populacja gospodarza plazmi-
du Fjest w 100% zdolna do transferu i to sprzy-
jatlo odkryciu zjawiska koniugacji u bakterii i
skorelowania go z wystepowaniem plazmidu F
(LEDERBERG i TATUM 1946).

Plazmidy IncP-1 sa plazmidami o bardzo
szerokim spektrum gospodarzy — moga si¢ re-
plikowac i stabilnie utrzymywac¢ we wszyst-
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Ryc. 3. Regulon Omega w plazmidzie pSM19035 (inci8).

Represor Omega (w) rozpoznaje krotkie sekwencje nukleotydow wystepujace jako bezposrednie lub odwroco-
ne powtorzenia w promotorach copS (determinujacego ilos¢ kopii plazmidu), d, kodujacego homolog ParA i

w-¢-¢ kodujacego system stabilizacyjny typu psk.

kich badanych bakteriach Gram-ujemnych
(PANSEGRAU i wspotaut. 1994). Ich system ko-
niugacyjny ma jeszcze szerszy zasieg: plazmidy
IncP-1 moga by¢ przenoszone koniugacyjnie
do bakterii Gram-dodatnich i komorek euka-
riotycznych (HEINEMANN i SPRAGUE 1989).
Funkcje Dtr zakodowane sa w regionie tra
(Tral) w dwoch jednostkach transkrypcyjnych
traJIHGFEDCBA i traKLM, ktorych przeciwnie

skierowane promotory obejmuja oriT (miejsce
inicjacji transferu koniugacyjnego). Kompleks
relaksazy TraJ/Tral/TraK wiazac sie do oriT i
wprowadzajac jednoniciowe naciecie jedno-
czesnie pelni funkcje autoregulatora obydwu
promotoréw. Drugi multicistronowy operon
trb (Tra2) koduje funkcje Mpf. Produktem
pierwszego genu tego operonu — IrbA jest
biatko represorowe, ktore jest gtownym regula-

Oktopiny

Jerat|

| repAB repC |
L >

Ryc. 4. Regulacja ekspresji operonow transferu koniugacyjnego w plazmidzie pTiC58 z A. tumefa-
ciens.

OccR i TraR sa aktywatorami transkrypcji, do swojej funkcji wymagaja niskoczasteczkowych kofaktorow — spe-
cyficznych opin, produktu uszkodzonych komorek roslinnych (OccR) i pochodnej laktonu homoseryny AAI
(TraR). Ekspresja traR jest zalezna od kompleksu OccR-opiny. Autoinduktor AAI jest produktem syntazy Tral. Ni-
ski poziom podstawowy AAI jest niewystarczajacy do aktywacji TraR ale wzrasta wraz ze wzrostem liczby komo-
rek-dawcow (gestoscia populacji). Przekroczenie poziomu progowego indukuje kaskade wydarzen transkrypcyj-
nych poprzez autoindukcje tral i traR. Wiazanie TraR-AAI w regionie promotora traltrb indukuje transkrypcje
rowniez z przeciwnie skierowanego promotora operonu repABC odpowiedzialnego za replikacj¢ wegetatywna i
aktywny rozdzial plazmidow.
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torem promotoréw fra i trb (ZATYKA i
wspotaut.1994). Ekspresja operonu #rb jest re-
gulowana takze przez globalny regulator KorB
(nastepny rozdzial) dzieki temu ekspresja ope-
ronow transferu koniugacyjnego jest sprze-
zona z ekspresja pozostatych operonow pla-
zmidu. Gospodarze plazmidow IncP-1 sa w
ciagtej gotowosci do transferu koniugacyjne-
go. Synteza piliny i zbudowanie pilusa zacho-
dzi natychmiast po zasiedleniu nowego gospo-
darza. Jedna z nici DNA w obrebie oriT plazmi-
dujest naci¢tai tylko oddziatywanie relaksazy z
oriT zapobiega relaksacji czasteczki DNA. Kon-
takt z potencjalnym biorca jest wiec natych-
miast uwienczony rozpoczeciem replikacji ko-
niugacyjnej i transferem jednej nici do biorcy.
Inny bardzo ciekawy system koniugacyjny,
o ktorym nalezatoby wspomniec jest reprezen-
towany przez plazmidy Ti z Agrobacterium tu-
mefaciens (ZECHNER i wspotaut. 2000). Plazmi-
dy Ti koduja dwa systemy koniugacyjne: pierw-
szy, sktadajacy si¢ z kilku multicistronowych
operonow vir umozliwiajacy transfer okoto
20kb T-DNA do komorek roSlinnych i drugi,
czterooperonowy tra/trb odpowiedzialny za
koniugacje miedzy komorkami bakterii. Do in-
dukcji ekspresji operonow vird,virB,virD i
virG potrzebne sa sygnaly z uszkodzonych ko-
morek roslinnych. Aktywacja ekspresji regulo-
nu vir zalezy od VirA i VirG, biatek nalezacych
do dwu sktadnikowego systemu regulacyjne-
g0. Do ekspresji genow tra/trb wymagana jest
kombinacja sygnalow z komorek roslinnych i

