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WYMIANA MATERIALU GENETYCZNEGO | REKOMBINACJA U BAKTERII

APARAT JADROWY BAKTERII

Bakterie to organizmy prokariotyczne (Pro-
karyota); od wszystkich pozostatych organi-
zmow zywych (Eukaryota), odrdzniajq sie spe-
cyficzng strukturg swego aparatu jgdrowego.
Cata podstawowa informacja genetyczna za-
wartajest u bakterii wjednej, koliscie zamknie-
tej czasteczce dwuniciowego DNA, powszechnie
zwanej chromosomem bakteryjnym (a przez
niektérych, dla odréznienia od tego co rozumie-
my pod pojeciem chromosomu eukariotyczne-
go, genoforem). Wielkos¢ chromosomu bakte-
ryjnego mierzona liczba tysiecy par zasad (tzw.
kb) zawiera sie w przedziale od 700 do blisko
10 000 kb. Dla Escherichia coli (pateczki okrez-
nicy), bedgcej modelowym organizmem w bada-
niach genetycznych bakterii, wartos¢ ta wynosi
4700 kb i odpowiada dtugosci 1400 pm. Diu-
go$¢ chromosomu przewyzsza wiec ponad ty-
sigckrotnie dtugosé komorki, co bezposrednio
wskazuje na koniecznos$¢ silnej kondensacji
DNA. Chromosom bakteryjny uorganizowany
jest w komorce w tzw. nukleoid, bedacy fun-
kcjonalnym, lecz nie strukturalnym odpowied-
nikiemjadra (nucleus) komoérki eukariotyczne;j.
Nukleoid zajmuje jedynie cze$¢ objetosci ko-
morki, mimo, ze niejest z cytoplazmy wydzielo-
ny btong ograniczajgca. Podwoéjna helisa DNA
w nukleoidzie jest superspiralnie skrecona i z
udziatem stabilizujgcego ja RNA i biatek tworzy
kilkadziesigt domen (petli) o duzym stopniu
autonomii strukturalnej (Pettijohn 1996).

Wazng cecha chromosomu bakteryjnego,
odrézniajgcag go od chromosomoéw eukariotycz-
nych, jest to, iz stanowi jeden samodzielny re-
plikom Wystepuje w nim bowiem tylko jeden

funkcjonalny punkt startu replikacji (or£V), od
ktorego zaczyna sie powielanie czgsteczki DNA.
W wyniku replikacji chromosomu powstajgjego
dwie identyczne kopie, rozdzielane nastepnie do
komérek potomnych w czasie amitotycznego
podziatu komérkowego.

Wiele bakterii, poza podstawowg informacja
genetyczng zawartg w chromosomie, dysponuje
dodatkowa pula informacji genetycznej niesio-
nej przez plazmidy. Sa to zlokalizowane w cyto-
plazmie, niewielkie czasteczki DNA zdolne do
autonomicznej, niezaleznej od chromosomu re-
plikacji, czyli bedace samodzielnymi replikona-
mi. Wachlarz cech kodowanych przez geny o
plazmidowej lokalizacji jest szeroki i r6znorod-
ny, ajego prezentacja nie miesci sie w profilu
niniejszego opracowania. Istotne jest, iz wsréd
tych cech znajduje sie warunkowanie zdolnosci
bakterii do koniugacji - paraseksualnego pro-
cesu, o ktérego mechanizmie i znaczeniu bedzie
mowa dalej.

HAPLOIDALNOSC BAKTERII

Prokaryota sg haploidami i w zadnej fazie
cyklu zyciowego nie wystepuje u nich naturalna
diplofaza. Nawet spotykane u niektérych bakte-
rii dos¢ ztozone cykle rozwojowe (np. u Caulo-
bacter lub u bakterii Sluzowych) majg zupetnie
inny charakter niz cykle rozwojowe Eukaryota i
nie wigzg sie nigdy z wytwarzaniem fazy diploi-
dalnej. Nie ma u nich takze typowego procesu
piciowego, a procesy paraseksualne, ktére
umozliwiajg rekombinacje, praktycznie nie pro-
wadzg do powstania kompletnej zygoty, ajedy-
nie do wytworzenia tzw. merozygoty (czesciowej
zygoty), w ktoérej tylko niewielka czes¢ informa-
cji genetycznej jest zduplikowana.
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Haploidalnos¢ bakterii powoduje, ze kazda
zmiana zapisu informacji genetycznej bedaca
wynikiem mutacji objawi sie w odpowiednich
warunkach jako natychmiastowa, lub niezna-
cznie tylko op6zniona zmiana fenotypu. Z tego
wihasnie wzgledu, zmiennos¢ mutacyjna, jako
zrodto genetycznej réznorodnosci odgrywa u
bakterii niewatpliwie wiekszg role niz u organi-
zmow diploidalnych, u ktérych uszkodzenie
jednego allelu genu, nie powoduje z reguty naty-
chmiastowych skutkéw. Stwierdzenia tego nie
zmienia nawet fakt funkcjonowania u bakterii
bardzo licznych mechanizméw, dzieki ktérym
wiele pierwotnych, potencjalnie mutagennych,
uszkodzert DNA ulega naprawie.

REKOMBINACJA GENETYCZNA — DEFINICJA | OGOLNE
ZASADY

Rekombinacja jest procesem o fundamen-
talnym znaczeniu w biologii. Funkcjonuje ona
u wszystkich organizméw zywych, spetniajac
dwie pozornie przeciwstawne funkcje, zapew-
niajgc zaréwno zachowanie identycznosci geno-
méw w kolejnych pokoleniach, jak i stanowigc
wazne Zrédlo genetycznej réznorodnosci.

