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REKOMBINACJA GENETYCZNA WIRUSOW

WSTEP

Ewolucja biologiczna zalezy od spontanicz-
nej mutagenezy, naturalnej selekcji oraz izolacji
reprodukcyjnej i geograficznej. Naturalna sele-
kcjajest wywotana przez warunki zycia najakie
napotyka dany organizm oraz przez srodowisko
fizyczno-chemiczne i aktywno$¢ innych organi-
zméw w poszczegblnych ekosystemach. Ponie-
waz warunki zycia, a tym samym naturalna
selekcja, zmieniajg sie z uplywem czasu i w
przestrzeni, najlepsze przystosowanie danego
organizmu niejest cecha stalg. Postep w rozwo-
ju ewolucyjnym zalezy od pojawienia sie w da-
nej populacji organizméw wariantéw genetycz-
nych, ktére moga poprawi¢ kondycje danego
gatunku w okreslonym $rodowisku. Postep
ewolucyjny jest wiec cigglym procesem adapta-
cji do zmieniajacych sie warunkéw. Mozliwos¢
pojawiania sie takich wariantow jest zwigzana
z istnieniem trzech wyraznie réznych strategii
zmiennosci. Pierwsza z nich obejmuje mecha-
nizmy prowadzace do matych lokalnych zmian
w sekwencjach genomowych kwaséw nukleino-
wych, takich jak zmiany nukleotydéw lub ma-
tych insercji i delecji. Drugg strategia jest re-
aranzacja (rekombinacja) materialu genetycz-

RODZAJE REARANZACJI

Rearanzacja wirusowego materiatu genety-
cznego nastepuje w komorkach zainfekowa-
nych dwoma typami wirusow. Wynikiem re-
aranzacji jest powstanie potomnych genomoéw
zawierajgcych informacje genetyczng w innej
kombinacji niz rodzicielska. Rearanzacja naste-
puje w wyniku dwéch podstawowych mechani-
zmow zaleznych od fizycznej organizacji geno-

nego. Zrédiem rekombinacyjnego przetasowa-
nia materialu genetycznego sa enzymatyczne
systemy transpozycji, rekombinacji-miejscowo
specyficznej (niehomologicznej) jak réwniez re-
kombinacji ogélnej obejmujacej homologiczne
sekwencje genomu. Rearanzacja materiatu
genetycznego moze nastepowac réwniez w wy-
niku reperacji uszkodzen wywotanych, na przy-
ktad przez dziatanie promieniowania. Trzecig
strategia powstawania wariantow genetycz-
nych jest nabywanie krotkich segmentéw ma-
teriatu genetycznego pochodzacego od innych
organizmoOw poprzez poziome przekazywanie
materiatu genetycznego na drodze transforma-
cji, koniugacji, transdukcji czy innych proce-
séw. Takim samym procesom zmiennosci i ada-
ptacji do zmieniajgcych sie warunkow podlega-
ja wirusy. W artykule tym omdwione zostang
mechanizmy powstawaniawariantéw genetycz-
nych wiruséw na drodze rearanzacji materiatu
genetycznego. Ze wzgledu na ograniczonosc
rozmiaréw tego artykutu bedzie to dotyczy¢ tyl-
ko wiruséw rozwijajacych sie w organizmach
eukariotycznych.

GENETYCZNEJ WIRUSOW

mu wirusowego. U wirusOw zawierajgcych po-
jedyncza czasteczke genomowa, w tym u wszy-
stkich wiruséw posiadajacych jako genom cza-
steczke DNA, oraz u szeregu grup wiruséw po-
siadajagcych jako genom RNA, powstajgcy zmie-
niony genom zawiera kowalencyjnie potaczone
sekwencje nukleotydowe pochodzace od kazde-
go z rodzicow. Dla tego rodzaju rearanzacji
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materiatu genetycznego przyjeto stosowac ter-
min rekombinacji. W tym znaczeniu rekombi-
nacja rézni sie od genetycznej reasortacji (wy-
mieszania), terminu stosowanego w odniesie-
niu do wymiany chemicznie niepotaczonych
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elementow materiatu genetycznego wirusow za-
wierajacych wielocztonowy genom, niezaleznie
od tego, czy sktadajacy sie z ssRNA (jednonicio-
wego) czy z dsRNA (dwuniciowego) i zawierajacy
od dwoch do 12 segmentdw.