informacji o gestosci populacji dawcy (ang. qu-
orum sensing). Pierwszym genem dwunasto-
genowego operonu #rb jest tral kodujacy syn-
taze autoinduktora AAI (ang. N-3-0Xx0-0-
canoyl-L-homoserine lactone) (Ryc. 4). Autoin-
duktor AAI jest kofaktorem biatka TraR, akty-
watora transkrypcji operonow traAFB, tra-
CDG, traM, trb i occ. Indukcja ekspresji tra/trb
przebiega dwu etapowo: specyficzne opiny
produkowane przez uszkodzone komorki ro-
slinne w potaczeniu z bialtkami regulatorowy-
mi (np. OccR w pTiR10) aktywuja transkrypcje
operonu occ i produkcje TraR (#raR ostatni gen
operonu occ). Niski podstawowy poziom syn-
tezy induktora AAI przez Tral jest jednak nie-
wystarczajacy do aktywacji TraR, dopiero
wzrost gestosci populacji dawcy i addytywny
efekt induktora AAI jest w stanie zmienic kon-
formacje biatka TraR na aktywator transkryp-
cyjny m.in. dla wlasnego operonu a takze ope-
ronu irb i tym samym tral.

System koniugacyjny indukowany nie ge-
stoscia populacji dawcy, ale obecnoscia w od-
powiednim ste¢zeniu potencjalnych biorcow
reprezentuja plazmidy z bakterii Enterococcus
Jfaecalis np. pAD1 czy pCF10. Bakterie wydzie-
laja niskoczasteczkowe feromony specyficzne
w stosunku do okreslonego dawcy (gospoda-
rza plazmidu), ktore osiagajac progowe steze-
nie indukuja syntez¢ substancji agregacyjnej u
dawcy i ekspresje operonow koniugacyjnych
tego plazmidu. Bez obecnosci feromonu ope-
rony te podlegaja Scistej negatywnej kontroli.

GLOBALNA REGULACJA — SYSTEMY KOORDYNUJACE WSZYSTKIE PROCESY ZYCIOWE
PLAZMIDU

W cyklu zyciowym plazmidu poszczegolne
procesy wymagaja sekwencji wydarzen tran-
skrypcyjno-translacyjnych czyli derepresji ko-
lejnych operonow. Najwazniejszym jednak
aspektem regulacyjnym wydaje si¢ byc¢ skoor-
dynowana represja wszystkich funkcji plazmi-
dowych tak, aby gospodarz nie przegrat walki o
przezycie i umozliwil plazmidom dalsze roz-
przestrzenianie si¢ w populacji. Koordynacja
roznych funkcji plazmidu moze by¢ wynikiem
organizacji genoOw w operony np. w plazmi-
dach typu RepABC autoregulowane operony
repABC, ktore koduja biatko RepC (niezbedne
do inicjacji replikacjji) koduja rOwniez dwa
biatka odpowiedzialne za aktywny rozdziat ko-
pii plazmidu do komoérek potomnych: RepAB
(RAMIREZ-ROMERO i wspolaut. 2000). Innym

