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Archaeal Plasmids

Abstract: Numerous plasmids can be found in the cells of Archaea, most of them have cryptic phenotypes. Among cryptic plasmids
isolated from Crenarchaeota, a pRN1 family has been identified. These plasmids encode a unique replication protein, harbouring
both primase and DNA polymerase activity. Plasmid pSSVx of that family may be packaged into capsids of fusellovirus, due to
the presence of two viral genes in its structure. The investigated conjugative plasmids were found in Sulfolobus species. Conjuga-
tion differs from that known for bacterial cells. Both in cryptic and conjugative plasmids, integrase gene, enabling specific
plasmid integration into chromosomal DNA, may be found. In some of these integrases, attachment site is placed inside the open
reading frame encoding the integrase. Integrases found in cryptic plasmids of the pRN1 family are homologous to integrases
of Archaea viruses. In cells of halophilic and methanogenic Archaea, big plasmids and megaplasmids have been found that carry
genes necessary for cell activity.
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1. Wprowadzenie

Archeony, zwane wczesniej archebakteriami, zasied-
laja najbardziej niedostgpne i nieprzyjazne dla zycia
regiony Ziemi, w ktorych zyja tylko nieliczne gatunki
bakterii, a organizmy eukariotyczne nie wyst¢puja
wecale. Wsrod Archaea spotykamy wszystkie odmiany
organizmoéw ekstremofilnych.

Halofilne Archaea rozwijaja si¢ w zbiornikach
z bardzo stona woda, takich jak Morze Martwe. Acy-
dofile rosng w pH nizszym niz 3 i sg cz¢sto termo-
filne, alkalofile zyja w pH wyzszym niz 10 i sa czgsto
halofilne. Ekstremalne termofile, takie jak Pyrolobus
fumarii, wystgpuja w hypertermalnych kominach na
dnie moérz, gdzie temperatura przekracza 100°C. Na-
tomiast psychrofile zyja w zimnej wodzie morskie;j
i na Antarktydzie.

Archeony metanogenne, takie jak Methanobacte-
rium thermoautotrophicum, sa termofilne i bezwzgled-
nie beztlenowe. Posiadaja unikatowa wlasciwos$¢, jaka
jest metanogeneza — zdolno$¢ do pozyskiwania energii
z redukcji dwutlenku wegla do metanu [9].

Archaea przez dziesigciolecia byty uwazane za bak-
terie, co wynikato gtéwnie z morfologii ich komorek.
Analiza rybosomalnego RNA, zaproponowana przez
Carla Woesego [34], pozwolita na wylonienie trze-
ciej gatezi ewolucyjnej — domeny: oprocz Bacteria
i Eukarya pojawily si¢ Archaea. Nazwa Archaea,

nadana przez Woesego nawiazuje do najstarszego
okresu w dziejach Ziemi — archaiku (ang. Archaean)
i poczatkdw zycia.

Ilos¢ informacji na temat Archaea gwaltownie ros-
nie w ostatnich latach. Identyfikowane sa nowe gatunki
archeonow, ale wiele danych pochodzi z analizy probek
pochodzacych wprost ze srodowiska. Poszukuje si¢
w nich rRNA i genomowego DNA, ktory nastgpnie jest
sekwencjonowany i analizowany komputerowo, bez
koniecznosci izolacji i hodowli organizmu, z ktoérego
pochodzi [8, 31]. Ponad 75% dostgpnych obecnie se-
kwencji rRNA dla archeonéw pochodzi od organiz-
mow, ktore nigdy nie zostaty wyhodowane [28]. Bada-
nia §rodowiskowe pozwolity ustali¢, ze przedstawiciele
Archaea zyja we wszystkich srodowiskach; w morzach,
wodach stodkich, osadach dennych, glebie, na korze-
niach roslin, w przewodach pokarmowych przezuwa-
czy 1 bezkrggowcow [18, 28], a takze w jamie ustnej
i jelitach ludzi [19]. Te dane sprawiaja, ze konieczne
jest nowe spojrzenie na mikroorganizmy z domeny
Archaea, gdyz nie da si¢ dluzej traktowac ich tylko jako
ekstremofili — zywych skamienielin z czasu poczatkéw
zycia na Ziemi. Szacuje si¢, ze komorki Archaea moga
stanowi¢ od 10 do 20% catej biomasy Ziemi [8, 28]

