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Plazmidy sa to pozachromosomalne elementy genetyczne posiadajace zdolnos¢ do
autonomicznej replikacji. Wystepuja powszechnie u organizméw prokariotycznych (bakterie i
archea), lecz mozna je réwniez znalez¢ u eukariotow takich jak np. drozdze. Niektore z nich majg
zdolno$¢ do samodzielnego transferu do nowego gospodarza poprzez koniugacje czy
mobilizacje. Pomimo tego, ze plazmidy nie s3 elementami genetycznymi niezbednymi do zycia
drobnoustrojéw, moga one zawiera¢ determinanty genetyczne, ktére moga wplywac na adaptacje
gospodarza do zmieniajagcych si¢  warunkow  Srodowiska.  Sposrod  wielu  cech
charakterystycznych dla plazmidéw, dwie zastuguja na szczegdlne wyrdznienie: (i) zdolnos¢ do
autonomicznej replikacji, oraz (ii) zdolno$¢ do trwalego utrzymywania si¢ w komorce
gospodarza bez presji selekcyjnej przy znaczacym obcigzeniu metabolizmu gospodarza. Ostatnia
cecha jest szczegdlne trudna do analizy, poniewaz oprocz ogdélnych mechanizmow
zaangazowanych w utrzymywanie si¢ plazmidéw takich jak (i) losowa segregacja, (i1) aktywna
partycja i (iii) systemy addykcyjne, istniejg rowniez inne czynniki odgrywajace w tym procesie
istotne role. Zalicza si¢ do nich: horyzontalny transfer genéw, pozytywna selekcje plazmidoéw
kodujacych wazne geny, oraz kompensacyjna adaptacje. Wszystko to sprawia, ze trwale
utrzymywanie si¢ 1 rozprzestrzenianie plazmidow jest zjawiskiem o duzym stopniu ztozonosci,
ktore nalezy analizowac przy uzyciu réoznorodnych podej$¢ badawczych.

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byla analiza mechanizmoéw utrzymywania si¢
oraz rozprzestrzeniania naturalnego plazmidu pEC156 kodujacego system restrykcyjno-
modyfikacyjny (RM) EcoVIII niesionego przez szczep Escherichia coli E1585-68 o serotypie
0156. Plazmid pEC156 nalezy do grupy plazmidéw ColE1 podlegajacych losowej dystrybucji
do komérek potomnych. Stabilne utrzymywanie tego plazmidu jest zalezne w gtdwnej mierze od
dwoch mechanizméw molekularnych. Pierwszy to system miejscowo-specyficznej rekombinacji
zalezny od maszynerii Xer/cer zaangazowany w rozdzial multimeréw, za$ drugi to system
restrykcyjno-modyfikacyjny EcoVIII uczestniczacy z kolei w eliminowaniu komorek
bezplazmidowych na drodze ich post-segregacyjnej $mierci. W ramach przedstawionej pracy
poszukiwano odpowiedzi na pytanie: w jakim stopniu kazdy z tych mechanizméw wptywa na

stabilno$¢ plazmidu pEC156 w komorkach E. coli oraz innych enterobakterii?



W celu zbadania wpltywu poszczegolnych systemow na stabilne utrzymywanie si¢
plazmidu oraz relacje pomigdzy plazmidem, a niosagcym go gospodarzem, na bazie plazmidu
pEC156 skonstruowano jego pochodne roznigce si¢ miedzy soba elementami genetycznymi
istotnymi z punktu jego stabilnego utrzymywania w komorkach gospodarza. Byly to: pIB8
(R*M*cer‘rom®), pIB9 (R"Mcer‘rom®), pRB1( R*M*cerrom*), pRB2 (R"M—cerrom*), pRB3 (R
M*cerrrom*), pRB4 (R"M*cer‘rom*), pOB9 (R*M*cer‘rom™ ), pOB12B (Hindlll R"M*cer‘rom™).
Plazmidy te zostaly zdeponowane w Kolekcji Plazmidow i Drobnoustrojow Uniwersytetu
Gdanskiego.