przyktadem organizacji przestrzennej
ulatwiajacej koordynacje ekspresji jest wyste-
powanie regionow promotorowych ini-
cjujacych transkrypcje w przeciwnych kierun-
kach (ang. divergent promoters) ze wspOlnymi
miejscami wiazania dla efektorow. Takie pro-
motory najczesciej wystepuja miedzy operona-
mi uczestniczacymi w tym samym procesie
(operony Dtr w plazmidach IncP-1 czy IncN)
(ZECHNER i wspotaut. 2000), ale rowniez mie-
dzy operonami np replikacji wegetatywnej i
operonami transferu koniugacyjnego (pTi58,
IncP-1 czy IncP-9) (LI i FARRAND 2000,
JAGURA-BURDZY i THOMAS 1994, GREATED i
wspotaut. 2000). Tutaj ciekawym przyktadem
moze by¢ wspomniany juz plazmid pTiC58
(Ryc. 4), w ktorym indukcja za pomoca sy-
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gnatow z uszkodzonych komorek roslinnych,
w polaczeniu z sygnatem gestosSci populacji ko-
morek z plazmidem, indukuje system transferu
koniugacyjnego (LI i FARRAND 2000). Kom-
pleks TraR-AAI wiazac sie¢ w regionie przeciw-
nie skierowanych promotorow ¢rb i repABC in-
dukuje réwniez operon aktywnego rozdziatu i
replikacji wegetatywnej plazmidu.

Plazmidy IncP-1 przez wiele lat reprezen-
towaly jedyny w swoim rodzaju majstersztyk
regulacyjny (PANSEGRAU i wspotaut. 1994,
THORSTED i wspotaut. 1998). Ich system regu-
lacyjny charakteryzuje si¢ ogromna ztozono-
Scia. Niewatpliwie najbardziej uderzajaca
cecha tego systemu jest istnienie centralnego
operonu kontroli korAB(FG)incC (ang.
cco-central control operon) kodujacego trzy
globalne biatka regulatorowe: KorA, KorB i
IncC (sposrod pieciu do tej pory dokladnie
scharakteryzowanych w plazmidach IncP-1)
(Ryc. 5). Bialka te determinuja istnienie tzw
reguloné6w — grup operondéw kontrolowa-
nych przez ten sam globalny regulator. Dodat-
kowo wiele operonéw na plazmidzie podlega
autogennej represji. Istnienie regulonoéw
nakladajacych si¢ na siebie i na lokalne obwo-
dy autoregulacyjne sprawia, ze kazdy promo-
tor jest reprymowany przez przynajmniej dwa
represory a niektore z nich jak trfAp czy kfrAp
przez piec czy szes$¢ (Ryc. 6). Zachodzace na
siebie sytemy regulacyjne (ang. multivalent
regulatory network) zapewniaja bardzo Scista
kontrole promotorow, ktore zwykle maja se-
kwencje zblizone do consensus i bardzo wyso-
ki poziom ekspresji. Istnienie takich
naktadajacych si¢ obwodow regulacyjnych to
z pewnoscia doskonatly mechanizm bufo-
rujacy — uszkodzenie jednego z nich nie pro-
wadzi do ,ucieczki” promotora spod kontroli.
Wreszcie wiele sposrod regulatorow wydaje
sie¢  dziala¢  kooperacyjnie: niezaleznie
dzialajac obnizaja poziom ekspresji promoto-
ra kilka razy a dzialajac wspolnie nawet kilka-
set razy. Przez wiele lat uwazano, ze posiada-
nie przez IncP-1 tak silnych promotorow (nie-
klonowalnych w nieobecnosci represorow)
jest niezbednym warunkiem ekspresji opero-
now w roznych gospodarzach — jak wspo-
mniano plazmidy IncP-1 moga sie replikowac
we wszystkich bakteriach Gram-ujemnych.
Byc¢ moze jest to prawda, ale badania ekspresji
genow plazmidowych w rozmaitych gospoda-
rzach nie wykazaly az tak wielkich r6znic w
powinowactwie RNA polimeraz do sekwencji
tych promotorow.

W przypadku najlepiej zbadanego systemu
regulacyjnego plazmidu RK2 (IncP-1a) global-
ny regulator KorC (85 aminokwasow, aa) kon-
troluje ekspresje trzech operonow uczest-
niczacych w stabilizacji plazmidu poprzez re-
presje promotorow: RIcA, kleA i kleC (Ryc. 5).
Sekwencja  palindromowa  rozpoznawana
przez KorC (O¢) 5S’TAGGGCATAATGCCCTAZ’
pokrywa sie z sekwencja -10 promotorow i
KorC jest dla tych promotoréw nadrzednym
represorem.