Obecnie domeng Archaea dzieli si¢ na cztery jed-
nostki, okre$lane jako typy lub krolestwa — Eury-
archaeota, Crenarchaeota, Nanoarchaeota 1 Korar-
chaeota [13, 26].
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Euryarchaeota sa krolestwem najbardziej zrdzni-
cowanym, zawiera ono archeony metanogenne, halo-
filne oraz gatunki termofilne i psychrofilne. Do tego
krélestwa naleza, omawiane w ponizszym tekScie:
rzad Thermococcales z rodzajem Pyrococcus, archeony
metanogenne z rodzajami Methanococcus i Methano-
bacterium, ekstremalne termofile, jak Pyrococcus furio-
sus, oraz archeony halofilne — Haloferax volcanii, Halo-
bacterium sp. 1 Natronobacterium.

Crenarchaeota grupuje ekstremalne termofile i nie-
liczne psychrofile. Naleza do nich omawiane ponizej
rodzaje Sulfolobus i Acidianus. Do Sulfolobus naleza
organizmy tlenowe, acydofile, o optymalnej tempera-
turze wzrostu ok. 80°C. Gatunki z tego rodzaju izolo-
wano z goracych, siarkowych zrodet na Islandii, we
Witoszech, Japonii, Nowej Zelandii, Rosji i Stanach
Zjednoczonych. W §rodowisku naturalnym drobno-
ustroje te sa chemolitoautotrofami, pozyskuja energi¢
przeprowadzajac, w warunkach tlenowych, zwiazki
siarki w kwas siarkowy. Potrafia funkcjonowac takze
jako heterotrofy wykorzystujace réozne zwiazki orga-
niczne jako zrodto wegla i azotu. W warunkach la-
boratoryjnych organizmy te daja si¢ wzglednie tatwo
hodowa¢ na podtozach ptynnych i statych. Sa mode-
lowymi przedstawicielami Archaea. S. solfataricus
i S. acidocaldarius, wyizolowane z goracych zrodet
Parku Yellowstone, sa najlepiej scharakteryzowanymi
przedstawicielami tej grupy [5].

Nanoarchaeota zawiera pojedynczy gatunek Nano-
archaeum equitans. Jest to bezwzgledny symbiont, za-
lezny od gatunku Ignicoccus hospitalis, archeona nale-
zacego do Crenarchaeota [14, 15]. Genom N. equitans
o wielkos$¢ 491 tys. par zasad (kpz) jest rekordowo
maty i bardzo silnie upakowany, 95% jego obje¢tosci
to sekwencje kodujace [33]. Wedtug jednych autorow
jest to prawdopodobnie pierwszy z wielu gatunkéw,
ktére niebawem zostana odkryte [25], wedtug innych
autorow wydzielanie nowego krolestwa jest w tym
przypadku przedwczesne i nieuzasadnione [13, 18].

Typ Korarchaeota grupuje sekwencje kwasow nu-
kleinowych uzyskane z analizy probek srodowisko-
wych. Dane te nalezy traktowac jako cenne, ale wstgp-
ne informacje [3, 18].

2. Plazmidy kryptyczne

Ilo§¢ informacji na temat plazmidéw obecnych w
komorkach Archaea jest niewielka, zwlaszcza jesli po-
réwnac ja z ilo$cia danych na temat plazmidoéw bakte-
ryjnych. Mozna jednak sadzi¢, ze plazmidy wystepuja
u tych organizméw powszechnie; w rzedzie Thermo-
coccales, nalezacym do intensywnie badanej grupy
metanogenow, stwierdzono plazmidy u 20% badanych
szczepow [11]. Wigkszos¢ wyizolowanych i zbadanych
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plazmidow sa to plazmidy kryptyczne, kilka z nich
zostato w caloéci zsekwencjonowanych.

