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Dziedziczenie doskonate

MICHAL DMOWSKI

Instytut Biochemii i Biofizyki, Warszawa
Polska Akademia Nauk
mdmowski@ibb.waw.pl

Poznanie dziatania plazmidowych
systemow stabilnego dziedziczenia
pozwoli na skuteczng walke

z groznymi zakazeniami wywotanymi
przez bakterie oporne na wiekszos¢
znanych antybiotykow

Od jakiego$ czasu medycyna na catym
Swiecie boryka sie z problemami groZnych
zakazen szpitalnych, z ktorymi trudno jest
walczy¢. Szczepy bakterii opornych na
,wszystko” to prawdziwa plaga. Gtéwna bron
cztowieka w walce z mikrobami - antybioty-
ki - jest w tym wypadku nieprzydatna. Jak
to sie dzieje, ze bakterie oporne sg na tak
wiele antybiotykow naraz? Winne sa plazmi-
dy - czasteczki DNA, ktore jedna bakteria
moze szybko i bez trudu przekazac drugiej.
Na dodatek dzieki wyrafinowanym systemom
molekularnym plazmidy sq bardzo stabilnie
utrzymywane w komorce bakteryjne;j.

Czym sq plazmidy?

Plazmidy bakteryjne sq autonomicznymi
czasteczkami DNA wielko$ci od kilku do
kilkuset tysiecy par zasad. Dla poréwnania,
genom pateczki okreznicy Escherichia coli
modelowego organizmu ma wielkos¢ okoto
4,7 miliona par zasad. Plazmidy w odréznie-
niu od chromosomu(-6w) nie sa niezbedne do
zycia bakterii, ale czesto niosg geny, ktérych
obecno$¢ moze w pewnych warunkach Srodo-
wiska by¢ dla gospodarza bardzo przydatna:
wlasnie warunkujace opornos¢ na antybiotyki
czy kodujgce szlaki metaboliczne pozwalaja-
ce na wykorzystanie okreslonych zwigzkow.
Wystepuja one w komorce w roznej liczbie
kopii (od jednej do kilkudziesieciu).

Aby zrozumie¢ problem stabilnego dzie-
dziczenia plazmidow, trzeba najpierw
uswiadomic sobie, ze te czasteczki, oprocz
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dostarczania przydatnych gendw, stanowig
pewne obcigzenie metaboliczne dla komorki
gospodarza. Mata liczba kopii moze ograni-
cza¢ to obciazenie, cho¢ takie rozwigzanie
ma tez swoje wady. Jezeli w komorce bakterii
obecnych jest niewiele czasteczek plazmidu,
ktére losowo rozchodza sie do komoérek po-
tomnych, istnieje prawdopodobienstwo, ze po
podziale jedna z dwoch komorek potomnych
odziedziczy wszystkie czasteczki plazmidu,
a druga zadnej. Do obliczenia prawdopodo-
bienstwa powstania komorki bezplazmidowej
mozna postuzy¢ sie wzorem: P = 200 gdzie
n oznacza liczbe kopii plazmidu. A zatem
dla plazmidu wystepujacego w dwdch ko-
piach prawdopodobienstwo to wynosi 0,25,
dla obecnego w dziesieciu kopiach jest ponad
sto razy mniejsze, dla obecnego zas w dwu-
dziestu kopiach spada ponad sto tysiecy razy.
Wysokie prawdopodobienstwo utraty plazmi-
du w trakcie podziatu komorki ogranicza jego
rozprzestrzenianie: w populacji bakterii nie
zwieksza sie liczba komorek niosacych pla-
zmid, ich udziat w rosnacej populacji spada.

Zapobiec utracie

Plazmidy wyksztalcity wiele systemow
zapewniajacych im przetrwanie. Najwazniej-
szym jest ten umozliwiajacy powielanie, czyli
replikacje powigzana ze $cista regulacjq licz-
by kopii w komérce.