KorA (101aa) reguluje siedem operonow
m.in. trzy regulowane przez KorC a takze inne
odpowiedzialne za stabilne dziedziczenie kla-
ABC, kfrAupf54.8upf>54.4, korABincCkorFG i
wegetatywna replikacje (ssbtrfA). KorA rozpo-
znaje palindrom (Oy) S’TTTAGCTAAA3’, ktOory
albo zachodzi na sekwencje -10 promotorow
(klaAp, kRorAp i trfAp) albo poprzedza sekwen-
cje -35 (RIcAp, kleAp, kleCp, kfrAp). W pierw-
szej grupie promotoréw ,bezbtedny” palin-
drom jest 12 nukleotydowy, powickszony o
skrajne 5°G i 3’C. W przypadku O, wyste-
pujacych w poblizu -35 tylko w kfrAp jest 12
nukleotydowy palindrom ale z wewnetrznym
btedem (ang. mismatch). Badania hierarchii
wiazania KorA do operatoréw wykazaty 10-kr-
otne wicksze powinowactwo bialka do 12 per-
fekcyjnego palindromu niz do 10 nukleotydo-
wego lub 12 z ,bledem” (JAGURA-BURDZY i
THOMAS 1995). Badania te wykazaly rowniez,
ze dodatkowe sekwencje poprzedzajace palin-
drom moduluja powinowactwo represora. Po-
dzielono wiec miejsca O na dwie klasy w zale-
znoSci od sily wiazania KorA. Odziatywujac z
klasa pierwsza O, (wiazanie w obrebie consen-
sus -10) KorA jest gitownym represorem dla da-
nego promotora, oddzialywania z klasa druga
sa slabsze i dla takich promotorow KorA jest
drugorzednym represorem. Poniewaz stezenie
KorA w komorkach podlega fluktuacjom taka
hierarchia wiazania zapewnia hierarchi¢ re-
presji/derepresji poszczegllnych operonow.
Unikalna i interesujaca jest funkcja KorA w re-
gionie pomiedzy operonami ssbirfA (wegeta-
tywna replikacja) a trb (transfer koniugacyjny
— funkcje Mpf) (JAGURA-BURDZY i THOMAS
1994). Wiazac sie do pojedynczego operatora
OA pomiedzy przeciwnie skierowanymi za-
chodzacymi na siebie promotorami #rfAp i
trbAp (ang. face to face divergent promoters)
KorA hamuje wegetatywna replikacj¢ i jedno-
czeSnie podnosi poziom ekspresji #rbA ko-
dujacego represor wszystkich operonow ko-
niugacyjnych. Nie dziala jednak jako bezpo-
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incC

0,0, korA

korB

korG

Ryc. 5. Centralny operon kontroli plazmidu RK2 (IncP-1a).

KorA jest zakodowane w 5’ koficu genu éncC w innej ramce odczytu. Gen incC koduje dwie roznej dtugosci for-
my IncC, z ktorych dtuzsza ma wtaSciwosci regulatorowe a krotsza jest wystarczajaca do uczestnictwa w aktyw-
nym rozdziale kopii plazmidu. korF i korG nie sa zakonserwowane w podgrupie IncP-14, ich rola jako global-
nych regulatorow wymaga potwierdzenia. O.i Os reprezentuja miejsca wiazania dla KorA i KorB w promotorze.

sredni aktywator transkrypcji trbAp tylko po-
Srednio uniemozliwiajac RNAP tworzenie
otwartych kompleksow (izomeryzacje) w se-
kwencji -10 trfAp ulatwia czasteczkom RNAP
podazajacym po przeciwnej nici od trbAp elon-
gacje w kierunku genu struktury #bA.

TrbA jak wspomniano jest podstawowym
represorem operonéw transferu koniugacyj-
nego (ZATYKA i wspotaut.1994). Biatko jest sto-
sunkowo mate (121 aa) z tego 35 C-koncowych

aminokwasoOw jest SciSle zakonserwowane
miedzy KorA i TrbA. TrbA jako jedyny sposrod
globalnych regulatorow plazmidow IncP-1
przez dilugi czas nie mial zidentyfikowanego
miejsca wiazania poniewaz jego operator Ow
przeciwienstwie do Oy, O¢ czy Og w Zadnej z
lokalizacji nie jest perfekcyjnym palindromem.
Badania w grupie C. M.THOMAS (dane nieopu-
blikowane) wykazaly, ze zastapienie w plazmi-
dzie RK2 palindromu O z bledem przez palin-

<4<« <+ <+
kla kle klc oriV  trfA trb par/mrs tra  oriT kfrA par/cco
[ I [ | [ I I
0 10 20 30 40 50 60 (kb)

Ryc. 6. Genom RK2 (IncP-1) z zaznaczonymi miejscami oddzialywan pi¢ciu globalnych regulatorow:

KorA, KorB, IncC, KorC i TrbA.

