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Nowe spojrzenie na strukture i funkcje systemow segregacji DNA plazmidéw i chromosoméw
drugorzedowych typu repABC Alphaproteobacteria

Informacja genetyczna zawarta w genomach bakterii jest czesto podzielona miedzy rézne replikony —
czasteczki DNA zdolne do autonomicznej replikacji. Oprocz chromosomow, w sklad genomdéw moga
wchodzi¢ rowniez chromidy i plazmidy. Plazmidy, w odr6znieniu od chromidow, nie determinujg funkcji
niezbednych do przeprowadzenia podstawowych proceséw zyciowych bakterii, zatem ich usunigcie z komorki
nie jest dla niej letalne. Replikony te czesto niosa jednak geny o charakterze adaptacyjnym, ktorych obecno$é
zapewnia bakteriom lepsze przystosowanie do warunkow panujacych w danej niszy ekologicznej, a niekiedy
takze przezycie w srodowisku zawierajagcym czynniki letalne dla innych bakterii, np. antybiotyki, ksenobiotyki
1 jony metali ciezkich.

Plazmidy i chromidy sg bardzo stabilnie utrzymywane w komodrkach bakterii. Za stabilnos¢
replikonéw o matej liczbie kopii odpowiadajg gtéwnie systemy partycyjne (PAR), ktore zapewniajg aktywna
segregacje kopii replikonu do komorek potomnych podczas podziatu komoérki bakteryjnej. W sktad tych
systemow wchodza zazwyczaj dwa geny kodujace biatka partycyjne oraz sekwencja centromeropodobna parsS,
ktora pelni funkcje analogiczne do eukariotycznych centromerow.

Systemy partycyjne do$¢ czesto sa potozone w bliskim sasiedztwie systemow replikacyjnych (REP).
Ciekawym przykladem sa replikony repABC powszechnie wystepujace w bakteriach z klasy
Alphaproteobacteria [bakterie te stanowig bardzo zroéznicowang pod wzglgdem metabolicznym grupe,
do ktorej sg zaliczane s3 m.in. patogeny cztowieka, zwierzat i roslin (np. Brucella spp., Agrobacterium spp.),
symbionty roslin wiazace azot atmosferyczny (np. Rhizobium spp.), a takze liczne bakterie saprofityczne
dominujace w wielu $rodowiskach morskich (np. Roseobacter) i glebowych (np. Paracoccus spp.)].
W replikonach repABC geny zaangazowane w segregacj¢ DNA (repA i repB) oraz w replikacje (repC) tworza
jeden operon, w ktérym znajduje si¢ takze sekwencja centromeropodobna parsS. Proces segregacji replikonow
inicjuje bialko partycyjne RepB, ktore wiaze si¢ z rozpoznawanymi przez nie sekwencjami parS, tworzac
kompleks nukleoproteinowy, zwany kompleksem partycyjnym.

W trakcie badan wstgpnych, w wielu replikonach zidentyfikowano dodatkowe sekwencje parsS, ktore
sg usytuowane w znacznej odleglosci od operondéw repABC —niekiedy w obrgbie sekwencji kodujacych genow
— z ciekawym przyktadem genoéw cas wchodzacych w sktad systeméw obronnych bakterii CRISPR-Cas.
Niniejszy projekt stawia za gldwny cel okreslenie biologicznej roli zidentyfikowanych parS. Badania te
zostang przeprowadzone z wykorzystaniem trzech modeli badawczych — trzech replikonow repABC
reprezentujacych:  plazmidy  (pcaid2C z  Frigidibacter — mobilis), megaplazmidy (pAMI4
z Paracoccus aminophilus) i chromidy (chromosom 2 z Allorhizobium vitis o niekanonicznej budowie modutu
repABC).

W plazmidzie pcai42C parS znajduja si¢ w obrgbie genu cas3 — zamierzamy zbadaé, czy w tym
przypadku wigzanie biatka RepB z parS moze regulowaé ekspresj¢ gendw operonu cas. W pAMI4 i
chromosomie 2 powtorzenia parS wystepuja w dlugim regionie mig¢dzygenowym. Chcemy zbadaé,
czy dystrybucja dodatkowych parS jest przypadkowa, czy tez jest ona determinowana kierunkiem replikacji
DNA (model pAMI4), a takze okreslic role dodatkowych parS w stabilizacji niezbednego replikonu
(chromosom 2), ktérego replikacja (i partycja) moze by¢ zsynchronizowana z replikacjg (i segregacja)
glownych chromosomow.

Mechanizmy odpowiedzialne za stabilne utrzymywanie replikonow repABC w komorkach bakterii
analizowano dotad wylgcznie przez pryzmat funkcjonowania samych operonéw partycyjno-replikacyjnych.
Realizacja przedstawionego projektu pozwoli po raz pierwszy na holistyczny wglad w strukture i
funkcjonowanie replikonow repABC. Uzyskane wyniki mogg przynie$¢ unikatowe dane na temat dualistycznej
roli sekwencji parS oraz jej zaangazowania zarowno w stabilizacje replikondw, jak 1 w regulacje ekspresji
sasiadujgcych z nig gendéw. Analiza niekanonicznego operonu repABC pozwoli na zdefiniowanie nowych,
wyréznionych in silico komponentow tego operonu, co moze réwniez przynie$¢ informacje na temat
synchronizacji replikacji chromosomu gltéwnego i chromosomu 2 w cyklu komoérkowym A. vitis.