Szczegdtowe badania doswiadczalne obejmowaty: (i) analize stabilno$ci pochodnych
plazmidu pEC156 w réznych gospodarzach przy braku presji selekcyjnej (brak antybiotyku w
pozywce); (ii) monitorowanie obecnosci endonukleazy restrykcyjnej w komorkach z uzyciem
faga Acb2 lub test in vitro polegajacy na analizie aktywno$ci enzymatycznej w lizatach
komorkowych; (iii) okreslenie liczby kopii pochodnych pEC156 za pomocg droplet digital-PCR i
qPCR; (iv) okreslania wielko$ci multimeréw plazmidowych; (v) analize uwalniania
plazmidowego DNA do $rodowiska; (vi) pobieranie plazmidowego DNA na drodze naturalnej
transformacji komorek Escherichia coli; (vii) transfer pochodnych pEC156 na drodze mobilizacji
przez plazmidy koniugacyjne. Na podstawie przeprowadzonych do$§wiadczen wyciggnieto
wnioski na temat wptywu réznych czynnikdéw na stabilne utrzymywanie si¢ plazmidu pEC156 w
komorkach gospodarza oraz drog jego transferu pomiedzy bakteriami.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja na trzy gtowne czynniki majace
wplyw na stabilne utrzymywanie si¢ plazmidu: (i) obecno$¢ locus cer odpowiedzialnego za
rozdzial plazmidowych multimeréw, (ii) genu kodujacego endonukleaze restrykcyjna, (ii1) oraz
kopijnos¢ plazmidu pEC156 [Werbowy 1 in., 2015]. Najmniej stabilnie utrzymywane byly
pochodne pEC156 pozbawione miejsca cer. Podobnie niskg stabilno$¢ obserwowano w
przypadku szczepoéw E. coli niosagcych mutacje w genach kodujacych biatka zaangazowane w
rozdzial multimerow (XerC, XerD, ArgR i PepA).

W kolejnym etapie pracy zbadano spektrum gospodarzy dla plazmidu pEC156.
Przeanalizowano stabilno$¢ pochodnych pEC156 w bakteriach z rodziny Enterobacteriaceae
takich jak: Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Salmonella enteritidis, Serratia marcescens
i Proteus vulgaris. Wykazano, ze plazmid ten stabilnie utrzymuje si¢ we wszystkich badanych
bakteriach. Dodatkowo stwierdzono, ze stabilno$¢ poszczegdlnych pochodnych jest podobna do
tej obserwowanej w E. coli. Najwyzsza stabilno$¢ zaobserwowano w przypadku Enterobacter

cloacae i Klebsiella oxytoca, w pozostatych bakteriach stabilno$¢ spadta po 100 generacjach do



50%. W przypadku tych szczepéw pochodne pEC156 zawierajace locus cer byly rowniez
bardziej stabilnie utrzymywane niz warianty pozbawione tego miejsca [Werbowy i in., 2015].

Uzyskane wyniki staty si¢ podstawg do zaproponowania modelu teoretycznego, ktory by
umozliwial analize stabilnos$ci plazmidow w populacji bakterii. Przystepujac do pracy nad tym
modelem zalozono, ze powinna go cechowa¢ prostota i zalezno$¢ od jak najmniejszego zbioru
intuicyjnych parametréw dajacych si¢ tatwo zinterpretowaé. W oparciu o przedstawione zasady
przygotowano model matematyczny, ktérego zastosowanie umozliwiatlo uzyskanie wynikow
dotyczacych stabilnosci pochodnych pEC156 wykazujacych zgodno$¢ z analizg eksperymentalng
[Werbowy 1 in., 2017]. Zalozenia wprowadzone do modelu byly nastepujace: (i) wszystkie
komoérki na poczatku do$wiadczenia posiadaja plazmid, (i) rozdzial plazmidéw podczas
podziatu komorki macierzystej zachodzi losowo, (iii) podczas podziatu komorkowego czasteczka
plazmidu replikuje¢ si¢ tylko raz, (iv) po podziale komérkowym kazda komodrka potomna
dziedziczy okreslong liczbg czasteczek plazmidu od komoérki macierzystej. Jedynym
wyjsciowym parametrem byla $rednia liczba kopii plazmidu w komorce na samym poczatku
doswiadczenia (w tak zwanej zerowej generacji). Ze wzgledu na duza ztozonos$¢ analizowanego
uktadu sktadajacego si¢ z bakterii niosacych plazmidy, zastosowano uniwersalne stochastyczne
podejscie dla rozwigzania ztozonych problemdéw analitycznych metod¢ symulacji Monte Carlo.
Polega ona na losowym wielokrotnym wykonywaniu doswiadczenia teoretycznego wedhug z
gory ustalonych regut i obliczeniu $redniej ze wszystkich prob jako wynik koncowy bedacy
ekstrapolacja do ukladu z bardzo duza liczba elementéow. Takie podejscie umozliwia
stwierdzenie w jakim tempie losowe zdarzenia zwigzane z replikacja i segregacja plazmidoéw
prowadza do stopniowego zmniejszania si¢ ilosci czastek plazmidowych w komorce gospodarza,
co w efekcie moze prowadzi¢ do powstania komorek bezplazmidowych. Model matematyczny
zostal udostgpniony w postaci programu komputerowego jako zatacznik do artykutu
opublikowanego w czasopismie PLoS One [Werbowy i in., 2017].