REKOMBINACJA HOMOLOGICZNA WIRUSOW TYPU DNA

Zdolnosc¢ do tgczenia sie dwéch homologicz-
nych czasteczek DNA i wymiany DNA pomiedzy
nimi jest najistotniejsza czescig mechanizmu
ogélnej rekombinacji. Proces ten zakiada wy-
szukiwanie podobienstwa sekwencyjnego po-
miedzy dwoma czgsteczkami DNA, rozpoznania
homologii i wzajemnej wymiany indywidual-
nych nici DNA. Kompleksowo$¢ tego procesu
utrudnia w znacznym stopniu analize jego me-
chanizmu, ale skoncentrowany wysitek wielu
laboratoriéw doprowadzit do uzyskania znacz-
nego postepu w zrozumieniu tych procesow.
Wiekszo$¢ najistotniejszych informacji doty-
czacych tych proceséw uzyskano z badan nad
bakteriami i bakteriofagami (West 1992, Ko-
walczykowski i Eggleston 1994). Mechanizm
rekombinacji homologicznej u wiruséw euka-
riotycznych nie byt do tej poiy intensywnie
badany, chociaz w przypadku niektérych wiru-
sow wykazano kodowanie specyficznych enzy-
mow, ktére mogtyby bra¢ udziat w rekombina-
cji. Na przykiad, z komérek zakazonych wiru-
sem krowianki wyizolowano biatka, ktore w
warunkach in vitro przeprowadzaty niezalezng
od ATP wymiane nici DNA. Aktywna frakcja
biatkowa zawierata trzy biatka o ciezarze czaste-
czkowym 110, 52 i 32 Kdal. Podobnie z komorek
zakazonych wirusem herpes simplex oczyszczo-
no biatko o ciezarze czasteczkowym 138 Kdal,
ktore rowniez kierowato wymianag nici i parowa-
niem homologicznych odcinkéw DNA (Kowal-
1994), jednak do tej
poiy nie udato sie wyizolowa¢ mutantéw ze
specyficznymi defektami w rekombinacji co mo-
ze wskazywac, ze albo rekombinacja odgiywa
tak istotng role w rozwoju wiruséw, ze nie moz-
na otrzymac¢ nawet warunkowo-letalnych mu-
tantéw albo, co bardziej prawdopodobne, re-
kombinacja wirusowego DNA przeprowadzana
jest przez systemy komérkowe (Coen i Ramig
1996). Na podstawie analizy réznego typu Kkrzy-
z6wek wirusow typu DNA stwierdzono, ze re-
kombinacja obejmuje pekniecie nici DNA i po-
nowne wytworzenie wigzah kowalencyjnych
prowadzac do powstania nierodzicielskich ge-
NomMoOw (Fenner 1994). U adenowiruséw stwier-
dzono, ze rekombinacja wymaga replikacji wi-
rusowego DNA, ale podobnie jak u innych grup
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wirusow typu DNA nie kodujg one zadnych
biatek odpowiedzialnych za ten proces. Chociaz
nie znany jest mechanizm rekombinacji u ade-
nowirusoéw to wiele danych przemawia za tym,
ze sitg prowadzaca do rekombinacji moze by¢
zdolnos¢ tworzonych w czasie replikacji czgste-
czek jednoniciowego DNA do atakowania dwu-
niciowego DNA drugiej czasteczki. W wiekszosci
przypadkéw rekombinacja wirusow typu DNA
osiggawartos$¢ do 50% rekombinantow dzikiego
typu w stosunku do liczby form rodzicielskich
(Coen | Ramig 1996). Zjawisko rekombinacji
homologicznej stwierdza sie nie tylko w warun-
kach laboratoryjnych, ale réwniez w warun-
kach naturalnych, gdzie odgrywa ona istotng
role w zmiennosci i ewolucji wiruséw. Jednym
z przyktadéw takiej zmiennosci moze by¢ po-
wstanie na drodze rekombinacji pomiedzy wi-
rusami nalezacymi do réznych grup serologicz-
nych, adenowirusa typu Ad4, jedynego przed-
stawiciela podgrupy E adenowiruséw (Coen i
Ramig, 1996). W rejonie E1A (0 do 5jednostek
mapy genetycznej) i w rejonie E2 (62 do 66
jednostki mapy) oraz w genie kodujacym jedno
z biatek strukturalnych adenowirus Ad4 wyka-
zuje sekwencyjne podobieristwo do podgrupy B
adenowirusow. Z drugiej strony u adenowirusa
Ad4 gen kodujacy inne biatko strukturalne
(biatko widkienek) i wkasnosci immunologiczne
sg podobne do podgrupy C adenowirusow. Bio-
rac pod uwage mape genetyczng adenowiru-
séw, najprostszym wyjasnieniem mechanizmu
powstania adenowirusa AD4 jest przyjecie, ze
powstat on w wyniku rekombinaciji, jaka zaszta
W rejonie pomiedzy genem E2 podgrupy B i
rejonem w genomie wirusa podgrupy C, zawie-
rajacym gen kodujacy zewnetrzne widkienka
wirionu.

Rekombinacja homologiczna wiruséw zo-
stata szeroko wykorzystana w badaniach pod-
stawowych, jak rowniez znalazla zastosowanie
do celéw praktycznych. W badaniach podsta-
wowych rekombinacje homologiczng wykorzy-
stano przede wszystkim do mapowania geno-
moéw wirusowych i stworzenia odpowiednich
map genetycznych. Jednym z praktycznych za-
stosowan zjawiska rekombinacji homologicznej
jestjej wykorzystanie do konstrukcji eukarioty-
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cznych systemow wirusowych do klonowania
genoéw (Glorioso i wspotaut. 1995). Wektory
takie opracowano miedzy innymi dla takich

REKOMBINACJA

Genom retrowirusow utworzony z dwoch
czasteczek RNA jest genomem heterozygotycz-
nym (Coffin, 1996). Czagsteczki te moga byc¢
czesto przerwane w pojedyriczych miejscach. Po
zainfekowaniu komoérki nowego gospodarza
obie czasteczki RNA (przynajmniej czesciowo)
sg kopiowane do DNA przez odwrotng trans-
kiyptaze (RT) i na tym etapie dochodzi do re-
kombinacji (G off 1992, Katz i Skatka 1990).
Dla wyjasnienia rekombinacji proponowane sg
dwa modele (rye. 1). Model ,zmiany matrycy”
zaktada, ze w czasie tworzenia nici minusowej
DNA na matrycy RNA, noworeplikujgca sie ni¢
DNA zmienia matryce z jednej czasteczki RNA
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wirusow zwierzecych jak adenowirusy, bakulo-
wirusy, wirus herpes i wirus krowianki.

RETROWIRUSOW

na drugg. Wydaje sie, ze przeskok replikujacej
sie nici DNA nastepuje w miejscu przerw w
czasteczce RNA. Model ten moze wyttumaczyé
w jaki sposéb retrowirusy przezywajg pomimo
obserwowanego faktu obecnosci wielu przerw w
wirusowym genomowym RNA. Poniewaz takie
przerwy sa zlokalizowane w przypadkowych
miejscach, tworzgca sie ni¢ minus DNA prze-
skakujgc w czasie replikacji zjednej matrycy na
druga moze doprowadzi¢ do utworzenia petnej
nici. Poparciem dla tego modelu jest fakt, ze w
czasie normalnej syntezy DNA RT ,przeskaku-
je” z jednej czasteczki RNA na drugg. Model
-pekania i przylaczania” nici DNA zakiada, ze

Rekombinacja w czasie syntezy nici minus DNA (zmiana matrycy)

Rye. 1 Modele rekombinacji
DNA retrowirusow (patrz
tekst dlawyjasnienia szczeg6-
tow).

