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Systemy stabilnego dziedziczenia plazmidow

Epsilon kontra Zeta
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Kodowane przez plazmidy bakterii trucizny
systemow TA dziatajg wewnatrz komorki, w ktorej
sq produkowane, by ja zabi¢. Paradoksalnie,
wiasnie w ten sposob zapewniajq niosgcym
plazmidy komérkom skuteczne trwanie w populacji

Wiele organizméw produkuje trucizny - substancje
dziatajace niekorzystnie, a nawet fatalnie na inne orga-
nizmy. Odczuwamy to bolesnie, zapadajac na rézne cho-
roby, podczas zakazen pokarmowych, infekcji ran czy
przygladajac sie bezradnie wiednieciu ulubionej rosliny.
Powszechnie znane sa jady zwierzat, trucizny roslinne,
czynniki chorobotwoércze bakterii. Wszystkie te trucizny sa
produkowane przez dany organizm, zeby zwalczac inny.

Niezwyklym przypadkiem sg trucizny tzw. systeméw
toksyna-antytoksyna (TA, toxin-antitoxin systems) u bak-

Kompleks biatek Epsilon/Zeta jest ztoZonym tetramerem Epsilon,-Zeta,.
Rysunek pokazuje model wstazkowy kompleksu. W prawym gornym rogu
przedstawiono powierzchnie biatek dimeru Epsilon-Zeta
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terii. Systemy TA sg czesto kodowane przez duze nisko-
kopiowe plazmidy, czyli wystepujace u wielu bakterii do-
datkowe (poza chromosomem) autonomiczne czasteczki
niosace informacje genetyczna. Niektore plazmidy nada-
ja komorkom gospodarza korzystne cechy (np. opornosc
na antybiotyk), czasem wrecz niezbedne do ich przezy-
cia. Trucizny systeméw TA nie s wydzielane na zewnatrz,
lecz dziataja wewnatrz komorki, w ktorej sg produkowa-
ne w celu jej zabicia. Paradoksalnie, wiasnie w ten spo-
s6b zapewniaja plazmidom skuteczne trwanie w populacji.
Podczas symetrycznego podziatu komorki nieliczne cza-
steczki plazmidu moga znalez¢ sie w jednej tylko potow-
ce, Co 0znacza, ze tylko potowa potomstwa odziedziczy pla-
zmid. Z czasem, po kilku generacjach, plazmid o niewiel-
kiej liczbie kopii zniknatby z populacji. Systemy TA sku-
tecznie przeciwdziataja temu zjawisku.

Lemsta zza grobu

System toksyna-antytoksyna to para $cisle dopasowa-
nych biatek trucizny i odtrutki kodowanych przez przy-
legte geny o wspdlnie regulowanej ekspresji (operon).
W zdecydowanej wiekszosci przypadkow gen kodujacy
odtrutke jest pierwszy w operonie i poprzedza gen kodu-
jacy trucizne. Taka organizacja sprawia, ze ekspresji tru-
cizny zawsze bedzie towarzyszy¢ ekspresja odtrutki, co
jest kluczowe dla przezycia komorki niosacej plazmid.

Dziatanie systemow TA oparte jest na niskiej trwatosci
odtrutki i wysokiej stabilnosci toksyny. W sytuacji, w kté-
rej komoérka niesie plazmid kodujacy uktad TA, oba geny
ulegajq ekspresji i toksycznemu dziataniu trucizny prze-
ciwdziata stale produkowana, chociaz szybko degradowa-
na odtrutka, tworzgca z nig nieaktywny kompleks. Tak
tez sie dzieje w kolejnych pokoleniach, gdy plazmid jest
dziedziczony przez komorki potomne. Gdy w wyniku po-
dziatu jedna z dwéch komérek potomnych nie odziedzi-
czy plazmidu, jeszcze przez pewien czas bedzie w niej
obecny nieaktywny kompleks odtrutki i trucizny, mimo
ze oba sktadniki nie bedg juz produkowane. Odtrutka be-
dzie jednak szybko degradowana przez specyficzne pro-
teazy, dzieki czemu trucizna zostanie uwolniona z nieak-
tywnego kompleksu i bedzie mogta zaatakowac komorke.
To doprowadzi do $mierci komorki bezplazmidowej lub
odwracalnego zatrzymania jej wzrostu. Ten efekt, obser-
wowany po tym, jak dojdzie do segregacji plazmidu, wy-
jasnia, skad bierze sie druga nazwa tych systemoéw: ,po-
segregacyjne zabijanie komorek bezplazmidowych” (ang.
postsegregational killing system, w skrdcie PSK).



Obrazowym okresleniem dla uktadéw toksyna-anty-
toksyna jest ,zemsta zza grobu”. Tak naprawde¢ plazmid
,zabija” komorke, gdy jest juz nieobecny. Chociaz to po-
zornie pozbawione sensu, jest w rzeczywistosci bardzo
przemyslang strategia. W komorce bakterii dochodzi do
starcia dwoch czesto przeciwstawnych intereséw: plazmi-
du, ktérego celem jest skuteczne rozprzestrzenianie sig,
i gospodarza, ktory dazy do mozliwie szybkiego wzrostu
liczebno$ci populacji, w ktérym plazmidy moga, ale nie
musza by¢ pomocne, gdyz stanowia dla komorki pewne
obciazenie. Plazmid, zabijajac komorki juz go niezawiera-
jace, sprawia, iz te, ktore wciaz go niosa, moga zdomino-
wac populacje bakterii.