Najogdlniej, rekombinacje genetyczng mo-
zemy okresli¢ jako proces, dzieki ktéremu ele-
menty genetyczne z dwéch réznych Zrédet spo-
tykaja sie, tworzgc nowe kombinacje genéw. Na
poziomie molekularnym, termin rekombinacja
oznacza dla nas przeniesienie informacji gene-
tycznej zawartej w jednej czasteczce DNA do
innej. W najbardziej klasycznym schemacie
dzieje sie to poprzez wymiane odcinkéw miedzy
homologicznymi czgsteczkami DNA, a proces
okreslamy mianem rekombinacji homologicz-
nej, ogoélnej lub uprawnionej. Tworzenie no-
wych kombinacji genéw moze zachodzi¢ takze
podczas rekombinacji tak zwanej nieuprawnio-
nej, kiedy to mimo ograniczenia homologii od-
dziatujacych odcinkéw do bardzo kroétkich se-
kwencji, lub jej zupetnego braku, nastepuje
przerwanie ciggtosci czasteczki DNA i potacze-
nie jej z inna, co daje w konsekwencji wytwo-
rzenie nowego uktadu genéw. Obydwa typy re-
kombinacji réznig sie ponadto zespotem ucze-
stniczacych w nich enzymaéw.

Warunkiem bezwzglednie koniecznym do
zajscia rekombinacji homologicznej jest wytwo-
rzenie stanu przynajmniej czesciowej diploidal-
nosci, stad tez proces ten u haploidalnych,
rozmnazajacych sie przez amitotyczny podziat
organizméw, nie jest tak powszechny jak u
organizméw eukariotycznych. Z kolei jednak,
prowadzenie szczeg6towej analizy mechani-
zmow rekombinacji na poziomie molekularnym
mozliwe jest praktycznie tylko na modelach
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bakterii i wiruséw, proces jest bowiem zbyt
skomplikowany do kompleksowego badania u
eukariontéw.

Bakterie, mimo braku typowego rozmnaza-
nia piciowego, dysponujg szeregiem mechani-
zméw, zwanych procesami paraseksualnymi,
dzieki ktérym moze by¢ osiggniety stan czescio-
wej diploidalnosci niezbedny do zajscia rekom-
binacji. Najwazniejsze z nich to koniugacja,
transformacja i transdukcja. Procesem najbar-
dziej zblizonym do procesu piciowego eukarion-
téw jest koniugacja.

Ponizej przedstawione zostang, w ogélnych
zarysach, drogi wprowadzania do komorki ba-
kteryjnej (biorcy) DNA pochodzgacego z innej
komorki (dawcy), a dopiero potem omoéwione
sposoby jego integracji do genomu biorcy, pro-
wadzgce do wytworzenia zrekombinowanego
chromosomu i w konsekwencji, fenotypowo réz-
nego od ,rodzicéw”, rekombinanta.

MECHANIZMY WPROWADZANIA EGZOGENNEGO DNA DO
KOMOREK BAKTERII

Koniugacja u Escherichia coli; przebieg i gene-
tyczne uwarunkowanie

Koniugacja u bakterii nazywamy proces
przekazywania materiatu genetycznego z ko-
morki do komorki, wymagajacy bezposredniego
kontaktu partneréw. Dzi§ wiemy, ze proces
uwarunkowany jest obecnoscig w komdérce
dawcy plazmidu koniugacyjnego, w ktérego ge-
nomie zlokalizowany jest liczny zestaw genow
determinujgcych poszczegblne etapy tego ztozo-
nego procesu. Po raz pierwszy proces wymiany
informacji genetycznej bedacy nastepstwem
zmieszania dwoch szczepéw Escherichia caoli,
réznigcych sie wymaganiami odzywczymi,
zaobserwowali w roku 1946 Lederberg i Tatum
(Willets 1993). W serii eleganckich ekspery-
mentoéw wyjasnili oni podstawowe zasady tego
procesu, a wsrdd nich koniecznos¢ bezposred-
niego kontaktu komorek, jednokierunkowy
transfer materiatu genetycznego orazjego zwia-
zek z obecnoscig w cytoplazmie komorki dawcy
(zwanej takze komdrka meska) specyficznego
czynnika, zwanego wéwczas czynnikiem ptod-
nosci (fertility — stad nazwa czynnik F, a obec-
nie plazmid F). Mechanizm koniugacji warun-
kowanej obecnoscig plazmidu F i pokoniugacyj-
nej rekombinacji u Escherichia coli, jest pozna-
ny najdokiadniej ze wszystkich istniejacych sy-
stemoOw koniugacji u bakterii. Podstawowe za-
sadyjego funkcjonowania, przedstawione poni-
zej, mozna uogolni¢ na inne systemy koniuga-
cyjne u bakterii gramujemnych, niezaleznie od
tego, ktory z licznych plazmidow koniugacyj-
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nych je warunkuje (odmiennosci genetycznej
determinacji pewnych etapow procesu koniu-
gacji u bakterii gramdodatnich zostang omo-
wione oddzielnie).

Plazmid F to kolista czgsteczka dwuniciowe-
go DNA o wielkosci 100 tysiecy par zasad (100
kb), z czego ponad 30% zajmuje region tra (od
transfer) skupiajacy geny warunkujace koniu-
gacje (Firth i wspotaut. 1996, lIppen-lnler |
Skurray 1993). Uproszczona mapa genetyczna
plazmidu F, a takze struktura regionu tra
przedstawionajest na rycinie 1 Az kilkanascie

139

(traM, trat, traY i traD), rozpoczyna sie od ufor-
mowania tak zwanego kompleksu relaksacyjne-
go w obszarze oriT (origin transferu), i wprowa-
dzenia enzymatycznego naciecia w Scisle okre-
Slonym miejscu jednej nici DNA tego regionu,
przez produkt genu trat. To samo biatko (Tral)
rozwija nastepnie helise DNA, a ni¢ z wolnym
koncem 5’jest przenoszona do komoérki biorcy.
Roéwnoczesnie z przenoszeniem pojedynczej nici
DNA dawcy, nastepuje w biorcy synteza nici
komplementarnej, atakze synteza uzupetniajg-
caw komérce dawcy, co powoduje, ze komdrka

Rye. 1. Uproszczona mapa genetyczna catego plazmidu F (a) oraz jego regionu tra (b).

ad. @) Na mapie plazmidu zaznaczono lokalizacje systemoéw replikacyjnych (RepFIA, RepFIB i RepFIC), regionu tra, punktu
poczatkowego transferu (oriT) oraz elementéw translokacyjnych IS i Tn. ad b) Na mapie regionu trazaznaczono 16 genoéw
warunkujacych synteze piluséw piciowych (wysokie szare stupki), geny koniugacyjnego metabolizmu DNA (M-Y-D-I1), geny
odpowiedzialne za stabilizacje par i wykluczanie powierzchniowe (N-S-T-G/ gen G pelni podwdjna funkcje) oraz geny
regulacyjne (J, finP,JinO). Pominieto pozostate geny, ktérych funkcja nie zostata szczegétowo okreslona.