RNA zaznaczony zostat cienka
linig; DNA gruba linia. Allele ge-
néw wirusowych gag, poi i env
zaznaczono jako A/a, B/b i C/c.
Pokazano tylko pojedyncze zda-
rzenie rekombinacyjne obejmuja-
ce gen gag. Miejsce rekombinacji
zaznaczono literg V. Zgodnie z
modelem ,zmiany matrycy” prze-
skok w czasie syntezy DNA zacho-
dzi w miejscach peknie¢ w nici
RNA. Model ten przewiduje po-
wstawanie tylko jednego produ-
ktu DNA z obydwu nici RNA. W
modelu rekombinacji zachodzacej
w czasie syntezy nici plus, zaini-
cjowanie syntezy DNA w miej-
scach lezacych wewnatrz
czasteczki nastepuje od starteréw
RNA powstatych w wyniku cze-
Sciowej hydrolizy wywotanej dzia-
taniem RNA-azy H. Model
rekombinacji ,przytaczania nici”
zaktada synteze DNA na dwéch
matrycach i powstawanie w wyni-
ku rekombinacji nici plus hete-
rodupleksowego produktu. Dla
uproszczenia pokazano powsta-
wanie tylko jednego DNA
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do rekombinacji dochodzi w czasie tworzenia
nici plus DNA na dwdch matrycach RNA. Model
ten zostat sformutowany po wykryciu struktur
replikujacego sie DNA w postaci litery H (wido-
cznych w mikroskopie elektronowym) i szeregu
innych obserwacji biochemicznych. Kazdy z
tych modeli zaktada inny typ korncowego produ-
ktu. Zgodnie z modelem ,zmiany matrycy” pro-
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duktem tym bedzie homodupleks poniewaz re-
kombinacja pojawia sie w czasie tworzenia pier-
wszego produktu czyli nici minus, zgodnie za$
z drugim modelem produktem bedzie heterodu-
pleks. Jednak interpretacja dostepnych danych
genetycznych nie daje jednoznacznych wyni-
kéw a tym samym nie pozwala na rozstrzygnie-
cie ktdry z tych modelijest prawdziwy.

REKOMBINACJA NIEHOMOLOGICZNA WIRUSOW

Jak wspomniano poprzednio retrowirusy sg
grupa wiruséw typu RNA, ktérych materiat ge-
netyczny w normalnym cyklu infekcyjnym jest
przepisywany do DNA przy udziale wirusowo
specyficznej RNA zaleznej polimerazy DNA (RT).
Jest tojednoczesnie jedyna grupa wirusow, dla
ktorych integracja wytworzonego DNA do chro-
mosomu komorki gospodarza jest absolutnie
niezbedna dla przebiegu dalszych etapéw cyklu
infekcyjnego. W przypadku innych wirusow
zdolnych do integracji do chromosomu gospo-
darza (na przyktad jak to jest w przypadku
adenowirusow lub papowawiruséw) integracja
moze zachodzi¢ tylko w niepermisywnych ko-
morkach a sam proces integracji jest swojego
rodzaju aberacja w normalnym procesie repli-
kacji wirusa (D oeffler 1993).

Produktem dziatania RTjest liniowa dwuni-
ciowa czgsteczka DNA zawierajgca na swoich
obydwu koncach powtérzone bloki sekwencji
(LTR) zorientowane w tym samym Kkierunku
(G off 1992). Zintegrowany prowirusowy DNA
posiada charakterystyczng strukture zawiera-
jaca krétka, odwrotnie zorientowang, powtérzo-
na sekwencje na obu konicach polaczong z se-
kwencjami DNA gospodarza. Ulozenie gendw
w prowirusowym DNA jest takie same jak w
niezintegrowanym DNA. W sekwencji prowiru-
sowego DNA w poréwnaniu do niezintegrowa-
nego DNA nastepuje utrata dwoéch nukleoty-
déw, w wyniku czego sekwencje prowirusowe
potaczone sg zawsze dwunukleotydowg se-
kwencja CA z sekwnecjami DNA gospodarza,
przy czym zawsze nukleotyd A jest potlaczony
z sekwencjami gospodarza. W sekwencjach
DNA gospodarza w wyniku integracji nastepuje
duplikacja krétkiego odcinka DNA (4-6 nukleo-
tydéw (nt)) ktorego diugosé zalezy od typu wi-
rusa. Analiza r6znego typu mutantow retrowi-
rusow wykazata, ze do integracji potrzebne sg
dwie funkcje wirusowe: kodowane przez wirusa
biatko IN (integrazy) oraz obecno$¢ na obydwu
koncach czgsteczki DNA (w sekwencjach LTR)
krotkich odwréconych sekwencji. Z punktu wi-
dzenia wirusowego DNA region potrzebny do