W wypadku plazmidéw niskokopiowych
ich utracie zapobiegaja specjalne systemy wa-

Kluczowym zdarzeniem
jest utworzenie
segregosomu - zwigzanie
biatka ParB w regionie
centromerowym. Z ParB
oddziatuje ParA. Na zdjeciu
grzybnie powietrzne
bakterii Streptomyces
coelicolor. Zielone

kropki to segregosomy
(kompleksy biatka ParB
w fuzji z biatkiem GFP)
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runkujace stabilne utrzymywanie w komorce
gospodarza. Niektore plazmidy zawierajg tez
zestaw genow kodujacych system transferu
koniugacyjnego, dzieki ktérym majg zdolnos¢
przechodzenia do innej komorki bakteryjne;.

Systemy zapewniajace utrzymywanie pla-
zmidow w populacji dzieli sie na trzy grupy
w zaleznosci od sposobu dziatania. Sg syste-
my rozdziatu form oligomerycznych - MRS
(ang. multimetr resolution system), partycyjne
- PAR (ang. partition), oraz posegregacyjnego
zabijania komorek bezplazmidowych - PSK
(ang. postsegregational killing), zwane tez sys-
temami toksyna-antidotum - TA.

Przeciw katastrofie dimerdw

Dziatanie systemu rozdziatu multimerow
umozliwia dziedziczenie plazmidu jedynie
albo az na poziomie zgodnym z liczba Kopii.
Wyjasnienie tego zjawiska nalezy rozpocza¢
od omdwienia sposobu regulacji liczby kopii
plazmidu. Systemy kontrolujace ja w pewnym
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sensie ,odliczaja” liczbe miejsc startu replika-
cji (ori). Te miejsca startu wystepujg w plazmi-
dach pojedynczo. Tak wiec liczba ori odpowiada
liczbie kopii plazmidu. Niestety, w wyniku
zdarzen rekombinacyjnych czasteczki plazmi-
du mogg sie ze sobg taczy¢ w wigksze struk-
tury (dimery, trimery, tetramery). Odliczanie
miejsc startu replikacji prowadzi wtedy do
btednych ,wnioskow”, gdyz liczba czasteczek
podlegajacych dziedziczeniu jest mniejsza niz
liczba ori. Powstale w ten sposdb struktury
utrudniaja swobodne migrowanie w komdrce
wszystkich kopii plazmidu, co moze dopro-
wadzi¢ do tego, ze po podziale jedna z ko-
morek potomnych odziedziczy np. dimer,
a druga nie odziedziczy plazmidu wcale. To
zaburzenie dziedziczenia ulega wzmocnieniu
w wyniku zjawiska tzw. katastrofy dimerdw.
Powielanie kazdego z ori zachodzi z réwnym
prawdopodobienistwem (wybor jest losowy).
W konsekwencji prawdopodobienstwo inicja-
cji replikacji kazdego dimeru bedzie dwa razy

System MRS (A),
rozdzielajac plazmidowe
dimery, umozliwia losowa
migracje czasteczek
plazmidu do przysziych
komérek potomnych.
System PAR (B) aktywnie
wspomaga segregacje
plazmidow do przysztych
komérek potomnych.
System PSK (C) zapewnia
eliminacje z populacji
komorek, ktore nie
odziedziczyty plazmidu

6002 81) TN NO

MofoxySnoUGOIp eJWIAYIO BUIBIOUEY YINI(YDY



Panorama Biochemia drobnoustrojow

Nr 2 (18) 2009

Plazmidowe systemy stabilnego dziedziczenia

wigksze niz monomeréw, co doprowadzi do
przewagi liczebnej tych pierwszych.

Skutkom powstawania multimeréw i wzro-
stowi czestosci powstawania komorek bezpla-
zmidowych zapobiega system MRS. Giéwnym
aktorem jest tu enzym - miejscowo specy-
ficzna rekombinaza, resolwaza, ktora wiaze
sie z sekwencja DNA - res. Po zwigzaniu
sie z DNA resolwaza rozdziela czasteczke
na pojedyncze plazmidy. Dzieki temu kazdy
swobodnie migruje do komérek potomnych,
co umozliwia ich losowy rozdziat.

Systemy partycyjne

Mechanizm dziatania systemdéw party-
cyjnych PAR czesto jest poréwnywany do
procesow zachodzacych w trakcie rozdziatu
siostrzanych chromosoméw w komdérkach
eukariotycznych w czasie podziatu.