sposrod gendéw tra zwiazanych jest z syntezg
przez komoérke Escherichia coli posiadajaca pla-
zmid F (zwang komoérka meska typu F+), ,apa-
ratu koniugacyjnego” w postaci piluséw picio-
wych — struktur komoérkowych typu diugich,
gietkich wypustek. Pilus piciowy warunkuje
rozpoznanie komarki biorcy (okreslanej jako F’
lub zenska) i wytworzenie z nig fizycznego kon-
taktu. Po retrakcji pilusai stabilizacji kontaktu
par koniugacyjnych przez produkty biatkowe
kolejnych genéw tra (traN i traG), nastepuje
proces przekazywania plazmidu F do komorki
biorcy. Proces ten kontrolowany przez zespot
genodw ,koniugacyjnego metabolizmu DNA”

biorcy zyskuje kopie plazmidu F bez utraty
plazmidu przez komérke dawcy (Lanka i Wilkins
1995). Nadrzedna regulacja catego procesu za-
leznajest od funkcji genoéw traJd orazjinP ifinO.
Tak wiec, ten pozornie bardzo prosty proces,
trwajacy zaledwie kilka minut wymaga precy-
zyjnego wspdtdziatania ponad trzydziestu ge-
néw. Jego efektem jest lawinowe rozprzestrze-
nianie sie plazmidu F w populacji komérek F'
(méwimy, ze czynnik Fjest wysoce infekcyjny).
W omowionej sytuacji do komoérki biorcy prze-
kazywany jest tylko plazmid F (patrz rycina 2),
a przekazywanie markeréw o lokalizacji chro-
mosomowej i stworzenie sytuacji umozliwiajg-



140

cej proces homologicznej rekombinacji genety-
cznej (czyli powstanie czesciowego diploidu) jest
bardzo rzadkie.

Ryc. 2. Etapy koniugacji Escherichia coli warunko-
wanej przez plazmid F.

a) Partnerzy koniugacji; dawca typu F+ i biorca F'. b)
Oddziatywanie miedzy wierzchotkiem pilusa (P) i powierz-
chnig komérki F*. c) Retrakcja pilusa i tworzenie pary
koniugacyjnej. d) Stabilizacja kontaktu partneréw i przeka-
zywanie DNA plazmidu F. €) Zakonczenie transferu i uzu-
petniajacej syntezy DNA obu nici, rozdzielenie partneréw, f)
Zakonczenie procesu — obaj partnerzy niosa plazmid F,
ktory moga przekazywac¢ nastepnym biorcom.Oznaczenia:
Ch — chromosom bakterii, F — plazmid F, P.— pilus
plciowy. Schematwykonany bez zachowania proporcji wiel-
kosci przedstawionych struktur.

Cecha charakteryzujgca wiele plazmidow
koniugacyjnych, w tym takze plazmid F,jest ich
zdolnos¢ do posredniczenia w transferze koniu-
gacyjnym genow o lokalizacji chromosomowej
(tzw. mobilizacja chromosomu). W przypadku
plazmidu F, wynika to z mozliwoscijego wiacza-
nia sie do chromosomu bakterii. Mechanizm
tego procesu jest ztozony, a wazng role odgry-
waja w nim sekwencje insercyjne IS obecne w
plazmidowym i w chromosomowym DNA. Inte-
gracja plazmidu F moze nastepowac¢ w wiele
miejsc chromosomu, dzieki czemu dysponuje-
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my catg pula stabilnych szczepéw Hfr (od ang.
high frequency of recombination). Takg nazwe
noszg komorki Escherichia coli z plazmidem F
trwale wbudowanym do chromosomu (Low
1996). Okreslony szczep Hfr przekazuje geny
chromosomowe zawsze w tej samej kolejnosci
poczynajac od tego samego punktu poczatko-
wego. Natomiast rézne szczepy Hfr, punkt po-
czatkowy i kierunek przekazywania maja rézny,
zalezny od miejsca i orientacji integracji plazmi-
du F do chromosomu w czasie ich powstawania.
Poszczegélne etapy procesu koniugacji w syste-
mie F* x Hfr (rozpoznanie biorcy, stabilizacja par
koniugacyjnych i rozpoczecie transferu DNA),
sa identyczne jak opisane powyzej, jednak w
tym przypadku przeniesieniu ulega nie tylko
genom plazmidu F (100 kb), ale potaczony z nim
fizycznie chromosom Escherichia coli (4700 kb).
Teoretycznie, mozliwe jest przeniesienie catego
chromosomu dawcy do komorki biorcy (czego
wynikiem bytoby wytworzenie w peini diploidal-
nej ,.zygoty”) i potrzeba na to okoto 100 minut.
W praktyce taka sytuacja jest rzadka, zwykle
nastepuje spontaniczne lub sztucznie wywota-
ne przerwanie procesu, a do komoérki biorcy
dostaje sie tylko czes¢ chromosomu dawcy, kté-
rej wielko$¢ zalezy od czasu trwania koniugaciji.
Najwiekszejest prawdopodobieristwo przekaza-
nia genéw znajdujacych sie blisko punktu po-
czatkowego transferu. Warto wspomnie¢, ze wy-
korzystanie odpowiedniego ,zestawu” szczepdw
Hfr oraz zastosowanie techniki tak zwanej prze-
rywanej koniugacji pozwolito skonstruowacd
szczeg6towag mape genetyczng chromosomu Es-
cherichia coli na dtugo przedtem, zanim pozna-
lismy jego sekwencje nukleotydowa.

Dla naszych rozwazan, dotyczgcych rekom-
binacji genetycznej, najwazniejszym skutkiem
omowionego procesu jest, bedace rezultatem
przekazania do komarki biorcy fragmentu chro-
mosomu, powstanie czesciowo diploidalnego
uktadu, ktéry zajScie tejze rekombinacji warun-
kuje.