rekombinacji jest nie wiekszy niz 10-15 nt,
obejmujacy koricowe odcinki DNA, a samo miej-
sce rekombinacji znajduje sie pomiedzy drugim
a trzecim koncowym nukleotydem. Wszystkie
dane doswiadczalne, zaréwno in vivo jak i in
vitro wskazuja, ze miejsce integracji w chromo-
somie gospodarza jest zupetnie przypadkowe,
nie wykazujgce ani sekwencyjnego ani struktu-
ralnego podobienstwa. Tak wiec integracja wi-
rusowego DNA do DNA gospodarza jest rekom-
binacjg typu rekombinacji niehomologiczne;j.
Opracowanie systeméw in vitro integracji
retrowirusowego DNA do DNA gospodarza po-
zwolito na odtworzenie zdarzen zachodzacych w
warunkach naturalnych (Sandmayer i wspot-
aut. 1990, G off 1992). Po pierwsze wykazano
niezbicie, wbrew wczedniejszym danym ekspe-
rymentalnym, ze integracja wirusowego DNA
zachodzi z jego formy liniowej a nie form kolis-
tych jakie mozna stwierdzi¢ w zainfekowanej
komorce. Po drugie, stwierdzono, ze jedynym-
biatkiem wirusowym biorgcym udziat w tym
procesie jest biatko integrazy (IN), oraz, ze biat-
ka komérkowe przeprowadzajg ostatnie etapy
integracji. Zgodnie z tymi danymi w zainfeko-
wanej komdérce w wirusowej formie preintegra-
cyjnej dochodzi do wytworzenia dwuniciowego
DNA i taka preintegracyjna struktura zawiera-
jaca biatka kapsydu (CA), biatko integrazy (IN)
oraz biatka tgczgce DNA z biatkami kapsydu
whnikajg dojadra komorki. Model integracji (ryc.
2) obejmuje przytaczenie obydwu koricow DNA
do siebie poprzezich potgczenie z IN a nastepnie
usuniecie dwoch nukleotydéw z koricowych se-
kwencji wirusowego DNA przez aktywnosé
endonukleolityczng tego biatka. Powstajgce w
ten sposob konce 3'OH DNA tgczone sg z po-
wstajacymi w wyniku dziatania IN wolnymi
koncami 5 DNA gospodarza. Ta przejsciowa
struktura zawiera przerwy w sekwencji DNA
gospodarza oraz dwie niesparowane zasady wi-
rusowe (AA). Enzymy komdérkowe usuwajg nie-
sparowane zasady, doreplikowujg nukleotydy
w miejscu przerw w DNA gospodarza i faczg
kowalencyjnie obydwie czasteczki DNA.
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REKOMBINACJA RNA WIRUSOW

Po raz pierwszy zjawisko rekombinacji
wsrod RNA wirusow wykazano eksperymental-
nie u wirusoéw polio. Hirst (1962) skrzyzowat
dwa typy szczepow wirusa polio typu 1 niosa-
cych pojedyncze mutacje uzyskujgc rekombi-
nanty zawierajace obydwa markery genetyczne.
Podobne rezultaty oytrzymane zostaty przez in-
nych autoréw (Wimmer i wspotaut. 1993) z za-
stosowaniem innych typow mutacji. Szczegol-
nie istotne byly doswiadczenia Ledinko ( 1963),
wykazujace, ze podwéjne rekombinanty po-
wstajg z podobng czestoscig jak rekombinanty
pojedyricze. Wskazywato to, ze rekombinanty
powstaja w wyniku prawdziwych zdarzen
rekombinacyjnych a nie w wyniku selekcji pod-
wojnych mutantéw powstajgcych w mieszanej
infekcji. Dopiero jednak uzyskanie bezposred-

MECHANIZM REKOMBINACJI

Teoretycznie mozliwe sg dwa typy mechani-
zmow rekombinacji genomowego RNA; mecha-
nizm ,pekania nici i ponownego potaczenia”

DNA wirusowy

DNA wirusowy

o o
oo
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Enzymy komoérkowe

TG | CAla
lac 1 GTla’

nich dowodow biochemicznych w petni potwier-
dzito istnienie rekombinacji genetycznej w tej
grupie wiruséw. Romanova i wspotaut. (1986) i
Tolskaya i wspotaut. (1983) zastosowali techni-
ke ograniczonej proteolizy i elektroforezy na
zelach poliakrylamidowych dla poréwnania
strukturalnych i niestrukturalnych biatek
dwéch réznych rodzicielskich typow serologicz-
nych oraz wiruséw zrekobminaowanych, wyka-
zujac ich zr6znicowanie. Ostateczne dowody
potwierdzajgce zjawisko rekombinacji RNA wi-
ruséw uzyskano sekwencjonujac genomowy
RNA szczepdéw rodzicielskich oraz rekombinan-
téw. Stwierdzono, ze rekombinacyjne RNA za-
wieraty potaczone kowalencyjnie sekwencje
obecne w obu rodzicielskich typach wirusow .

RNA WIRUSOW

oraz ,zmiany matrycy”. W pierwszym przypad-
ku méwimy o mechanizmie, w ktéiym element
genetyczny (RNA) jednego genomu ulega pod

DNA gospodarza

Ryc. 2. Integracja retrowirusowego
DNA.

Korice liniowego DNA wirusowego sg
przyblizane do siebie w wyniku dziata-
nia biatka integrazy (IN). Aktywnos$¢
endonukleolityczna tego biatka usuwa
dwie zasady i nacina chromosomowy
DNA. Wywtorzone korice 3'OH w wiru-
sowym DNA zostajg potaczone z konca-
mi 5 DNA gospodarza. W wytworzonej
formie posredniej enzymy komdrkowe
usuwajg niesparowane zasady, wypet-
niaja przerwy w sekwencji DNA i taczg
kowalencyjnie obie czgsteczki DNA.
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wpltywem enzymoéw przerwaniu i potgczeniu z
elementami (RNA) genomowymi drugiego szcze-
pu. Mogtoby to nastepowa¢ w momencie two-
rzenia sie przejsciowej dwuniciowej formy repli-
kacyjnej RNA lub poprzez ciecie jednoniciowego
RNA i potaczeniu z heterologiczna nicig RNA.
Model ,zmiany matrycy” zaktada, ze w cza-
sie replikacji nowopowstajgca ni¢ RNA zmienia
matrycowy (donorowy) RNA kontynuujac repli-
kacje z drugiej czasteczki (akceptujacej) RNA
(ryc. 3). Szereg dowodow genetycznych i bioche-
micznych, z ktérych najwazniejszym byto wyka-
zanie, ze do rekombinacji potrzebnajestjedno-
czesna replikacja RNA, silnie faworyzuja model
~Zmiany matrycy”. Rekombinacja RNA wirusow
moze by¢ rekombinacjg homologiczna (typ 1),
aberacyjnie homologiczng (typ 2) lub niehomo-
logiczng (typ 21). W typie 1 zmiana matrycy
zachodzi w homologicznych sekwencjach nu-
kleotydowych czyli, ze przeskakiwanie repliku-
jacej sie nici nastepuje doktadnie do tego same-
go nukleotydu w nici akceptujacej. Powstajacy
produkt nie zawiera zadnych delecji ani inser-