Na mapie zaznaczono: funkcje replikacji wegetatywnej jako oriV'i trfA, determinanty opornosci na tetracykline
(TcY), penicyline (Pn®) i kanamycyne (KnY), region par/mrs kodujacy system psk i mrs, region par/cco czyli cen-
tralny operon kontroli bioracy udzial w aktywnym rozdziale kopii plazmidu oraz dodatkowe funkcje stabilizacyj-

ne — kla, kic i kle.
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drom perfekcyjny powoduje kilkusetkrotne
obnizenie zdolnoSci takiego wariantu RK2 do
transferu koniugacyjnego. Btedy nagromadzo-
ne wiec zostaly prawdopodobnie celowo na
drodze ewolucji aby utrzymac ekspresje repry-
mowanych przez TrbA operondéw na stosunko-
wo wysokim poziomie. Jednak TrbA nie jest re-
presorem dajacym odpowiedZ wszystko albo
nic, wspolczynnik represji przy nadprodukcji
TrbA waha si¢ od 3 do10 razy trudno wi¢c byto
zrozumie¢ koniecznoS¢ obnizania i tak stabej
represji poprzez nagromadzanie mutacji w
miejscu wigzania. Dopiero badania nad ostat-
nim na liScie globalnym regulatorem KorB
zdaja sie¢ wyjasSnia¢ ten paradoks.

KorB jest najwi¢kszym biatkiem sposrod re-
presoréw IncP-1, sktada sie¢ z 358 aminokwa-
sow. Tworzy dimery, tetramery i kompleksy
wyzszego rzedu (WILLIAMS i wspotaut. 1993).
W formie dimerycznej rozpoznaje 13 nukleoty-
dowy palindrom Og 5’TTTAGC(G/C)GCTAAA3’,
ktory w niektorych przypadkach zawiera do-
datkowa pare 5°G-3’C odpowiedzialna za zwie-
kszone powinowactwo KorB (KOSTELIDOU i
THOMAS 2000). Og wystepuje 12 razy w geno-
mie RK2 ale tylko dla 6 miejsc wykazano role
regulacyjna KorB jako represora transkrypcji.
W zaleznoSci od lokalizacji wzgledem sekwen-
¢ji promotorowych podzielono Og na trzy kla-
sy. Klasa pierwsza to miejsca znajdujace si¢ w
poblizu sekwencji -35 (trfAp, korAp i klaAp).
Promotory te powstaly prawdopodobnie
wskutek duplikacji poniewaz nie tylko Scisle
zakonserwowane s3 ich istotne czeSci (se-
kwencje -35, -10), ale rowniez lokalizacja
miejsc wiazania Oy i Og wzgledem promotorai
wzgledem siebie (33 nukleotydow miedzy cen-
trami symetrii palindromow). Represja tych
trzech promotorow przez KorB okreslana jako
»-proksymalna” zachodzi poprzez bezpoSred-
nie oddziatywanie z RNAP zwiazana z promo-
toremijej ,uwiezienie” (ang. RNAP arrest) i nie
wymaga dimeryzacji KorB ani obecnosci C-ter-
minalnych 100aa. Klasa druga Opg to miejsca
wystepujace w pewnym oddaleniu od promo-
tora od 100nt ponizej miejsca startu transkryp-
cji (trbAp) do okoto 200nt powyzej tego miej-
sca (RfrAp, kleAp, trbBp). Represja tych promo-
torow okreslana jest mianem ,represji na dy-
stans” i wymaga obecnosci domeny dimeryza-
cyjnej/tetrameryzacyjnej w KorB (JAGURA-
BURDZY i wspolaut. 1999a). Wreszcie trzecia
klasa to miejsca Og oddalone okoto 1kb od zna-
nego promotora; dotychczas nie wykazano dla
nich funkcji regulacyjnej. SposSrod szeSciu