Plazmid F moze powodowac takze powstanie
stanu czesciowo diploidalnego (dotyczacego
jednak znacznie kroétszego fragmentu chro-
mosomowego DNA) wedtug innego niz opisany
powyzej mechanizmu (Holloway i Low 1966).
Otdz integracja plazmidu F do chromosomu nie
jest absolutnie nieodwracalna. Jezeli rzadki
przypadek ,wyciecia” DNA plazmidu F z chro-
mosomu nastgpi w sposob nieprecyzyjny, moze
nastgpi¢ trwate przytaczenie do genomu pla-
zmidowego sgsiadujacego z nim w stanie inte-
gracji fragmentu chromosomu bakteryjnego.
Powstaty wtedy plazmid, okreslany jako F' (F-
prime) zachowuje wszelkie cechy ,dzikiego” pla-
zmidu F, w tym zdolno$¢ do replikacji w stanie
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pozachromosomowym i mozliwos¢ koniugacyj-
nego transferu swego DNA do komorki F'. Frag-
ment chromosomu, ktéry stat sie integralng
czescig czasteczki plazmidu F, po koniugacyj-
nym transferze do komarki biorcy posiadajgcej
juz taki fragment we wiasnym chromosomie,
powodowat bedzie powstanie stanu diploidalno-
sci tego wiasnie regionu chromosomu.

Przedstawiony powyzej koniugacyjny trans-
fer DNA miedzy komérkami Escherichia coli,
uwarunkowany obecnoscig plazmidu F odbywa
sie w podobny sposob u wielu bakterii nalezg-
cych do Enterobacteriaceae, a warunkowany
jest przez bardzo liczng grupe plazmidéw podo-
bnych do plazmidu F (okreslamyje jako F-like).
W innych grupach bakterii gramujemnych wy-
stepuja inne, nie wykazujace homologii z pla-
zmidem F plazmidy koniugacyjne. Mimo istnie-
nia szeregu réznic (np. warunkowanie tworze-
nia innego typu pilusow — krétkich i sztyw-
nych, odmienne mechanizmy regulacji procesu
mobilizacji genéw chromosomalnych itp.), osta-
teczny efekt jest taki sam; wytworzenie stanu
czesciowej diploidalnosci genetycznej —warun-
ku niezbednego do podjecia procesu homologi-
cznej rekombinacji genetycznej. Niektére pla-
zmidy koniugacyjne (zwane plazmidami o sze-
rokim zakresie gospodarza) majg zdolnos¢ po-
Sredniczenia w procesie koniugacji miedzy ta-
ksonomicznie odlegtymi grupami bakterii, na-
wet miedzy bakteriami gramujemnymi i gram-
dodatnimi. Opisano nawet koniugacyjny trans-
fer plazmidu bakteryjnego do drozdzy.

Proces koniugacyjnego transferu DNA spo-
tykamy tez w Kkilku grupach bakterii gramdo-
datnich. Koniugacja jest tu takze zalezna do
obecnosci plazmidéw koniugacyjnych (wyjat-
kiem sg nieliczne systemy warunkowane obe-
cnoscig transpozonow koniugacyjnych). Cechg
systemu koniugacyjnego bakterii gramdodat-
nichjest brak tak typowych dla bakterii gramu-
jemnych elementéw aparatu koniugacyjnego
jakim sg pilusy ptciowe. U Enterococcusfaecalis
i innych paciorkowcéw, wytworzenie kontaktu
miedzy partnerami zalezy od produkowania
przez komorki zeniskie specyficznych, kodowa-
nych przez geny chromosomowe substancji, tak
zwanych feromonoéw ptciowych (Clewell 1993).
Feromony piciowe wydzielane sg do srodowiska
i oddziatujg na komdérki potencjalnych (posia-
dajacych odpowiedni koniugacyjny plazmid)
dawcow, indukujac u nich synteze specyficz-
nych substancji na powierzchni komoérki (AS
aggregation substance) umozliwiajacych two-
rzenie agregatow koniugacyjnych. Przekazywa-
nie materialu genetycznego nastepuje w kie-
runku od zaindukowanego do indukujacego
partnera. Istnieje wysoka specyficznos¢ oddzia-
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tywania miedzy konkretnym typem feromonu
ptciowego a odpowiednim plazmidem; jeden
bezplazmidowy szczep moze produkowac wiele
roznych feromonéw, lecz agregaty koniugacyjne
wytworzy tylko ze szczepem niosacym okreslo-
ny ,pasujacy” do ktéregos z feromondéw plazmid
(np. plazmid pADI odpowiada tylko na sygnat
w postaci feromonu cAD 1, a plazmid pAM322
na feromon cAM322). Systemy koniugacyjne
bakterii gramdodatnich sg znacznie mniej do-
ktadnie poznane na poziomie molekularnym niz
funkcjonujace u bakterii gramujemnych, rozwi-
janie tego tematu niejest w tym miejscu celowe.
Wspomniano o tym jedynie dla wskazania, ze
proces koniugacji — najblizszy powszechnie
wystepujacym u Eukaryota procesom picio-
wym, nie jest wsréd bakterii zjawiskiem tak
unikatowym, jak sie powszechnie wydaje.

Przenoszenie DNA miedzy bakteriami drogq trans-
dukgji i transformacji

Transfer materiatu genetycznego miedzy ko-
morkami bakteryjnymi nie ogranicza siejedynie
do koniugacji (procesu, ktérego okreslenie mia-
nem paraseksualnego nie budzi zastrzezen).
Waznymi drogami wprowadzania do komorki
bakteiyjnej egzogennego DNA (chromosomowe-
go lub plazmidowego) sa transdukcja i transfor-
macja. Poniewaz mimo braku bezposredniej
analogii do procesu piciowego ,,organizméw wy-
zszych” (czyz jednak transformacja bakteryjna
niejestw pewnym sensie odpowiednikiem sztu-
cznego zaptodnienia?) obydwa te procesy pro-
wadza do utworzenia czesciowo diploidalnej
struktury warunkujacej zajscie rekombinacji
genetycznej, krotkie ich oméwienie w tym miej-
scu uwazam za celowe.