Rozpoczecie replikacji matrycowego RNA dawcy

D e e

1 Oddysocjowanie poiimerazy razem z

replikowang nicig RNA

Ponowne potaczenie sie kompleksu
replikacyjnegqmf inng nicig matrycowa

(akceptor) I

3 Dokonczenie syntezy replikowanej nici
(_
4 Replikacja zrekombinowanej nici

Piekarowicz

cji. W typie 2 zmiana matrycy zachodzi tez w
regionach o sekwencyjnej homologii, ale prze-
skakiwanie noworeplikujacej sie nici nie jest
precyzyjne i prowadzi do powstania niewielkich
delecji lub insercji. W typie 21 rekombinacja
zachodzi w regionach niehomologicznych i pro-
wadzi do powstania znaczniejszych delecji lub
insercji. Dostepne dane wskazuja, ze u wirusa
polio rekombinacja jest rekombinacja typu 1
Najwazniejsze wyniki uzyskano na podstawie
sekwencjonowania rekombinacyjnych geno-
mow. W zadnym przypadku nie stwierdzono
aby zrekombinowana czagsteczka RNA zawierata
delecje lub insercje (Wimmer i wspotaut. 1993).
Takie same wyniki uzyskano analizujgc rekom-
binacje zachodzacag w rejonie kodujagcym poli-
proteine, gdzie selekcja mogtaby faworyzowacé
powstawanie infekcyjnych czgsteczek RNA bez
delecji lub insercji, jak i w przypadku rekombi-
nacji zachodzacej w rejonach niekodujacych
tzn. w rejonie 5’NTR. Rejon ten obejmuje 154
nukleotydy przed kodonem inicjujagcym AUG
i nie ma wplywu na namnazanie sie wirusa a

<)

()

Ryc. 3. Rekombinacja RNA wiruséw we-
dtug modelu zmiany matrycy (patrz tekst
wyjasniajacy szczegoly).

Linig grubg zaznaczono rodzicielskg ni¢ plus
RNA; cienka linig zaznaczono ni¢ plus RNA
drugiej czgsteczki RNA (akceptora). Linig prze-
rywang oznaczono powstajacg ni¢ minus RNA.
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mutanty delecyjne lub insercyjne zlokalizowane
w tym rejonie sg infekcyjne.

Czestos¢ rekombinacji mierzonajako liczba
powstajacych rekombinantéw w stosunku do
liczby form rodzicielskich jest wysoka i moze
osiggna¢ wartosé¢ do 0.9 %. Czestos¢ rekombi-
nacji jest proporcjonalna do odlegtosci pomie-
dzy markerami i na odlegtosci 190 nt wynosi
okoto 0.1 %. Model rekombinacji typu ,zmiany
matrycy” zaktada, ze czesto$¢ rekombinacji po-
winna spadac¢ przy mniejszej homologii rekom-
binujacych czgsteczek RNA. Rzeczywiscie, cze-
stos¢ rekombinacji pomiedzy réznymi typami
serologicznymi wirusa polio (na przykiad typu
1 x typ 3) wynosita tylko 1 x 10-4. Biorgc pod
uwage, ze uzyte w tych doswiadczeniach mar-
kery byty oddalone o 2500 nt daje to wartos¢
100x mniejsza niz dla analogicznych czestosci
rekombinacji z szczepami izogenicznymi.

Dotychczasowe dane wskazuja, ze rekombi-
nacja moze zachodzi¢ w wielu miejscach geno-
mu. To jednak nie odpowiada na pytanie czy
rekombinacja jest zupetnie przypadkowa czy
tez zachodzi w specyficznych pod wzgledem
sekwencji miejscach. Analiza ponad 40 we-
whnatrztypowych rekombinantéw wykazata, ze
rekombinacja nastepuje najczesciej w rejonach
0 stabilnej lokalnej strukturze drugorzedowej,
najczesciej po zreplikowaniu dwoéch sagsiednich
nukleotydéw U (UU). Model rekombinacji typu
»Zmiany matrycy” najtatwiej moznaby wyttuma-
czy¢ zaktadajac, ze kompleks replikacyjny od-
tacza sie od matrycowej nici minusowej w mo-
mencie napotkania na takie lokalne wewnatrz-
czasteczkowe struktury drugorzedowe lub po-
wstajagce w wyniku hybrydyzacji homologicz-
nych sekwencji dwéch nici matrycowego pluso-
wego RNA. Zasadniczg trudnoscig w zrozumie-
niu mechanizmu rekombinacji u wirusa polio
jest to, ze nie znany jest dokladnie mechanizm
replikacji RNA. W przypadku tego wirusa nie
wykryto struktur zawierajgcych szereg nici mi-
nus replikujgcych sie jednocze$nie na jednej
matrycy nici plusowej RNA. Wydaje sie wiec, ze
w danym czasie tylkojedna ni¢ minus moze by¢
replikowana na nici plus. Ten model replikacji
1 rekombinacji wyjasniatby dlaczego zmiana
matrycy nastepuje prawie wylgcznie podczas
syntezy nici minus RNA. Niejasnym punktem
jest wymagane w tym modelu czasowe zatrzy-
manie kompleksu replikacyjnego potrzebne do
zmiany matrycy a nieobserwowane w warun-
kach doswiadczalnych, by¢ moze ze wzgledu na
brak odpowiednich metod badawczych.