Bakteryjne systemy partycyjne kodowane
sq przez dwa geny (parA i parB - nazewnic-
two ujednolicone na potrzeby og6lnego opisu),
ktore zwykle stanowia jeden operon, a ich
ekspresja jest SciSle regulowana. Biatkowe
produkty tych genéw to ParA i ParB.

Biatko ParA jest ATPaza, czyli jest zdol-
ne do hydrolizy ATP - przeno$nika energii
w uktadach biologicznych. Liczne biatka typu
ParA sa zdolne do tworzenia filamentow
i spiralnych struktur w komoérkach bakteryj-
nych, co ma kluczowe znaczenie w procesie
rozdziatu plazmidow.

W przeciwienstwie do biatek ParA, bial-
ka ParB nie wykazuja wysokiej homolo-
gii i maja bardziej réznorodne struktury.
Wspolng cechg wszystkich biatek ParB jest
zdolnos$¢ do wigzania sie z DNA w miejscu
parS zwanym sekwencja lub regionem cen-
tromerowym. Jest on uktadem powtérzonych
sekwencji nukleotydowych (o réznej liczbie
i dtugosci). Te sekwencje sa specyficzne dla
kazdego sytemu partycyjnego i sa rozpo-
znawane tylko przez ,wlasne” biatko ParB.
Znane s tez plazmidowe systemy partycyj-
ne, w ktorych biatko ParB wiagze sie w wielu

miejscach, czesto oddalonych od genéw par

i rozproszonych. Przyktadem jest plazmid
pSM 19035 z bakterii Streptococcus pyogenes,
w ktérym obecne sg trzy miejsca wigzania
biatka typu ParB. Podobnie jest w przypadku
plazmidu RK2 (dwana$cie miejsc wigzania)
czy profaga N15 (cztery sekwencje parS).
Wydaje sie, ze sposéb dziatania syste-
mow partycyjnych jest podobny niezaleznie
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od rodzaju kodowanych biatek i organizacji
genetycznej regionu par. Kluczowym zda-
rzeniem jest utworzenie segregosomu, czyli
partycyjnego kompleksu nukleoproteinowe-
£0 powstajgcego w regionie centromerowym.
Wiazgq sie tutaj tworzace dimery biatka ParB.
Z ParB oddziatuje drugi biatkowy kompo-
nent systemu - ParA. Przed podziatem ko-
morki dochodzi do sparowania plazmidow
w miejscu, w ktorym powstanie przegroda
rozdzielajaca komorki potomne. Nastepnie
dochodzi do rozdzielenia pierwotnie sparo-
wanych plazmidow w wyniku ich rozpycha-
nia lub rozciggania przez biatko ParA. Proces
ten jest zalezny od wigzania i hydrolizy
ATP przez ATPaze ParA stymulowanej przez
biatko ParB.

Systemy PAR zidentyfikowano tez w bak-
teryjnych chromosomach. Tam wystepuja
liczne regiony centromerowe rozsiane po
catym genomie. Co ciekawe, najczesciej wy-
korzystywana w badaniach modelowa bakte-
ria Escherichia coli w swym chromosomie nie
zawiera systemu partycyjnego. Natomiast
u Pseudomonas aeruginosa najprawdopodob-
niej biatko ParA bierze udziat réwniez w in-
nych procesach komdrkowych.

Trucizna i antidotum

Bakteryjne uktady TA/PSK najczesciej ko-
dowane sg przez operon, w ktérym pierwszy
gen koduje labilng odtrutke, a drugi stabilng

Struktura pokazujaca
sparowane przez biatko
ParB (niebieskie)
czasteczki plazmidu
P1 (zotte). Biatka
ParB wiaiq sig z DNA
plazmidow w regionach
centromerowych (pars)



trucizne. Systemy toksyna-antidotum klasyfi-
kuje sie w zalezno$ci od rodzaju kodowanej
przez nie odtrutki. Odtrutka moze by¢ RNA
komplementarnym do mRNA toksyny (np.
hok-sok plazmidu R1) lub podobnie jak truci-
zna biatkiem i wtedy tworzy z nig nieaktywny
kompleks (np. kid-kis plazmidu R1). Toksyny
sg najczesciej inhibitorami gyraz (enzymow
niezbednych do replikacji DNA) lub RNazami
hamujacymi translacje mRNA.