W przypadku transdukcji ogélnej i specyfi-
cznej przeniesienie materialu genetycznego z
jednej komdérki bakteryjnej do drugiej nastepu-
je przy udziale bakteriofaga (Masters 1996,
Weisberg 1996). W transdukcji ogolnej kazdy
gen o chromosomowej lokalizacji moze byc¢ z
niska, lecz teoretycznie zblizong czestoscig
przeniesiony z komoérki dawcy do biorcy. Pod-
czas transdukcji specyficznej, pewne geny sa
przenoszone z wysoka czestoscia, a inne wcale.
Wynika to z réznego, w obu przypadkach, me-
chanizmu tworzenia tak zwanych czagstek
transdukujacych.

Fagi zdolne do transdukcji ogélnej (np. Pl
lub P22) tworzg czgstki transdukujace w czasie
cyklu litycznego. Po zainfekowaniu komorki
przeprowadzajg one replikacje wlasnego geno-
mu oraz synteze kapsydéw (ptaszczy) biatko-
wych, natomiast chromosom gospodarza ulega
stopniowej degradacji. Moze siejednak zdarzy¢,
ze w czasie pakowania genomoéw fagowych do



142

kapsydu zostanie ,przez pomytke” zapakowany
fragment chromosomowego DNA gospodarza,
jezeli jego wielkos$¢ jest zblizona do wielkosci
czgsteczki DNA faga. Po zlizowaniu komorki i
uwolnieniu plonu fagowego, wsrod wielu na-
mnozonych czastek fagowych znajduje sie wiec
niewielka frakcja czastek transdukujgcych,
czyli kapsydéw fagowych zawierajgcych wytgcz-
nie DNA bakteryjny. Czastki transdukujace
moga zainfekowaé kolejng komoérke i wprowa-
dzi¢ do niej DNA ze swojego kapsydu. W wyniku
takiej infekcji komdérka nie moze wydac¢ potom-
stwa fagowego, uzyskuje natomiast ,drugi eg-
zemplarz” genéw wprowadzonych za posrednic-
twem faga, homologiczny do odpowiedniego od-
cinka wlkasnego chromosomu. Mamy wiec sytu-
acje powstania stanu czesciowej diploidalnosci,
ktdry jest analogiczny do sytuacji po transferze
koniugacyjnym (chociaz homologia dotyczy z
reguty znacznie krotszego fragmentu DNA) i
moze teraz wejs¢ w cigg zdarzen rekombinacyj-
nych, ktdre bedg opisane oddzielnie.

Transdukcje specyficzng przeprowadzajg
niektére fagi tagodne, zdolne do integracji z
genomem swego gospodarza podczas ustana-
wiania stanu lizogenii. Przy nastepujgcym
spontanicznie lub indukowanym przechodze-
niu ze stanu lizogenii w cykl lityczny nastepuje
-wycinanie” sie genomu fagowego z chromoso-
mu. Przy nieprecyzyjnym wycieciu, do genomu
fagowego przytgczony moze by¢ fragment chro-
mosomu przylegajacy do miejsca integracji DNA
fagowego i tgcznie z nim podlega dalszym eta-
pom cyklu rozwojowego. Poniewaz poszczegoélne
fagi tagodne majg zwykle Scisle zdefiniowane
miejsce integracji z chromosomem, tak wiec
geny, ktére za ich posrednictwem moga by¢
przenoszone do kolejnej komorki, sa to geny
sasiadujace z miejscem integracji. Tworzenie
czgsteczek przeprowadzajgcych transdukcje
specyficzng bardzo przypomina opisane powy-
zej tworzenie plazmidéw typu F-prime.

Proces, w ktérym wolny DNA uwolniony z
komorki jednej bakterii jest wprowadzany do
innej komérki, nazywamy transformacja bakte-
ryjng (Hanahan i Bloom 1996). Zaobserwowanie
transformacji u pneumokokow (Griffith, rok
1928), a nastepnie wyjasnieniejej istoty — czyli
udowodnienie (Avery, McCarthy i MaclLeod, rok
1944), ze to wprowadzenie DNA jest przyczynag
zmiany wiasciwosci biorcy, byto fundamental-
nym odkryciem dla nowoczesnej genetyki, ktére
dokumentowato bezposrednio i niepodwazalnie
role DNAjako nos$nika informacji genetycznej.

Transformujacy DNA moze by¢ wprowadza-
ny do komérkiw postaci fragmentéw DNA chro-
mosomowego lub kompletnej czasteczki pla-
zmidu. Jezeli jest to liniowy fragment chromo-
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somu, trwale utrzymanie w komaorce biorcy ,,za-
pisanej” w nim informacji genetycznej mozliwe
jest tylko jako rezultat rekombinacji z homolo-
gicznym odcinkiem DNA chromosomu biorcy.
Z reguty ostony komérkowe nie pozwalajg na
niekontrolowane, bierne wnikanie egzogennego
DNA. Niektoére bakterie stan tak zwanej kompe-
tencji (zdolnosci do pobierania DNA) zyskujg
naturalnie, w pewnym stadium swego cyklu
komorkowego, jednak u wiekszosci bakterii
zdolnych do transformacji stan kompetencji in-
dukujemy sztucznie, poprzez zwiekszenie prze-
puszczalnosci ich oston komdérkowych w wyni-
ku dziatania odpowiednimi czynnikami chemi-
cznymi lub fizycznymi. Niejest moim zamiarem
doktadne omawiane poszczegolnych etapdéw
procesu transportu DNA przez ostony komoérko-
we podczas transformacji u bakterii. Nalezy
jednak podkresli¢, ze zaadsorbowany na powie-
rzchni komorki dwuniciowy fragment DNA
chromosomowego jest w wiekszosci systemaéw,
podczas transportu przez ostony, przeksztatca-
ny w forme jednoniciowg i taka wtasnie forma
DNA bedzie uczestniczyta w rekombinacji gene-
tycznej. W przypadku transformacji liniowym
DNA, wielko$¢ wprowadzanego odcinka nie
przekracza zwykle 10-15 kb, to jest fragmentu
niosgacego okoto 10 gendw.