Rekombinacja wiruséw RNA wystepuje nie
tylko u wiruséw zwierzecych ale réwniez u wi-
rusow roslinnych (Bujarski i wspotaut. 1994).
Najlepiej zjawisko to poznano w grupie bromo-
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wirusow (Bujarski i wspotaut. 1994). Bromowi-
rusy sg to wirusy posiadajace segmentowany
genom skitadajacy sie z trzech czasteczek RNA;
RNA1, RNA2, RNA3 pakowane w oddzielne wi-
riony oraz RNA4 bedacy subgenomowym RNA
pochodzacym z RNA3 i pakowanym razem
z RNA3. Replikacja czasteczek genomowego
RNA odbywa sie przy udziale dwéch polimeraz
wirusowych la i 2a kodowanych przez odpowie-
dnio RNAL i RNA2. RNA3 koduje biatko kapsy-
du i niestrukturalne biatko 3a. Poniewaz RNA3
nie koduje biatek zwigzanych z replikacja RNA,
wiekszo$¢ prac nad rekobminacja przeprowa-
dzono z mutantami zlokalizowanymi w RNA3.
W pierwszych pracach wykorzystano mutanta
delecyjnego w 3’ regionie RNA3. Jak wykazano,
taka delecja mogta by¢ reperowana w wyniku
wymiany z sekwencjami innych czgsteczek RNA
tego wirusa. Dalszy postep w badaniach nad
rekombinacja tej grupy wiruséw uzyskano po
opracowaniu przez Bujarskiego i wspotaut.
(1994) specjalnego systemu rekombinacyjnego.
W systemie tym genomowy RNA bromowirusow
zostat sklonowany jako cDNA w plazmidach
bakteryjnych a nastepnie na drodze transkry-
pcji in vitro uzyskiwano odpowiednie czgsteczki
RNA bromowiruséw, ktorymi w sposéb mecha-
niczny zakazano liscie jeczmienia a potomne
czagsteczki RNA analizowano przy pomocy tech-
niki odwrotnej taricuchowej reakcji polimeryza-
cji (PCR-RT) i ich sekwencjonowania. System
ten pozwala na wprowadzanie do czgsteczek
genomowego RNA wirusa dowolnych mutacji.
Badania te wykazaty, ze u bromowiruséw moze
wystepowacé zaréwno rekombinacja homologi-
czna jak i nie homologiczna. Miejsca wystepo-
wania obydwu typow rekombinacji nie byty
przypadkowe co wskazuje, ze struktura sub-
stratéw rekombinacyjnych odgrywawaznarole.
Rekombinacja homologicznawystepowata tylko
w jednym rejonie o diugosci 197 do 220 nt w
3' koncu RNA3 posiadajgcym odpowiednie
homologiczne sekwencje w czgsteczkach RNA1
i RNA2. Rekombinacja niehomologiczna zacho-
dzita w innych miejscach czasteczki akceptuja-
cej. W przypadku rekombinacji niehomologicz-
nej nie znaleziono wspédlnej sekwencji dla
miejsc, w ktérych dochodzito do zmiany matry-
cy (miejsc crossing-over). Stwierdzono jednak
komplementarno$¢ pomiedzy rekombinujacy-
mi ni¢mi wokot miejsc crossing-over. Wskazuje
to, ze tworzenie heterodupleksow utatwia, badz
jest warunkiem niezbednym do zajscia rekom-
binacji niehomologicznej. Analiza odpowiednio
zlokalizowanych markeréw genetycznych
wskazuje, ze rekombinacja niehomologiczna
nastepuje na drodze ,zmiany matrycy”. Po-
twierdzeniem takiego wniosku byty rowniez wy-
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niki eksperymentéw wskazujacych, ze do re-
kobminacji potrzebna jest replikacja RNA oraz
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fakt, ze mutacje w genach polimeraz RNA wpty-
wajg ha zmiane miejsc crossing-over.

GENETYCZNA REASORTACJA

Inny typ rekombinacji genetycznej okresla-
ny nazwa genetycznej reasortacji wystepuje
u wiruséw posiadajgcych segmentowany ge-
nom, niezaleznie od tego czy wystepujacy w
postaci ssRNA czy dsRNA i niezaleznie od liczby
segmentow (Fenner 1994). Proces ten polega na
tym, ze w komdrkach zainfekowanych jedno-
czesSnie dwoma, wirionami w trakcie pakowania
poszczegélnych segmentéw do jednego kapsy-
du, dochodzi do wymiany segmentéw z wytwo-
rzeniem stabilnych reasortantéw posiadaja-
cych segmenty obydwu rodzicéw. Jesli komor-
ka zostanie zainfekowana réznymi szczepami
wirusa wsrdd, powstajgcego potomstwa wystg-
pig wirusy bedace genetyczng mozaikg koinfe-
kujacych szczepdéw. Obecnos$¢ takich reasor-
tantéw jest identyfikowana albo na podstawie
réznic genetycznych w stosunku do typow ro-
dzicielskich albo przez wyznaczenie specyficz-
nego wzoru segmentéw genetycznych poprzez
okreslenie ich ruchliwosci w czasie elektrofore-
zy w zelach poliakrylamidowych.

Proces pakowania poszczegdlnych segmen-
téw do kapsydu jest bardzo precyzyjny i zacho-
dzi w trakcie morfogenezy czastek wirusowych.
Poniewaz istnieje nie wiele danych doswiadczal-
nych wyjasniajgcych proces morfogenezy tej
grupy wiruséw, nie wiele wiadomo réwniez o
mechanizmach kierujgcych wybieraniem po-
szczegblnych segmentéw z wewnatrzkomoérko-
wej puli noworeplikujacych sie segmentéw. Pro-
ces ten musi zapewni¢ wystgpienie w kazdym
powstajacym wirionie wszystkich kodowanych
przez danego wirusa segmentéw w pojedynczej
liczbie kopii.