Zastosowanie przedstawionego powyze] modelu teoretycznego umozliwia ilosciowe
okreslenie czestosci wystgpowania wad replikacji (parametr o), stopnia nierdwnomiernej
segregacji dostepnych czasteczek plazmidow pomiedzy komorkami potomnymi w trakcie
podzialu (parametr 8), czy wplywu postsegregacyjnej $mierci komérek w przypadku analizy
stabilno$ci plazmidow niosgcych systemy RM (parametr ). Na podstawie tych trzech
parametrow (ktére moga by¢ uwzgledniane oddzielnie) model jest w stanie zanalizowac

stabilno$¢ plazmidu w populacji bakterii na przestrzeni wielu generacji, rozktad ilosci czasteczek



plazmidow w bakteriach, czy srednig liczbe kopii plazmidow w populacji. Jest to o tyle istotne,
ze wielkos$ci te mogg by¢ badane do§wiadczalnie w réznych uktadach.

Przedstawiony teoretyczny model zostal wykorzystany do analizy przebiegow stabilnosci
(w niektérych uktadach analizowano stabilno$¢ nawet przez 600 generacji) pochodnych pEC156
takich jak: pIB8 (EcoVIII R*M*cer®), pRB1 (EcoVIII R*M*cer’) i pRB2 (EcoVIII R"M cer ) w
szczepach E. coli MG1655 (typ dziki), MG1655 pcnB, oraz w hiper-rekombinogennym szczepie
JC8679 (sbcA). Z uzyciem tego modelu okreslono czgstosci wystepowania wad replikacji i
stopnia nierownomiernego podzialu plazmidéw pomiedzy komoérki potomne. Uzyskane wyniki
byly zgodne z danymi eksperymentalnymi.

Dzigki analizie teoretycznej udalo si¢ wykaza¢, ze stabilno$¢ plazmidow jest $cisle
uzalezniona od réwnomiernej segregacji nowo powstatych czasteczek plazmidu i ze nawet
niewielkie losowe fluktuacje przy rozdziale plazmidéw pomiedzy komdrkami potomnymi bardzo
skutecznie zmniejszaja ilos¢ dostgpnych do segregacji czasteczek plazmidu, co zwigksza
prawdopodobienstwo utraty plazmidéw przez komorki potomne. Dane te w sposob ilosciowy
potwierdzity wczesniejsze obserwacje odnosnie wigkszego znaczenia locus cer od obecnosci
endonukleazy restrykcyjnej dla stabilnego utrzymywania plazmidu. Przyczyna nierownomierne;j
segregacji plazmidow do komodrek potomnych moga by¢ losowe fluktuacje w trakcie segregacji
plazmidéw lub spontaniczne powstawanie multimerow i/lub splatanie niezaleznych czasteczek
plazmidowych, ktoére pdzniej podlegaja nierownomiernemu rozdziatlowi do komorek potomnych.

Analiza symulacji komputerowych sktania do konkluzji, Zze stabilne utrzymywanie si¢
pochodnych pECI156 takich jak: pIB8, pRB1 i pRB2 zalezy wylacznie od genetycznego tta
gospodarza (E. coli MG1655, MG1655 pcnB i JC8679 sbcA). Silng nierownomierng segregacje
plazmidowych multimeréw mozna wyttumaczy¢ poprzez wzrastajaca liczbg kopii plazmidow po
600 generacjach wzrostu bakterii [Werbowy i in., 2017].