Szczegotowy opis powstawania kluczowego dla dziata-
nia systemu TA kompleksu toksyny i antytoksyny mozna
przedstawi¢ na przyktadzie badanych przez nas biatek
Zeta i Epsilon z plazmidu pSM19035 wyizolowanego ze
szczepu patogennego paciorkowca Streptococcus pyoge-
nes. Plazmid ten nadaje bakteriom opornos$¢ na antybioty-
ki z grupy makrolidow, m.in. erytromycyne. Mimo niskiej
liczby kopii w komorce (5 na chromosom) stabilnie utrzy-
muje sie w kolejnych generacjach. Za te trwatoS¢ w duzej
mierze odpowiada system toksyna-antytoksyna.

Dobrana para

Strukture krystaliczng kompleksu biatek Epsilon/Zeta
rozwigzano w pracowni prof. Saengera w 2003 roku.
Kompleks sktada sie z dwoch potéwek Epsilon-Zeta,
w ktorym czasteczki Epsilon sg wsunigte pomiedzy
dwa monomery Zeta. Monomer biatka Epsilon (10,7
kDa) zwija sie w trzy helisy, a monomer biatka Zeta
(32,4 kDa) w szesc¢ tancuchow (tzw. B-kartek) otoczo-
nych o-helisami. Potozone w jednej ze skrajnych (tzw.
N-koncowej) czesci monomeru Zeta o-helisy tworza po-
wierzchnie wgtebienia, do ktérego wiaze sie helisa biatka
Epsilon. Zamknigecie tej powierzchni przez antidotum blo-
kuje niezbedne do dziatania toksyny wigzanie ATP/GTP.
W rezultacie biatko Zeta w kompleksie z odtrutkg Epsilon
pozostaje nieaktywne. Tak wiec utworzenie kompleksu
pomiedzy biatkami omawianego systemu zapobiega dzia-
taniu trucizny.

W poréwnaniu ze znanymi systemami TA badany
przez nas system z plazmidu pSM19035 ma wiele cech
wyjatkowych. Inaczej niz wszystkie jest operonem trzech
genow: oprdocz genow kodujacych odtrutke i trucizne (od-
powiednio € i ) ma jeszcze gen regulatorowy o zaan-
gazowany jednocze$nie w inne aspekty funkcjonowa-
nia plazmidu. Biatko trucizny Zeta jest niezwykle duze
w poréwnaniu z innymi toksynami (287 aminokwasow
vs. 100) i z wyjatkiem czesto spotykanego motywu wiag-
zania nukleotydéw nie wykazuje podobienstwa do zad-
nych znanych biatek.

Badajac funkcjonowanie systemu Epsilon/Zeta, za-
obserwowali$my, ze moze on dziata¢ réwniez w komor-

Motzliwosc eliminacji niepozadanych bakterii lub komorek rakowych sprawia,
ie systemy TA budza duie zainteresowanie naukowcow. Na zdjeciach
od lewej: komérki bakterii, drozdzy i Hela poddane dziataniu trucizny Zeta

kach innych niz bakterie Gram-dodatnie, z ktérych po-
chodzi plazmid pSM19035. Bakterie Gram-ujemne (pa-
teczki okreznicy Escherichia coli) pod wptywem trucizny
Zeta przestaja rosnac i tworza wydtuzone komorki z wie-
loma chromosomami wyraZznie niemogace sie podzielic.
Podobnie trucizna ta wprowadzona do komérek droz-
dzy zmienia ich morfologie izatrzymuje paczkowanie,
a w duzym nadmiarze powoduje $mier¢. Réwniez komor-
ki ludzkich linii komérek nowotworowych zamierajg pod
wplywem toksycznego dziatania trucizny Zeta.

Nadzieja w truciznie?

Geny systemu m-e-C sa rozpowszechnione wsrod
Gram-dodatnich bakterii patogennych, skutecznie przy-
czyniajac sie do utrzymywania si¢ populacji tych mikro-
organizméw opornych na antybiotyki. Do tej pory nie
udato sie odkry¢ molekularnego mechanizmu dziatania
toksyny Zeta. Zupetny brak podobienstwa przestrzen-
nej struktury kompleksu tych biatek do innych znanych
struktur nie daje, niestety, wskazowek co do mozliwych
kierunkow poszukiwarn.

Obecnie wiadomo, ze systemy TA wystepuja po-
wszechnie u wszystkich Prokaryota, nie tylko na plazmi-
dach, ale réwniez na chromosomach, czesto w wielokrot-
nych kopiach. Dla niektérych biatek toksycznych wyka-
zano in vitro, ze sa specyficznymi endorybonukleazami
(enzymami tnacymi czgsteczki RNA), jednak ich rola
w fizjologii bakterii pozostaje enigmatyczna.

Zaréwno zasada dziatania systemow TA, jak i skutecz-
no$¢ samych toksyn spowodowaty ogromne zaintereso-
wanie tymi systemami jako narzedziem eliminacji niepo-
zadanych komorek, nie tylko bakterii, lecz takze komo-
rek rakowych. ]
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