Wsréd wielu grup wiruséw u ktorych wyste-
puje zjawisko reasortacji (Arenaviridae, Birna-
viridae, Bunyaviridae, Orthomyxoviridae, Reovi-
ridae) proces ten najlepiej poznany zostat u ro-
tawirusOw (Ramig i Ward 1991) i wirusa grypy
(Webster 1994) posiadajgcych odpowiednio 11
(ds RNA) i 8 segmentéw (ssRNA) kodujacych
pojedyncze biatka. Tworzenie reasortantow jest
najbardziej wydajne dla szczepow blisko spo-
krewnionych, gdyz produkty biatkowe kodowa-
ne przez takie wirusy musza dostarczy¢ wszy-
stkich funkcji wymaganych do powstania infe-
kcyjnego wirusa. Przyktadowo, dla rotawiruséw
stwierdzono, ze w wyniku koinfekcji wirusami
ludzkich szczepéw nalezacych do podgrupy
serologicznej 1 i 3 blisko 50 % powstajgych
wirusow bylo reasortantami, podczas, gdy

w koinfekcji miedzy wirusami podgrupy 1i 2
czestosc ta byta owiele nizsza, prawdopodobnie
ze wzgledu na wieksze réznice genetyczne. Mo-
zliwe jest rowniez otrzymywanie stabilnych re-
asortantéw pomiedzy szczepami wirusoéw nale-
zacych do réznych typéw zwierzecych, na przy-
ktad miedzy zwierzecymi a ludzkimi rotawiru-
sami. Z drugiej strony nigdy nie udato sie otrzy-
ma¢ stablinych reasortantéw pomiedzy ssaczy-
mi a ptasimi rotawirusami nalezacymi do grupy
A rotawiruséw. Nie udato sie réwniez otrzymac
reasortantéw pomiedzy rotawirusami nalezacy-
mi do réznych grup, na przykiad pomiedzy
grupa A i grupa B, nawet nalezgcymi do tego
samego gatunku zwierzecego.

Zjawisko reasortacji obserwowane jest nie
tylko w warunkach in vitro (infekcji wirusowej
w hodowlach tkankowych) ale réwniez w wa-
runkach in vivo. Jednym z takich przyktadow
jest tworzenie reasortantéw pomiedzy matpimi
wirusami SAl 1 i RRV ktérymi zainfekowano
myszy. Doswiadczenia te wykazaly rowniez, ze
chociaz wéréd reasortantéw obserwowano wy-
miane prawie kazdego segmentu prowadzacg
do powstania kazdej mozliwej kombinacji seg-
mentow, to segmenty 3 i 5 wirusa SAI 1 byly
najczesciej wymieniane. Wskazuje to, ze obe-
cnosé tych segmentdéw daje powstajgcym wirio-
nom znaczng przewage selekcyjna.

W podobnych doswiadczeniach przeprowa-
dzonych z uzyciem dwéch szczepdw reowirusow
stwierdzono wsréd 121 badanych reasortantéw
obecnosc¢ tylko 5 réznych kombinacji segmen-
tow, z czego 3 wystgpity tylko jeden raz. Do-
Swiadczenia te wskazuja wyraZnie, ze reasorta-
cja segmentow genomowych jest potencjalnym
mechanizmem szybkiej i wydajnej ewolucji wi-
rusow. Jest to najlepiej udokumentowane
w przypadku wirusa grypy. Z pos$réd osmiu
segmentéw ssRNAjakie wchodzg w skiad geno-
mu wirusa grypy, segment czwarty koduje biat-
ko hemoaglutyniny bedace gtéwnym biatkiem
antygenowym tego wirusa ajednoczesnie biat-
kiem receptorowym. Wystepujace w XX wieku
co 10-20 lat pandemie grypy wywotane sg po-
jawianiem sie szczepdw ludzkich wirusa grypy
0 zmienionym biatku hemoaglutyniny. Zjawi-
sko to nazywane skokiem antygenowym jest
wywotane reasortacjg segmentéw pomiedzy lu-
dzkimi a zwierzecymi szczepami wirusa grypy.
Na przyktad, szczep wirusa nazwany Hong
Kong jaki pojawit sie w roku 1968 i zawierat
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wiekszos¢é gendw charakterystycznych dla
szczepu azjatyckiego, krgzgcego w populacji lu-
dzkiej od roku 1957, posiadat gen hemoagluty-
niny bardzo podobny do genu wiruséw typu
ptasiego i Swiniskiego jakie pojawity sie w roku
1964. Uwazg sie wiec, ze pandemia grypy jaka
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wystgpita w roku 1968 byta wynikiem reasorta-
cji segmentow pomiedzy ludzkimi i ptasimi
badz zwierzecymi (Swinskimi) szczepamiwirusa
grypy jaka nastgpita w wyniku koinfekcji jakie-
gos gospodarza.

REKOMBINACJA WEWNATRZCZASTECZKOWA

Jak wspomniano poprzednio rotawirusy po-
siadaja genom w postaci 11 segmentow dsRNA,
ktére mozna rozdzieli¢ w czasie elektroforezy na
zelach poliakrylamidowych jako specyficznie
migrujgce prazki RNA (Desselberger 1996).
Zauwazono jednak, ze genom rotawirusoéw izo-
lowanych od przewlekle chorych wykazuje,
oprécz charakterystycznego dla danego szcze-
pu, profilu czasteczek RNA, obecnos¢ dodatko-
wych prazkéw wystepujacych w mniejszym ste-
zeniu molarnym niz normalne prazki. Hybrydy-
zacja z uzyciem sond molekularnych zawierajg-
cych sekwencje charakterystyczne dla poszcze-
golnych segmentéw dsRNA wykazata, ze te do-
datkowe prazki zawierajg informacje genetycz-
ng obecng w normalnych segmentach w formie
kowalencyjnie potaczonych form konkatamery-
cznych. Dalsze informacje dotyczace charakte-
rystyki molekularnej tych dodatkowych seg-
mentoéw otrzymano na drodze sekwencjonowa-
nia. Wyniki tych doswiadczen wykazaty, ze w
wiekszosci przypadkéw dodatkowe segmenty
charakteryzuja sie czesciowag duplikacjg se-
kwencji tego samego segmentu. Duplikacja ta
obejmuje czes¢ otwartej ramki odczytu (ORF)