Bardzo intensywnie badana grupa archeonow jest
rodzaj Sulfolobus, w tym gatunki S. islandicus, S. sol-

fataricus 1 S. tokodaii [20]. Plazmidy wyizolowane

z rodzaju Sulfolobus tworza rodzing pRN. W jej sktad
wchodza pRN1, pRN2, pSSVx i pHEN7, pochodzace
z Sulfolobus islandicus (REN1H1) [11], oraz pDL10,
wyizolowany z Acidianus ambivalens [16]. Plazmidy
wystepuja w komorkach gospodarzy w formie auto-
nomicznych czasteczek lub sa zintegrowane z chro-
mosomem. Te ostatnie wykryto w genomach S. solfa-
taricus (pXQ1) 1 S. tokodaii (pST1, pST3) [30]. Maja
wielkos$¢ od 5,0 do 7,8 kpz. Plazmidy pDL10 i pSSVx
wystepuja w stosunkowo wysokiej liczbie kopii — od
15 do 35 na komorke, moga wystgpowaé w formie
zrelaksowanej lub superskreconej. W kazdym z tych
plazmidéw mozna wyr6zni¢ konserwowany obszar
o wielkosci 44,5 kpz, ktory moze funkcjonowaé jako
minireplikon. Obszar ten koduje trzy charakterystycz-
ne biatka: biatko RepA — warunkujace replikacje plaz-
midu, biatko CopG (ang. copy control protein) — regu-
lujace liczbe kopii plazmidu i biatko PlrA (plasmid
regulator A), silnie wiazace si¢ z DNA [11]. Dla plaz-
midu pRN1 wykazano istnienie czterech waznych
transkryptow. Pierwszy powstaje po transkrypcji ge-
néw copG 1 repA, drugi genu plrd, dwa kolejne sa
antytranskryptami komplementarnymi do 5’kofcowej
czesci pierwszego 1 drugiego transkryptu. Obecnosc
antysensownego RNA powoduje, poprzez komple-
mentacj¢ matrycowego RNA, ograniczenie ekspresji
genow copA, repA i plrA [4]. Podobny mechanizm jest
wykorzystywany w przypadku regulacji replikacji
kryptycznych plazmidéw bakteryjnych. Biatko CopG
W postaci tetrameru wiaze si¢ z sekwencja o dlugosci
12 par zasad (pz), w obrgbie ktorej znajduje si¢ punkt
startu transkrypcji genow copG i repA. Jest to drugi
mechanizm ograniczajacy ekspresje genow copG i repA
[11]. Podobne wtasciwosci wykazuje biatko PIrA,
wiaze si¢ ono z sekwencja powyzej kodujacego je
genu. W plazmidzie stwierdzono dwie takie sekwen-
cje, oddalone od siebie o 65 pz; podobna struktura
znajduje si¢ takze w plazmidach koniugacyjnych
Archaea. Bialtko PIrA wiazac si¢ z DNA tworzy multi-
meryczny kompleks [20].

Produkt genu repA jest bialkiem o unikatowej
strukturze 1 funkcji. Jest to duze biatko, zbudowane
z 900-1000 aminokwasow, kodujacy je gen stanowi
jedna trzecia lub nawet potowe wielkosci plazmidow
z rodziny pRN. Szczegdélowym badaniom poddano
gen repA zlokalizowany w plazmidzie pRN1. 255 ami-
nokwasow stanowiacych N-koncowa czgs$¢ biatka ma
aktywno$¢ primazy i polimerazy DNA. Jest zdolne do
syntezy de novo starteréw ztozonych z 8 deoksynu-
kleotydow, nastgpnie, dzigki aktywnoS$ci polimerazy
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DNA syntetyzowany jest tancuch DNA o dtugosci ty-
sigcy zasad. Badajac aktywno$¢ produktu sklonowa-
nego genu repA wykazano, ze aminokwasy w pozycji
111 (asparagina), 113 (glutamina), 171 (asparagina) sa
krytyczne dla aktywnosci enzymu i ze centrum aktyw-
ne jest wspolne dla obu aktywnosci — primazy i poli-
merazy DNA [21]. Fragment obejmujacy aminokwa-
sy 550-800 biatka RepA posiada aktywno$¢ helikazy
o polarnosci 3°-5°. Sekwencja wykazuje homologi¢ do
helikaz z superrodziny III, utworzonej z biatek kodo-
wanych przez plazmidy bakteryjne i wirusy. N-kon-
cowa czg$¢ biatka, posiadajaca podwdjna aktywnos$é
primaza/polimeraza, nie wykazuje zadnej homologii
do znanych biatek [20]. Stwierdzono podobienstwo
do primazy innego archeona, Pyrococcus furiosus, ale
ogranicza si¢ ona do czterech zasad w centrum aktyw-
nym enzymu [2]. Tak nieznaczna homologia moze
wynika¢ zarowno z daleko posunigtej ewolucyjnej dy-
wergencji bialek pochodzacych od wspolnego przod-
ka, jak i z ewolucyjnej konwergencji.