MOLEKULARNY MECHANIZM REKOMBINACJI
HOMOLOGICZNEJ U ESCHERICHIA COU

W opisanych powyzej procesach, haploidal-
na komorka bakterii osigga stan czeSciowej
diploidalnosci, ktory sprawia, ze spetniony jest
podstawowy warunek zajscia rekombinacji
homologicznej. W wyniku rekombinacji, w cig-
gu precyzyjnie kontrolowanych zdarzen (nazy-
wanych szlakami rekombinacyjnymi), informa-
cja genetyczna zawarta na wprowadzonym z
innej, lecz pokrewnej, komorki fragmencie
DNA, zostaje na trwate wkaczona do chromoso-
mu komorki biorcy, ktorej kolejne podziaty da-
dzg poczatek klonowi tzw. rekombinantéw ge-
netycznych. Drugi element uczestniczacy w re-
kombinacji, fragment DNA dawcy, nie bedacy
samodzielnym replikonem, ulegnie destrukcji.

W rekombinacji homologicznej biorg udziat
bardzo liczne uktady enzymatyczne przeprowa-
dzajace wymiane odcinkéw miedzy czasteczka-
mi DNA. Modelem, ktéry postuzyt do badan
molekularnych mechanizméw rekombinacji
homologicznej stat sie system pokoniugacyjnej
rekombinacji w ,dzikim” szczepie Escherichia
coli z uzyciem dawcy typu Hfr. Gtéwny szlak
pokoniugacyjnej rekombinacji u Escherichia co-
li nazwano szlakiem RecBCD, poniewaz unika-
towym jego elementem jest specyficzny, troéj-
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sktadnikowy kompleks enzymatyczny — biatko
RecBCD (uprzednio nazywane Egzonukle-
aza V). Niezastgpiong role w tym szlaku odgry-
wa takze biatko RecA, lecz jego rola w metabo-
lizmie DNA jest znacznie szersza, hie stanowi
wiec ono wyroznika dla szlaku RecBCD.

W ciggu ostatniego dziesieciolecia pojawito
sie wiele obszernych prac przeglagdowych na
temat homologicznej rekombinacji u bakterii,
przedstawiajgcych takze genetyczng i bioche-
miczng charakterystyke biatek RecBCD i RecA
(Smith 1987, 1988, 1989, 1990, 1991, Taylor
1988, west 1992, Wiodarczyk 1992; Kowal-
czykowski i wspétaut. 1994), do ktérych odsy-
tam zainteresowanych.

Ponizej, w sposéb celowo uproszczony,
przedstawie opartg na najnowszych zrédiach
sekwencje zdarzen prowadzacg do utworzenia
zrekombinowanego chromosomu w komorce
biorcy majacej w petni aktywny rekombinacyj-
ny aparat enzymatyczny, a takze alternatywne
sposoby uzyskania produktu w niektérych mu-
tantach.

Substratami pokoniugacyjnej (takze po-
transdukcyjnej) rekombinacji jest kompletny
chromosom biorcy oraz liniowy, dwuniciowy
fragment DNA dawcy. Pierwszym etapem szla-
ku rekombinacyjnego w ,dzikim” szczepie Es-
cherichia colijest przeksztatcenie dwuniciowego
DNA dawcy w forme posiadajaca na koricu czg-
steczkijednoniciowe regiony (ssDNA tails), kt6-
re w nastepnym etapie, po zwigzaniu sie z biat-
kiem RecA bedg zdolne do wejscia w kluczowy
etap procesu — inwazje dwuniciowego DNA
dawcy. Sposoéb, w jaki biatko RecBCD przepro-
wadza ten etap procesu, byt w ostatnich latach
najintensywniej badanym elementem szlaku
RecBCD (Kowalczykowski i wspélaut. 1994,
Eggleston iWest 1996, Farah i Smith 1997).
Wyniki tych badan podsumowuje schemat
przedstawiony na rycinie 3.

Skiadajace sie z trzech podjednostek, biatko
RecBCD wykazuje kilka aktywnosci enzymaty-
cznych: aktywnos¢ helikazy (zdolno$¢ do rozwi-
jania helisy DNA), egzonukleazy i endonukle-
azy, atakze aktywnos¢ ATPazy zaleznej od DNA.
Te wielorakie aktywnosci utrudniaty okreslenie
i zrozumienie roli tego kompleksu enzymatycz-
nego w rekombinacji. Po udowodnieniu roli spe-
cjalnych, osmionukleotydowych sekwencji
X(Chi; 5-GCTGGTGG-3’), wystepujacych w
DNA chromosomowym co okoto 5 kb, w modu-
lowaniu aktywnosci nukleolitycznej biatka
RecBCD, zdefiniowano jego role we wczesnym
etapie rekombinacji. Biatko RecBCD wigze sie z
wolnym koricem dwuniciowego DNA i zaczyna
jego rozwijanie przesuwajac sie wzdtuz czaste-
czki. Jednoczesnie z rozwijaniem helisy wpro-
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wadza endonukleolityczne naciecia obu nici po-
wodujac ich degradacje. Gdy przesuwajacy sie
kompleks enzymatyczny napotka na sekwencje
%(od jej konca 3j nastepuje przejsciowe zaha-
mowanie rozwijania helisy, wprowadzenie na-
cieciaw poblizu sekwencji %, a takze modyfika-
cja aktywnosci nukleazowej. Modyfikacja tajest
wynikiem inaktywacji, a moze nawet utraty
podjednostki RecD enzymu. Zmodyfikowany
kompleks (RecBC) podejmuje rozwijanie helisy
DNA bez jednoczesnej degradacji nukleolitycz-
nej, dzieki czemu powstajg dtugie jednoniciowe
obszary na koricach rozwijanej czgsteczki (tzw.
jednoniciowe ,ogony”, ang. tails). 3’-jednonicio-
wy DNA jest substratem rozpoznawanym i po-
krywanym przez biatko RecA. Tak przygotowa-
ny DNA dawcy ,atakuje” teraz dwuniciowa cza-

Ryc. 3. Model ilustrujacy role kompleksu enzymaty-
cznego RecBCD w przygotowaniu dwuniciowego
DNA dawcy do inwazji DNA biorcy w procesie rekom-
binacji homologicznej.