W komorce niosacej plazmid z systemem
TA produkowane sg zaréwno trucizna, jak
i odtrutka, dzieki czemu trucizna nie moze
zaatakowac celu komérkowego. Gdy w wyni-
ku podziatu komdrki jedna z potomnych nie
otrzyma plazmidu, przez pewien czas mRNA
trucizny i odtrutki (systemy typu 1) lub
biatka trucizny i odtrutki (systemy typu II)
bedg w niej wciaz obecne, jednak nie beda
juz produkowane. Nastepnie w systemach
typu I RNA odtrutki zostanie zdegradowany,
dzieki czemu mRNA trucizny ulegnie trans-
lacji, w systemach typu Il za$ mniej stabilna
odtrutka zostanie zdegradowana, a trucizna
uwolniona. Toksyny beda mogty zaatakowac
cel komorkowy, czego efektem bedzie Smierc
komorki lub zahamowanie jej wzrostu.

Systemy kodujace toksyne i odtrutke zi-
dentyfikowano réwniez w bakteryjnych chro-
mosomach (np. mazE-mazF E. coli). Wydawac
sie moze, ze ich obecno$¢ w takim miejscu
nie ma sensu, gdyz komoérka pozbawiona
chromosomu i tak skazana jest na $mierc.
Mozliwe jednak, ze tu funkcjg systemu TA
jest kontrola wzrostu, np. jego czasowe za-
hamowanie w warunkach stresu gtodowego.
Dzieki temu zwiazki odzywcze sq uzywane
przez matg cze$¢ populacji, co umozliwi jej
przetrwanie. Inna hipoteza mowi, ze toksyny
bedace RNazami petnia funkcje regulatorow
ekspresji genow. Wreszcie chromosomalne
systemy TA moglyby stuzy¢ do utrzymy-
wania genomowych pasozytow, takich jak
transpozony koniugacyjne czy bakteriofagi,
lub by¢ po prostu trudnymi do usuniecia
»2Smieciami” uzyskanymi od plazmidow.

Dezaktywacja systemu?

Idealny globalny system odpowiadajacy
za stabilne utrzymywanie plazmidu w popu-
lacji bakterii jest trzystopniowy. Po pierw-
sze system rozdziatu oligomeréw umozliwia
dostarczenie optymalnej liczby czasteczek
plazmidu dostepnych do rozdziatu. W dru-
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gim etapie system partycyjny zapewnia
precyzyjne, symetryczne rozdzielenie pla-
zmidow do przysztych komérek potomnych.
W koncu, w razie gdyby te systemy zawiodty
i powstataby komorka pozbawiona plazmidu,
system posegregacyjnego zabijania komorek
bezplazmidowych wyeliminuje jg z populacji,
zapewniajac wzrost jedynie plazmidowych
spadkobiercow. Ciekawym przyktadem inte-
gracji systemow stabilizacyjnych plazmidu
jest pSM19035 ze Streptococcus pyogenes.
Jego systemy PAR i PSK oraz gen copS regu-
lujacy liczbe kopii plazmidu maja wspolny
regulator transkrypcji - biatko Omega, ktére
petni réwniez funkcje partycyjnego biatka
ParB. Biatko Omega kodowane jest przez
gen w, ktory tworzy jeden operon z genami
¢ i { kodujacymi system PSK. Inny przykiad
pochodzi z plazmidu RK2, ktérego biatko par-
tycyjne KorB koordynuje systemy replikacji,
partycji i transferu koniugacyjnego.

To wiasnie te wyrafinowane systemy za-
pewniajace stabilne utrzymywanie plazmi-
déw w komorkach bakterii odpowiadajg za
problemy z trudnymi do zwalczenia zaka-
zeniami w praktyce klinicznej. Szczegotowe
poznanie ich dziatania daje szanse na opra-
cowanie metod ich dezaktywacji. m
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Wykorzystujac GFP

(Green Fluorescent

Protein) do fuzji

z ParB, mozna

w komarkach bakterii

(E. coli) uwidocznié |
skupiska biatka |
partycyjnego |
zwigzanego z DNA |
w regionie

centromerowym

parS plazmidu
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