Biatko RepA stanowi nowy typ biatka replikacyj-
nego. Wlasciwos$ci domeny majacej aktywno$¢ prima-
zy/polimerazy wskazuja, ze powstala ona niezaleznie
od primaz i polimeraz DNA opisanych dla $wiata bak-
terii 1 eukariontow. Wstepny schemat replikacji plaz-
midow z rodziny pRN sktadat by si¢ z nastgpujacych
etapow: biatko RepA lub kompleks RepA-PIrA roz-
poznaje punkt startu replikacji, nast¢pnie domena he-
likazowa biatka RepA rozwija DNA w obszarze startu
replikacji dzigki energii pozyskiwanej z ATP. Aktyw-
no$¢ primazy biatka RepA pozwalataby na synteze¢
starterow z deoksynukleotydow. Elongacje nici moze
prowadzi¢ biatko RepA dzigki swojej aktywnosci po-
limerazy DNA. Biatko RepA wykazuje niska efektyw-
nos$¢ katalityczna, dodatkowo nie stwierdzono u niego
ani aktywnosci nukleolitycznej 3°-5°, ani 5’-3°. Moz-
liwe jest zatem, Ze opisane wyzej enzymy inicjuja
replikacj¢ plazmidow z rodziny pRN i jest ona kon-
tynuowana przez maszyneri¢ replikacyjna komorki
gospodarza. Aktywnos¢ biatka CopG ogranicza ilo$¢
biatka replikacyjnego RepA w komorce, spada wigc
czestos$¢ inicjacji replikacji, co prowadzi do zmniej-
szenia liczby kopii plazmidu w komorce. Zjawiska te
sktadaja si¢ na opisywana wczesniej aktywnos¢ biatka
CopG jako regulatora liczby kopii plazmidu [20].

Zgromadzone dane nie pozwalaja na przypisanie
plazmidom z rodziny pRN zadnego ze znanych modeli
replikacji. W przypadku plazmidéw pGTS5 i pRT1, wy-
izolowanych z roznych gatunkéw z rodzaju Pyro-
coccus wykazano, ze replikuja si¢ one wedlug modelu
toczacego si¢ kota (ang. rolling circle replication) [10,
32]. Plazmid pNB101, pochodzacy z haloarcheona
Natronobacterium sp., takze replikuje si¢ wedtug mo-
delu toczacego sig kota, ale posiada unikatowy system
regulacji replikacji [36].
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Plazmidy pHEN7 i pDL10 zawieraja dodatkowe
ramki odczytu o nieznanej funkcji. Sa one otoczone
sekwencjami TTAGAATGGGGATTC. Sekwencje te
i sekwencje do niej zblizone okresla sig¢ jako R .
Wystegpuja one takze w malych plazmidach, pRN1
i pRN2, dwie takie sekwencje sa rozdzielone kilkoma
parami zasad. Uwaza sig, ze rekombinacja z udziatem
tych obszaréw jest odpowiedzialna za rearanzacje
w czasteczce plazmidu. Polegaja one na odwracalnym
wlaczaniu fragmentéw DNA do czasteczki plazmidu,
co jest zrodtem zmiennos$ci w populacji plazmidow
[25]. Bardzo wysoka stabilno$cia strukturalng i segre-
gacyjna charakteryzuje si¢ plazmid pIT3, wyizolowa-
ny z S. solfataricus 1T3. Plazmid pIT3 jest niekiedy
zaliczany do rodziny pRN, ale ze wzgledu na szereg
unikatowych wlasciwosci bywa tez z niej wydzielany
[27]. Analiza genomowego DNA Archaea wskazuje
na wysoka czestosc ,,tasowania” informacji genetycz-
nej, znaczny udzial maja w tym elementy mobilne,
a zwtlaszcza sekwencje insercyjne [7, 6].