W nastgpnym etapie pracy podj¢to probe okreslenia drdg rozprzestrzeniania si¢ plazmidu
pECI156 pomigdzy bakteriami. W przypadku matych plazmidow, ktore nie posiadajg zdolnosci
do autotransferu, ich mobilno$¢ czesto jest zwigzana z obecnos$cig oriT (origin transferu), genow
mob oraz wspomagajacej transfer maszynerii koniugacyjnej. Odpowiednie systemy koniugacyjne
pozwalaja na transfer materialu genetycznego nawet pomiedzy bakteriami wykazujacymi niski
stopien pokrewienstwa filogenetycznego. W kolejnej pracy [Werbowy i Kaczorowski, 2016]
zostaly przeanalizowane mechanizmy rozprzestrzeniania si¢ plazmidu pEC156, takie jak
mobilizacja i naturalna transformacja.

Plazmid pEC156 nie posiada genéw mob, natomiast posiada on dwa oriT za pomoca

ktorych moze by¢ mobilizowany przez takie plazmidy koniugacyjne jak F’tsll4lac::Tn5 oraz



R64drd11 [Werbowy i Kaczorowski, 2016]. Funkcjonalno$¢ tych sekwencji zostata zbadana z
wykorzystaniem pochodnej plazmidu pEC156 pOB9 pozbawionej obydwu oriT (oriTF
oriTR64drd11'R*M™). Kazdy z tych obszaréw jest obstugiwany przez specyficzny dla niego
plazmid koniugacyjny. Z racji tego, ze plazmid pEC156 pochodzi z E. coli, do badan nad
mobilnoscig plazmidu pEC156 wsrdd bakterii z rodziny Enterobacteriaceae zostat wybrany
plazmid koniugacyjny F’ts114lac::Tn5.

W pracy po raz pierwszy przedstawiono tak doktadne dane doswiadczalne dotyczace
czestosci mobilizacji plazmidu nietransmisyjnego typu ColEl przez plazmid koniugacyjny o
waskim spektrum gospodarza (plazmid F). Analizowano mobilno$¢ plazmidu nietransmisyjnego
wsrod enterobakterii. Wykazano, ze obecno$¢ systemu RM EcoVIII obniza czesto$¢ tak
koniugacji jak i mobilizacji. Dotyczyto to zwlaszcza takich bakterii jak: K. oxytoca, C. freundii i
S. enteritidis. Natomiast nie stwierdzono takiego wplywu w przypadku analizy mobilnosci
analizowanych plazmidow pomiedzy szczepami E. coli [Werbowy i Kaczorowski, 2016].

Zbadano rowniez mozliwo$¢ spontanicznego pobierania pEC156 przez bakterie. Do tego
celu zaadoptowano protokot pobierania DNA bez wykorzystania komoérek poddanych
traktowaniu chlorkiem wapnia i szoku termicznego. W E .coli mechanizm pobierania DNA jest
bardzo stabo poznany. Najprawdopodobniej zwigzany jest on z wystgpowaniem maszynerii
biatkowej zwigzanej z IV typem pili, co udowodniono w przypadku naturalnie kompetentnych
komorek bakterii takich jak Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae czy Vibrio
cholerae. W pracy udato si¢ uzyskac transformanty przy wprowadzaniu pochodnych pEC156 do
szczepu E. coli HB101, natomiast nie wykazano, aby wptyw systemu RM EcoVIII na wydajnos¢
transformacji byt istotny statystycznie.

Istotnym wynikiem uzyskanym w ramach niniejszej pracy doktorskiej byla obserwacja
dotyczaca uwalniania przez bakterie plazmidu pEC156 do S$rodowiska. Fakt ten tlumaczy¢
mozna S$miercig komorek w wyniku zakldocenia rownowagi funkcjonowania systemu RM
EcoVIII na skutek wrazliwoéci MTazy EcoVIII na jony Mg?*. Co istotne, uwolnione plazmidy
miaty zdolno$¢ do naturalnej transformacji komoérek E. coli [Werbowy i Kaczorowski, 2016].

Podsumowujac, w pracy wykazano jakie elementy genetyczne odpowiadaja za stabilne
utrzymywania si¢ plazmidu pEC156 niosgcego geny systemu RM EcoVIIL. Przedstawiono
rowniez mozliwe drogi przekazywania plazmidu przy pomocy mechanizmu uwalniania-
pobierania DNA oraz mozliwo$¢ jego dalszego rozprzestrzeniania si¢ w obrgbie enterobakterii na

drodze mobilizacji przy udziale plazmidu koniugacyjnego.