a) Biatko RecBCD wigze sie zwolnym koricem dwuniciowego
DNAi zaczynajego rozwijanie, b) Kontynuowane jest rozwi-
janie helisy, ktéremu towarzyszy niejednakowa nukleolity-
czna degradacja obu nici. ¢) Po napotkaniu sekwencji i
nastepuje zahamowanie aktywnosci nukleolitycznej biatka
RecBCD w wyniku inaktywacji podjednostki RecD (zacie-
mniona). die) Rozwijaniejest kontynuowane, az uwalniang
nicig 3'wiagze sie specyficznie biatko RecA, czyniacja gotowa
do inwazji DNA biorcy.
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steczke DNA biorcy. Nastepuje jej czesciowe
rozplatanie i ,wedréwka” pokrytej biatkiem Re-
cA nici DNA dawcy w poszukiwaniu sekwencji
komplementarnej. Pojej napotkaniu tworzy sie
przejsciowy produkt wymiany miedzy rekom-
binujagcymi homologicznymi regionami DNA w
postaci tak zwanej struktury Hollidaya (przecie-
te i krzyzowo potaczone nici DNA rekombinuja-
cych czasteczek). Kolejny etap procesu to prze-
suwanie sie miejsca skrzyzowania nici (ang.
»branch migration”), dzieki czemu powstaje od-
cinek mieszanncowego DNA o dilugosci nawet
kilku tysiecy par nukleotydéw. Do niedawna
sqdzono, ze przesuniecie skrzyzowania nicijest
takze prowadzone przez biatko RecA. Ostatnio
zidentyfikowano inne biatka majace wtasciwos¢
specyficznego wiazania sie z miejscem skrzyzo-
wania nici (biatka RuvA i RuvB oraz RecG) i
udokumentowano ich role w ,branch migra-
tion”, a dla kompleksu RuvAB przedstawiono
nawet model dziatania na poziomie molekular-
nym.
Powstanie zrekombinowanych czgsteczek

DNA wymaga rozdzielenia (przeciecia) struktur
Hollidaya. Niedawno wykazano, ze przeciecie to
dokonywane jest przez biatko RuvC, a sposob
oraz miejsce (sekwencja) przeciecia tez sg Scisle
okreslone. Istnieje prawdopodobnie alterna-
tywny mechanizm rozdzielania struktur Holli-
daya, poniewaz w mutantach ruuCnie obserwu-
je sie znacznego obnizenia poziomu rekombina-
cji.

. Wedtug opisanego mechanizmu powstajg
rekombinanty genetyczne po koniugacyjnym i
transdukcyjnym transferze DNA chromosomo-
wego do komoérki biorcy, w ktérej aktywne sa
wszystkie wymienione powyzej biatka enzyma-
tyczne. Analiza genetyczna szeregu mutantoéw
w genach kodujacych enzymy szlaku RecBCD
pozwolita ustali¢ istnienie w pewnych przypad-
kach szlakéw ,zastepczych”. Ich mechanizmy
nie sg tak szczegétowo poznane jak szlaku
RecBCD, i nie bedg tu omawiane. Warto jednak
zaznaczy¢, ze w szlakach tych (np. RecF i RecE)
uruchamiane sg zastepcze drogi przygotowywa-
nia dwuniciowego substratu do oddziatywania
z biatkiem RecA w wyniku mutacji supresoro-
wych shcA, sbcBC. Natomiast biatko RecA jest
w tych szlakach bezwzglednie potrzebne, i pelni
funkcje analogiczng jak w szlaku RecBCD. Po-
twierdza to catkowite zahamowanie rekombina-
cji homologicznej w mutantach recA.

Rekombinacja nastepujgca po transforma-
cji komorki Escherichia coli liniowymi fragmen-
tami chromosomowego DNA przebiega wedtug
szlaku RecF, o czym Swiadczy mozliwos¢ otrzy-
mania transformantéw jedynie przy zastosowa-
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niu jako biorcy mutanta recBCD sbcBC (z nie-
aktywnym szlakiem RecBCD). Jest to zrozumia-
te, jezeli uwzglednimy, ze w procesie transfor-
macji fragment DNA wprowadzony do komoérki
jestjednoniciowy i w przypadku obecnosci biat-
ka RecBCD ulega szybkiej nukleolitycznej de-
gradacji. W najnowszej literaturze mato uwagi
poswieca sie opisowi szczegétow molekular-
nych mechanizméw potransformacyjnej re-
kombinacji chromosomowego DNA. Ten sposéb
wprowadzania chromosomowego DNA do ko-
morki nie ma wiekszego zastosowania prakty-
cznego, nie jest tez jak sie sadzi powszechny
w naturze. Z kolei, bedace w centrum zaintere-
sowania zagadnienia zwigzane z transformacja
plazmidowa, powszechnie obecnie uzywang te-
chnika w tak zwanej inzynierii genetycznej, lezg
poza zakresem tego opracowania, poniewaz
wprowadzany plazmid, jako samodzielny repli-
kon, nie wymaga rekombinacji zchromosomem
do trwatego utrzymania sie w komérce. Swiad-
czy o tym chociazby fakt powszechnego zaleca-
nia stosowania mutantéow recA, jako biorcéw
dla zrekombinowanych wektoréw do klonowa-
nia. Zrekombinowany wektor jest wtedy ,,stabil-
ny”; to znaczy nawet gdy niesie wklonowany
fragment chromosomowego DNA nie podlega
rekombinacji homologicznej z chromosomem
gospodarza.

Przy omawianiu rekombinacji homologicz-
nej, nie mozna poming¢ jej udziatu w naprawie
uszkodzonego DNA chromosomowego. Szcze-
golniewaznejest tow przypadku dwuniciowych
peknie¢ DNA, ktdére w nieobecnosci biatka RecA
i RecBCD sg dla komorki letalne, gdyz zatrzy-
muja replikacje chromosomu. W komorce szyb-
korosnacej, z reguty wystepuja zwielokrotnione
widetki replikacyjne, achromosomowy DNAjest
czesciowo, a nawetw petni powielony. Pomiedzy
odcinkami homologicznymi czesciowo zrepliko-
wanych chromosoméw moze wtedy nastgpié
rekombinacja prowadzaca do wymiany ,,uszko-
dzonego” allelu genu na prawidtowy, jest to
~haprawa przez rekombinacje”. Pozwala ona ko-
morce przezy€, a takze jest elementem stano-
wigcym o zachowaniu identycznosci genetycz-
nej kolejnych generacji (0 czym wspomniano
definiujgc biologiczng role rekombinacji gene-
tycznej).