Plazmidy pTAU4, pTIK4 i pORA1, pochodzace
z S. neozealandicus, posiadaja homologiczny obszar,
obserwowany tylko w tych czasteczkach, co moze by¢
zwiazane z ich specyficzno$cia wzgledem gospodarza.
Plazmidy te ro6znia si¢ pomigdzy soba w zakresie bia-
ek replikacyjnych, pTIK4 i pPORA1 zawieraja homo-
logi genu repA, kodujacego opisana wczesniej domeng
primaza/polimaraza, a w strukturze plazmidu pTAU4
nie stwierdzono takiego genu. Plazmid ten niesie gen
kodujacy biatko MCM (ang. minichromosome main-
tenance) homologiczne do helikazy eukariontow. Od-
krycie genu kodujacego biatko MCM w plazmidzie
pTAU4 i obecnos¢ w C-koncowej czesci biatka RepA
obszaru wykazujacego homologi¢ do eukariotycznych
helikaz z superrodziny III sugeruje, ze kryptyczne
plazmidy Archaea wymagaja aktywnosci helikazy do
replikacji [20].

Unikatowy sposob rozprzestrzeniania opisano dla
plazmidu pSSVx, wyizolowanego z S. islandicus
REY15/4; wykorzystuje on aktywno$¢ jednego z wi-
ruséw Archaea. Wirusy wystgpujace w komorkach
Sulfolobus dzieli si¢ na cztery rodziny: Fuselloviridae,
Rudiviridae, Lipothrixviridae i Guttaviridae. Najlepiej
poznana grupa to Fuselloviridae, wirusy, ktérych ge-
nom ma wielkos$¢ ok. 15 kpz., a kapsyd — ksztatt wrze-
ciona. Ich replikacja i uwalniania do srodowiska nie
powoduje lizy komodrek gospodarza. Sposrod 18 ra-
mek odczytu, ktore koduja biatka konserwowane w tej
grupie wirusow, tylko w przypadku czterech ustalono
funkcjg. Trzy biatka stanowia element strukturalny
kapsydu, a czwarte jest integraza odpowiedzialna za
wlaczanie genomu wirusa do chromosomu gospodarza
[20]. Plazmid pSSVx moze by¢ pakowany do kapsy-
dow fusellowirusa SSV2, ktory wystepuje w szczepie
REY15/4. Jest to zwiazane z obecno$cia w strukturze
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Tabela I
Plazmidy archeondéw metanogennych

Archeon Plazmid WEEE(Z(;SC ]que ];‘ZEEE;;
Methanobacterium thermoautotrophicum Marburg | pME2001 4,5 X1720
Methanobacterium thermoautotrophicum ZH3 pME2200 6,2 [22]
Methanobacterium thermoformicicum THF pFV1 13,5 [23]
Methanobacterium thermoformicicum Z-245 pFZ1 11 [23, 24]
Methanobacterium thermoformicicum FTF pFZ2 11 [24]
Methanococcus maripaludis pURB500 8,3 U47023
Methanococcus st. AG86 pURB900 20 [35]
Methanococcus jamnasachii pURBS800 64 L77118
Methanococcus jamnasachii pURB&01 18 L77119
Methanosarcina acetivorans C2A pC2A 5,5 U78295

* Numer zgloszenie do bazy danych GenBank NCBI (National Centre for Biotechnology Information,

Stany Zjednoczone)

pSSVx dwoch ramek odczytu, homologicznych do
ORF-6w wystepujacych w genomie fusellowirusoéw.
Plazmid pSSVx jest wigc naturalnym, wywodzacym
si¢ z Archaea, odpowiednikiem fagemidow, wektoréw
stworzonych na potrzeby inzynierii genetycznej przez
polaczenie gendéw fagdéw i plazmidow bakteryjnych.
Wszystkie opisane dotychczas plazmidy z rodziny
pRN zostaly wyizolowane z komoérek Crenarchaeota.
Plazmidy te nie wykazuja istotnej homologii do zna-
nych plazmidéw Archaea i Eubacteria [11].