miejsc tej klasy cztery sa rOwnomiernie roz-
mieszczone w operonach tra i trb, jedno w re-
gionie stabilizacyjnym par/myrs i jedno (o suge-
rowanej funkcji centromeru, WILLIAMS i
wspolaut. 1998) miedzy genami o nieznanej
funkcji (upf54.4-upf54.8). Hierarchia wiazania
KorB do operatorow wskazuje najwi¢ksze po-
winowactwo do #rfAp, najstabsze do Og z klasy
trzeciej. KorB jest znacznie stabszym represo-
rem niz KorA ale ma wicksze spektrum
dziatania: reprymuje operony uczestniczace w
wegetatywnej replikacji, transferze koniuga-
cyjnym i stabilnym dziedziczeniu. Koordynuje
wiec wszystkie procesy zyciowe plazmidu. Wa-
znym aspektem, ktory nalezy podkresli¢ jest
kooperatywne oddzialywanie KorB z innymi
globalnymi regulatorami: KorA i TrbA. Od-
dzialywania te zaleza od N-konca KorB i zakon-
serwowanego (85% homologii) C-konca KorA i
TrbA (KOSTELIDOU i wspotaut. 1999, ZATYKA i
wspotaut. 2001). I wlasnie te oddzialywania ko-
operacyjne moga odgrywac tak istotna role¢ w
regulacji ekspresji genow: nieznaczne fluktu-
acje w poziomie jednego z kooperantOw, nie-
wielkie zmiany w jego strukturze i w powino-
wactwie do operatora sa potegowane w sygna-
le koncowym, kooperacyjnym.

Wiazanie KorB do Og jest stabilizowane
obecnoscia innego globalnego regulatora, pro-
duktu centralnego operonu kontroli cco:
IncC-1, chociaz IncC nie wigze si¢ do DNA bez-
posrednio  (JAGURA-BURDZY i wspoOtaut.
1999b). IncC i KorB naleza odpowiednio do
rodzin biatek ParA i ParB i pelnia istotna funk-
cje w stabilnym dziedziczeniu plazmidow
IncP-1 stanowiac ich system aktywnego roz-
dziatu kopii plazmidow do komoérek potom-
nych (MOTALLEBI- VESHAREH i wspotaut. 1990).
Fakt, ze obydwa bialka pelnia jednoczeSnie
role globalnych regulatoréw przez wiele lat byt
unikalnym wsrod plazmidéw przyktadem kon-
centracji funkcji (sugerowano rowniez role
KorB w przestrzennym upakowaniu DNA).

Ostatnio wykazano, ze bialko Omega z
pSM19035 (bakterie Gram-dodatnie) jest glo-
balnym regulatorem funkgcji replikacyjnych/ ilo-
Sci kopii plazmidu (cop$), funkcji stabilizacyj-
nych (operon posegregacyjnego zabijania:epsi-
lon/zeta) i operonu delta i by¢ moze jest rOw-
niez sktadnikiem aparatu aktywnego rozdziatu
(DE LA HOZ i wspotaut. 2000) (Ryc. 3). Plazmidy
IncP-1 ze swoim zlozonym systemem regulacyj-
nym nie sa wiec moze wcale unikalne, a koordy-
nacja roznych funkcji plazmidu jest zjawiskiem
bardziej uniwersalnym niz myslano.
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PODSUMOWANIE

Organizacja przestrzenna w duze jednost-
ki transkrypcyjne zapewnia mozliwoS$¢ koor-
dynacji ekspresji genOw uczestniczacych w
tym samym procesie. Utozenie tych jednostek
transkrypcyjnych wzgledem siebie np. z pro-
motorami w tym samym regionie ale skiero-
wanymi przeciwnie pozwala na zastosowanie
tego samego elementu regulacyjnego do sko-
ordynowanej ekspresji operonow uczest-
niczacych w podobnych lub zupetnie innych
procesach. Autogenna represja zachodzaca w
miare syntezy produktow i utrzymanie eks-
presji na niskim, podstawowym poziomie za-
pewnia najbardziej ekonomiczne rozwiazania
bez potrzeby zewne¢trznych sensorow. Auto-
regulacja, chociaz wydaje sie najprostsza stra-
tegia, nie zawsze moze jednak zaspokoi¢ wy-
magania regulacyjne. W wiekszoSci plazmi-
dow koniugacyjnych (IncP-1, IncQ, IncIl)
kompleks relaksazy jest zazwyczaj autoregula-
torem operonow Dtr dzieki lokalizacji oriT w
regionie promotorowym. Trudniej wyobrazic¢
sobie zachodzenie autoregulacji poprzez ko-
ncowy produkt operonu Mpf (kompleks
biatek tworzacych pilus). Uzasadnione jest tu
pojawienie si¢ biatek o funkcji regulatorowe;j
kodowanych przez operon mpf (IncP-1, IncF,
IncN). Plazmidy IncP-1 ida jakby o krok dalej
skupiajac geny regulatorowe w jednym opero-
nie (autoregulowanym), co wigcej niektore z
bialek represorowych maja do spelnienia do-
datkowe funkcje w biologii plazmidoéw IncP-1
(aktywny rozdziat kopii plazmidow do komo-
rek potomnych).