zaczynajaca sie poza kodonem startowym az do
3’ korica normalnego genu. Rezultatem takiej
duplikaciji jest powstanie segmentu zawieraja-
cego normalny funkcjonalny gen i bardzo diugi
(o wielkosci 1800-1900 bp) rejon 3' UTR ( nie-
kodujacy). W niektorych jednak przypadkach
rearanzacja segmentu moze by¢ bardziej skom-
plikowana. Niezaleznie od typu takiej rearanza-
cji we wszystkich przypadkach, w ktérych zmie-
niony segment zostat zsekwencjonowany, re-
aranzacja polegata na rekombinacji wewnatrz-
czasteczkowej. W wiekszosci przypadkéw
stwierdzono, ze w miejscach rekombinacji wy-
stepuja sekwencje o charakterze sekwencji po-
wtérzonych skierowanych w tym samym Kkie-
runku. Chociaz mechanizm rekombinacji beda-
cej przyczynag rearanzacji segmentu nie byt do-
kladnie badany, wszystkie dane eksperymen-
talne wskazuja, ze polega on na mechanizmie
zmiany matrycy. Za takim wnioskiem przema-
wiajg przede wszystkim obrazy z mikroskopu
elektronowego pokazujace obecnos¢ dituzszych
form replikacyjnych tylko tych segmentdw, kto-
re ulegajg duplikaciji.

GENETIC RECOMBINATION IN VIRUSES
Summary

The evolutionaiy progress of viruses, as of all other
organisms, depends on the availability within a specific
population of genetic variants, some ofwhich may allow the
concerned species to improve its fitness. These variants can
be generated by different strategies, one of which is rear-

rangement of the genomic nucleic acids: DNA or RNA.
Recombinational reshuffling is mainly due to enzyme-medi-
ated systems of homologous and non homologous recombi-
nation, site-specific recombination, genetic reassortment,
reactivation and cross-reactivation.

LITERATURA

Bujarski J. J., Bagy P. D., Frasinski S., 1994. Molecular
studies of genetic RNA-RNA recombination in brome
mosaic virus. Adv. Virus Res. 43, 275-302.

Coen R., Ramig R. F., 1996. Principles of animal virus
genetics. [W:] Fietds B. N. i Knippe D. M. (red.) Fun-
damental Virology. Raven Press New York, 165-170.

Coffin J., 1996. Retroviruses. [W:] Fietas B. N. i Knippe D.
M. (red.) Fundamental Virology. Raven Press New York,
650-682.

Desselberger U., 1996. Genome rearrangements of rota-
viruses. Advances in Virus Res. 46, 69-95.

Doeffler W ., 1993. AdenoviralDNA integration and changes
in DNA methylation patterns: a different view of inser-

tional mutagenesis. Progress in Nucl. Acid Res. and
Mol.Biol. 46, 4-36.

Fenner F., 1994. Genetics of animal viruses. [W:] W ebster
R. G., GranoffA. (red.) Encyclopedia of Virology. Aca-
demic Press, Harcourt Brace & Company, Publishers,
London San Diego New York Boston Sydney Tokyo
Toronto, 524-531.

Glorioso J. C., DeLUCAN. A, Fink D.J., 1995. Development
and application of herpes simplex virus vectors for
human gene therapy. Ann. Rev. Genet. 29, 675-707.

Gorr S. P.,, 1992. Genetics ofretroviral integration. Ann. Rev.
Genet. 26, 527-544.



136

Hirst G. K., 1962. Genetic recombination with Newcastle
disease virus, poliovirus and influenza. Cold Spring
Harbour Symp. Quant, Biol. 27, 303-308.

Katz R., A., Skatka A. M., 1990. Generation of diversity in
retroviruses. Ann. Rev.Genet. 24, 409-445.

Kowalczykowski S. C., Eggleston A. K., 1994, Homologous
pairing and DNA strand-exchange proteins. Ann. Rev.
Biochem. 63, 991-1043.

LedinkoN., 1963. Genetic recombination withpolio virus type
I, Studies of crossess between a normal horse serum
resistant mutant and several quanidine resistant mu-
tants of the same strain. Virology, 20, 107-119.

Ramig R. F., Ward R. L., 1991. Genomic segment reassort-
ment in rotaviruses and other reoviridae. Advances in
Virus Res. 39, 163-207.

Romanova L. |., Blinov V. M., Tolskaya E. A., Viktorova E.
G., Kolesnikova M. S., 1986. The primary structure of
crossover regions of intratypic poliovirus recombinants:

Andrzej Piekarowicz

a model of recombination between RNA genomes. Viro-
logy, 155, 202-213.

Tolskaya E., Romanova L., Kolesnikova M., Ago1 V. |., 1983.
Intertypic recombination in poliovirus: genetic and bio-
chemical studies. Virology 124, 121-132.

Sandmayer S. B., Hansen L. J., Chatker D. L., 1990. Integra—
tion specificity of retrotransposons and retroviruses.
Ann. Rev. Genet., 24, 491-518.

W ebster R. G., 1994. Influenza virus. [w:] W ebster R. G.,
Granoff A. (red.) Encyclopedia of Virology. Academic
Press, Harcourt Brace & Company, Publishers, London
San Diego New York Boston Sydney Tokyo Toronto,
524-531.

West S. C. 1992. Enzymes and molecular mechanisms of
genetic recombination. Ann. Rev. Biochem. 61, 603-
640.

Wimmer E., Hetten C. U. T., Cao X., 1993. Genetics of
poliovirus. Ann. Rev. Genet. 27, 353-436.