W przypadku archeonéw metanogennych plazmidy
obserwowano zarowno w szczepach gatunkow termo-
filnych jaki i mezofilnych (tab. I). Dostgpne sa tylko
nieliczne informacje na temat tych czasteczek: wyste-
puja w niskiej liczbie kopii w komorce, posiadaja duza
liczbe odwréconych i prostych sekwencji powtorzo-
nych, zwiazanych z replikacja lub rekombinacyjna
zmienno$cia plazmidow [17]. Ustalono petna sekwen-
cj¢ nukleotydowa plazmidu pURBS500 z Methanococ-
cus maripaludis 1 stwierdzono, ze zawiera on 18 ra-
mek odczytu. Tylko jednej z nich udato si¢ przypisaé
potencjalng aktywno$¢ produktu: jest to integraza [22].

3. Plazmidy koniugacyjne

Plazmidy koniugacyjne wyizolowane z komorek
S. islandicus maja wielko$¢ od 24,6 do 41,2 kpz. Do-
tychczas przeanalizowano 15 plazmidow, ktore podzie-
lono na klasy; plazmidy nalezace do jednej klasy wy-
kazuja znaczna homologi¢ sekwencji nukleotydowe;.

Ustalono pelna sekwencje nukleotydowa szesciu
plazmidow koniugacyjnych [12 i NC005969.1]. Wy-
kazuja one znaczne podobienstwa w strukturze. Naj-
bardziej konserwowane geny sa zebrane w dwa klas-
tery. W pierwszym z nich zlokalizowane jest sze$¢
genow, stanowiacych podstawe aparatu koniugacyj-

nego Archaea. Drugi klaster zawiera siedem genow,
w tym geny copG 1 plrA, ktore zwiazane sa z replikacja,
oraz gen int kodujacy integraze. Gen copG wystepuje
zaro6wno w plazmidach kryptycznych jak i koniugacyj-
nych, stwierdzono takze jego obecno$¢ w genomach
wirusow Archaea. Gen plrA obecny jest rowniez we
wszystkich analizowanych dotychczas plazmidach ko-
niugacyjnych Archaea. Konserwowana jest takze od-
wrocona powtorzona sekwencja, do ktorej wiaze si¢
biatko PIrA, oraz dystans, 65 pz, oddzielajacy dwie
takie sekwencje. Stopien konserwowania tych struktur
wskazuje na znaczenie ich funkcji dla komorki [11].
W sekwencji plazmidoéw z rodziny pING (S. islan-
dicus) stwierdzono obecno$¢ sekwencji powtorzo-
nych. W przypadku plazmidu pINGI jest to sekwen-
cja TAAACTGGGGAGTTTA. W innych plazmidach
koniugacyjnych stwierdzono podobne sekwencje po-
wtorzone, zawierajace charakterystyczny motyw czte-
rech reszt guaninowych. W obrgbie tych sekwencji
moze dochodzi¢ do rekombinacji, prowadzacych do
powstawania delecyjnych form plazmidéow. Analogicz-
ne zjawisko opisano dla plazmidéw kryptycznych [11].
Zjawisko partycji nie jest dostatecznie zbadane
w przypadku plazmidéw koniugacyjnych. W struktu-
rze kilku plazmidoéw znaleziono geny kodujace homo-
logi, lub fragmenty homologéw, bialek ParA i ParB
oraz klaster krotkich powtdrzonych sekwencji, ktore
moga by¢ obszarem wiazania ParB. Mozna sadzi¢, ze
w tych przypadkach mechanizm partycji jest analogicz-
ny do tego obserwowanego w komorkach bakteryjnych.
Opisano rozprzestrzenianie si¢ plazmidéow na dro-
dze koniugacji. W tym przypadku nie dochodzi do for-
mowania pili, koniugacja zachodzi poprzez rozlegly
kontakt komorek. Przebiega do$¢ wydajnie, prowa-
dzac do rozprzestrzenienia si¢ plazmidu na cata ho-
dowlg archeona, plazmidy replikuja si¢ do wysokiego
poziomu 20—40 kopii na komoérke. W strukturze plaz-
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midow dochodzi czgsto do rearanzacji. W wyniku tych
proceséw niektore plazmidy traca geny pard i parB,
co skutkuje spadkiem stabilnosci plazmidow, a nie-
kiedy ich gubieniem. Delecyjne pochodne plazmidow
koniugacyjnych moga podlega¢ kokoniugacji.