Z punktu widzenia ewolucji istnienie re-
gulatorowego RNA jest idealnym rozwiaza-
niem: umozliwia zachodzenie zmian rowno-
czeSnie w sekwencji ,regulatora” i celu, na
ktory ten regulator dziata. Szczegodlnie cenne
moze to byC przy zjawisku niezgodnosci pla-
zmidow (kontrola replikacji). Mutacja w anty-

sensownym RNAI w plazmidach typu ColEI to
rownoczeSnie mutacja w inicjatorowym
RNAII tej kopii plazmidu, sita oddzialywan
miedzy komplementarnymi czasteczkami
RNA nie ulegnie zmianie ale zmieni si¢ sita od-
dzialtywan regulatorowego RNAI z pozo-
staltymi kopiami plazmidu co moze pozwolic
roznym wariantom na wspolistnienie w tej sa-
mej komorce gospodarza. Regulacja przy
udziale antysensownego RNA ma jeszcze inne
zalety: jest bardziej czula i podlega szybszym
zmianom niz regulacja przy udziale bialek.
Niewatpliwie moze byC¢ mniej dyskrymi-
nujaca w wyborze wlaSciwego celu i pewnie
dlatego wieckszoS¢ systemow opartych na re-
gulacji antysensownym RNA zawiera rowniez
biatkowe sktadniki.

Intrygujaca cecha regulacji ekspresji ge-
now plazmidowych jest osiagniecie wywa-
zonej rownowagi (ang. fine tuning) miedzy
tym co niezbe¢dne do przetrwania w gospoda-
rzu i tym co moze obnizy¢ zdolnos¢ przezycia
gospodarza. Plazmidy IncP-1 zdolne do replika-
¢ji i stabilnego dziedziczenia w wielu odmien-
nych gatunkach bakterii sa tutaj niezastapio-
nym przykladem do perfekcji opanowanej
techniki regulacji ekspresji genow. Istnienie
ztozonej sieci regulacyjnej, nakltadajacych sie
na siebie regulonow koordynujacych wszyst-
kie procesy zyciowe czy kooperacyjne
dziatanie regulatorow buforuje niespodziewa-
ne zmiany Srodowiska.

Wspomniane przyklady sprz¢zenia syste-
mow koniugacyjnych plazmidow Ti czy pla-
zmidow feromono-zaleznych z obecnoscia po-
tencjalnych dawcow/biorcOw czy czynnikami
ze Srodowiska sygnalizuja istotna nowa dzie-
dzine badan nad plazmidami: relacje plazmid a
srodowisko z mozliwoSciami manipulacji w
przysziosci odpowiedziami plazmidow.

THE ROLE OF REGULATION OF GENE EXPRESSION IN PLASMID STABILITY

Summary

Plasmid survival relies heavily on the regulation of
gene expression assuring the balance between the ne-
cessity of a certain level of plasmid genetic information
being expressed and minimalization of the metabolic
burden imposed on the host. The most commonly used
regulatory mechanisms are autogenous repression and
antisense RNA-mRNA interactions which provide the
systems with economy, simplicity, sensitivity and possi-

bility of rapid response to internal and external changes.
IncP-1 plasmids are described in more detail as the
paradigm of a multivalent regulatory network, responsi-
ble for tight repression, coordination and fine-tuning of
almost all plasmid functions and providing simulta-
neously a high level of security to plasmid genome.
Appropriate recognition and use of environmen-
tal stimuli as very important factors in plasmid biol-
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ogy is nicely exhibited by Ti plasmids of Agro-

bacterium tumefaciens and pheromone-responsive
plasmids of Enterococcus faecalis.
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