W pierwszym z dwoch klasterow obserwowanych
w strukturze plazmidéw koniugacyjnych zlokalizowa-
ne jest sze$¢ genow zwiazanych z koniugacja. Dwa
z nich wykazuja niewielka homologi¢ do genéw ko-
dujacych bakteryjne biatka TraG i TrbE, ktdére uczest-
nicza w przemieszczaniu jednoniciowego DNA przez
btony komorkowe. Motywy Walkera (A i B) wskazuja,
ze biatka te moga hydrolizowa¢ ATP, uzyskujac w ten
sposob energig. Trzecie biatko zawiera liczne domeny
transmembranowe, ktore moga tworzy¢ pory w btonach
komorek gospodarza [11]. Wydaje sig, ze stosunkowo
niewielka liczba biatek uczestniczy w procesie koniu-
gacji archeonow, a koniugacja przebiega wedlug inne-
go mechanizmu niz ten opisany dla proteobakterii [20].

4. Integracja do chromosomu

Plazmidy kryptyczne i koniugacyjne Archaea moga
kodowa¢ integrazy, ktorych aktywno$¢ umozliwia od-
wracalne wlaczanie plazmidu do DNA chromosomal-
nego. Miejscem integracji jest najczgsciej gen tRNA,
podobnie jak w przypadku bakterii, ale integrazy nie
wykazuja istotnej homologii sekwencji do integraz
bakteryjnych.

Integrazy wykryto u fusellowirusa SSV1 wystepu-
jacego w komorkach Sulfolobus, potem homologiczne
geny znaleziono w genomach wielu wirusoéw z tej ro-
dziny [20]. Wydaje sig, ze plazmidy, w tym plazmidy
z rodziny pRN, wykorzystuja ten typ integrazy. Miejs-
ce att (ang. attachment site), w ktdrym czasteczka plaz-
midu zostanie rozcigta, by zosta¢ wlaczona do chromo-
somu, znajduje si¢ w obrgbie ramki odczytu kodujacej
integraze (int), w jej poczatkowej czgsci. Proces inte-
gracji prowadzi do uszkodzenia genu, a sekwencja
wlaczona jest oflankowana fragmentami genu integra-
zy (intN 1 intC). Taki obraz stwierdzono dla plazmidow
pXQ1 (8. solfataricus) i pST1 (S. tokodaii). Powstate
w wyniku integracji fragmenty genu int znajdowano
w genomach roéznych archeonéw w wielu kopiach,
flankuja one obszary DNA o wielko$ci od 4 do 67 kpz.
Znajduja si¢ tam zintegrowane plazmidy, ale takze
geny kodujace enzymy metaboliczne. Ten rodzaj inte-
gracji prowadzi do uszkodzenia genu integrazy, jest
wigc nieodwracalny. Zapewne wlaczony fragment moze
zosta¢ wycigty, gdy integraza zostanie wytworzona
dzigki obecnosci plazmidu, niosacego nieuszkodzony
gen, lub obecnosci wirusa. Komorki S. acidocaldarius
maja zdolno$¢ wymiany materiatu genetycznego. Ak-
tywnos$¢ ta jest taczona z obecnoscia w ich genomie
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plazmidu pSAC3, ktory otaczaja fragmenty intN 1 intC
integrazy. Opisano takze plazmid pST3, nalezacy do ro-
dziny pRN, w przypadku ktérego miejsce integracji jest
zlokalizowane poza sekwencja kodujaca genu int [11].

Aktywno$¢ integrazy kodowanej przez plazmidy
koniugacyjne takze prowadzi do integracji do chromo-
somu. Najlepiej zbadanym przykladem jest plazmid
pNOBS pochodzacy z S. solfataricus [30]. W przypad-
ku plazmidéw koniugacyjnych nie dochodzi do roz-
bicia na czg$ci genu integrazy w momencie wiaczania
do chromosomu. Niektorzy autorzy dziela integrazy
na dwie klasy: typ NOBS8 — nie podlegajace podziele-
niu przy integracji i typ SSV, w przypadku ktérego na-
stepuje rozerwanie genu int [20].

5. Megaplazmidy i plazmidy metaboliczne

Plazmidy o wysokiej masie czasteczkowej obserwo-
wano w komorkach wielu szczepdéw halofilnych archeo-
néw. Haloferax volcanii niesie trzy plazmidy o wiel-
kosci 690, 442 i 86 kpz. W komorkach Halobacterium
NRC-1 stwierdzono obecnos¢ dwoch plazmidow, ktore
okresla si¢ jako minichromosomy, gdyz maja wielkos$¢
3651 191 kpz i zawieraja geny niezbe¢dne do funkcjo-
nowania komorki. Duza czg$¢ ich sekwencji (145 kpz)
jest identyczna. Postuluje sig, ze powstaly z potaczenia
trzech réznych plazmidow, a nastgpnie zostaty powigk-
szone przez wlaczenie geno6w chromosomalnych przy
udziale sekwencji insercyjnych. Halobacterium salina-
rium posiada plazmid pHH1, ktory zawiera region vac
grupujacy geny warunkuja formowanie si¢ kanalikéw
gazowych. Gaz gromadzacy si¢ w kanalikach umozli-
wia komdrkom regulowanie poziomu zanurzenia w wo-
dzie, co zapewnia im dostateczny dostgp do Swiatla.
Mikroorganizm ten rozwinat niezwykty system po-
zwalajacy mu na syntez¢ ATP z ADP dzigki reakcji
fotochemicznej, zachodzacej na blonie cytoplazma-
tycznej komorki. W plazmidach Methanobacterium
thermoformicicum zlokalizowano dwa roézne systemy
restrykcja-modyfikacja [11, 23, 24].

6. Podsumowanie

Archaea stanowig trzecia, najp6zniej odkryta do-
meng zycia. Ewolucja tych organizméw przebiegata
w znacznym stopniu niezaleznie od ewolucji pozosta-
lych domen. Archaea posiadaja szereg wlasciwosci
niespotykanych u innych istot zywych. Jest to spe-
cyficzna budowa bton komoérkowych, wlasny system
enzymow zwiazanych z replikacja DNA, odwrotna
gyraza DNA, zapewniajaca wlasciwy stopien zwinig-
cia DNA u archeonow termofilnych oraz zdolnos¢ do
metanogenezy archeonéw metanogennych.
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Stwierdzenie licznej obecnosci archeondw poza §ro-
dowiskami ekstremalnymi na pewno zwigkszy zaintere-
sowanie ta grupa drobnoustrojow. Trwaja badania maja-
ce na celu ustalanie wplywu Archaea na zdrowie ludzi.
Zwazywszy na ich niezalezng ewolucje mozna mie¢ na-
dzieje, ze sa to organizmy niepatogenne, ale z drugiej
strony brak takich danych moze wynika¢ z braku tech-
nik pozwalajacych na hodowanie tych drobnoustrojow.
Opublikowano wyniki badan, ktére pozwalaja wigzaé
obecno$¢ Archaea z rozwojem paradontozy [19].

Analiza plazmidowego DNA jest bardzo interesu-
jacym obszarem badawczym. Plazmidy Archaea po-
siadaja wilasciwosci, ktore roznia je od plazmidow
bakteryjnych. Badania nad plazmidowym DNA to
pierwszy krok konstrukcji narzedzi do badan moleku-
larnych nad archeonami. Istnieja juz dobre wektory
plazmidowe Archaea, ktére umozliwiaja przepro-
wadzanie podstawowych manipulacji genetycznych
[1, 11, 17, 20]. Enzymy pochodzace z organizmow
ekstremofilnych, ze wzgledu na ich unikatowe cechy,
znalazty juz wiele zastosowan przemystowych. Biat-
ko Myc, uzyskane z archeondw, znalazto zastosowa-
nie w testach onkologicznych do poszukiwania prze-
ciwcial w surowicy pacjentow, gdyz wykazuje cenna,
szczegolnie silng reaktywno$¢. Nalezy jednak pamig-
ta¢, ze w genomach tych Archaea, ktore w catosci zo-
staly zsekwencjonowane, 25-40% genow pozostaje
nierozpoznanych, nie przypisano im zadnej funkcji
[28]. Liczby te wskazuja, jak wiele w przypadku
Archaea jest jeszcze do odkrycia. Zapewne dotychczas
zbadane zostaty gtownie zjawiska najbardziej podobne
do znanych ze §wiata bakterii i eukariontow.
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