Wiekszo$¢ badan dotyczacych mechani-
zmow rekombinacji przeprowadzono na modelu
Escherichia cali, nalezyjednak przypuszczac, ze
analogiczne mechanizmy sa szeroko rozpo-
wszechnione wsrdd prokariontow. Analogiczne
do RecA oraz RecBCD biatka zidentyfikowano u
wielu innych bakterii (Taylor 1988). Co cieka-
we, takze u réznych organizméw eukariotycz-
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nych stwierdzono obecnos¢ biatek wykazuja-
cych znaczace podobiernistwo sekwencji amino-
kwasowej do biatka RecA Escherichia coli Zi-
dentyfikowano, tez eukariotyczne homologi bia-
tek rekombinacjgnych RecQ i RuvC. Podobien-
stwa te moga wskazywac¢ na uniwersalnos¢ me-
chanizméw rekombinacyjnych uwszystkich or-
ganizméw zywych (Kowalczykowski I Eggle-
ston 1994, Eggleston i West 1996).

Poza omoéwionym powyzej typem rekombi-
nacji genetycznej, warunkowanej homologig
oddziatujacych czasteczek DNA i z reguty zalez-
nej od biatka RecA, okreslanym jako rekombi-
nacja homologiczna, u bakterii wystepuje re-
kombinacja tak zwana nieuprawniona. Nie wy-
maga ona rozlegtej homologii DNA ijest nieza-
lezna od biatka RecA. Ten typ rekombinacji to
na przyktad rekombinacja ,,specyficzna wobec
miejsca” (Nash 1996), ktorej przyktadem jest
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integracja genomu bakteriofaga Xdo chromoso-
mu Escherichia coli w czasie przechodzenia w
stadium profaga, oraz przemieszczanie w obre-
bie czgsteczki DNA (chromosomu, plazmidu),
lub miedzy czasteczkami tak zwanych rucho-
mych elementéw genetycznych (nazywanych
potocznie skaczgcymi genami) — sekwencji in-
sercyjnych (IS) i transpozondéw (Tn), (Craig
1996). Ten rodzaj rekombinacji, dos¢ po-
wszechny u bakterii, jest istotnym Zzrédiem
zmiennosci, powoduje bowiem szereg rearanza-
cji w materiale genetycznym (insercje, delecje,
duplikacje, inwersje itp.). Nie wykazuje jednak
analogii do zdarzen nastepujacych podczas pro-
cesOw piciowych organizmoéw wyzszych i w
zwiazku z tym szczegbtowe omawiane jego me-
chanizmoéw uznano za wykraczajgce poza ramy
tematu.

PODSUMOWANIE

Przedstawione powyzej wybrane zagadnie-
nia dotyczgce rekombinacji genetycznej u ba-
kterii, ograniczono do tych aspektéw, ktore bez-
posrednio wigza sie z nadrzednym hastem cate-
go cyklu — biologig rozrodu, a wlasciwie rozro-
du plciowego, a wiec tego typu, ktory w swej
klasycznej dla tak zwanych ,,organizmow wy-
zszych” formie, u bakterii w zasadzie nie istnie-
je. Jak widac¢ jednak, bakterie nie sg pozbawio-
ne umiejetnosci przeprowadzania rearanzacji
swego materiatu genetycznego poprzez kombi-
nowanie informacji zawartej w oddzielnych cza-
steczkach DNA. Enzymatyczne wyposazenie
komoérki bakteryjnej, szczegélnie doktadnie po-
znane u Escherichia coli pozwala na przepro-
wadzanie bardzo r6znorodnych typow rekombi-
nacji. Poniewaz jednak, jak sie wydaje, rekom-
binacja jako zrédto réznorodnosci genetycznej,
a wiec ,sita napedowa ewolucji”, u bakterii ma
mniejsze znaczenie niz u organizmow eukario-

tycznych, ewolucja mechanizméw rekombina-
cyjnych moze mie¢ zwigzek raczej z konieczno-
Scig sprostania potrzebom naprawy niebezpie-
cznych dla komorki uszkodzert DNA niz jako
zrédto réznorodnosci genetycznej. Fakt, ze de-
terminanty genetyczne szlakéw rekombinacyj-
nych (odmiennie np. od genéw odpowiedzial-
nych za strukture i funkcjonowanie aparatu
koniugacyjnego) zlokalizowane sg zawsze w
chromosomach bakteryjnych popiera ten wias-
nie kierunek rozumowania. Dzieki chromoso-
mowej lokalizacji determinant genetycznych
enzymy szlakéw rekombinacyjnych moga ,sta¢
na strazy” integralnosci genetycznej, takze
tych komoérek, w ktorych zrédiem zwielokrot-
nienia genodwjestjedynie ich powielenie w cyklu
replikacyjnym, nie dysponujgcych natomiast
mechanizmami pozwalajgcymi na osigganie
stanu diploidalnosci fragmentéw swego geno-
mu poprzez przyjmowanie DNA spoza komorki.

EXCHANGE OF GENETIC MATERIAL AND RECOMBINATION IN BACTERIA
Summary

Basic genetic information in the bacterial cell is con-
tained in one circular chromosome organised in a compact
structure called the nucleoid. Occasionally bacteria contain
additional smaller extrachromosomal genetic elements,
called plasmids. Although bacterial cells are in general
haploids, the transient genetic diploidy required for the
process of homologous recombination may occur in the cell
under several circumstances. The cell may become partially
diploid due to introduction of DNAfrom on other cell by means
of conjugation, transduction or transformation which are in
a sense equivalents of eukariotic sexual processes.

In this review, | describe mechanisms by which the
state of partial diploidy can be acquired. Special emphasis
is given to F-mediated bacterial conjugation in Escherichia

colt In the second part, the process of homologous genetic
recombination which is important for the generation of
genetic diversity as well as for maintenance of genomic
integrity is described. In recent years, the combination of
genetic, molecular and biochemical analyses has provided
new data allowing better understanding of the mechanism
of homologous recombination at the molecular level. Muta-
tional analysis has defined more than 25 genes involved in
the process. | focus on the molecular mechanism of the
RecBCD protein activity at the stage of donor duplex DNA
unwinding which is required for its interaction with RecA
protein and initiation of recombination. The role of the
newly discovered RuvA, RuvB and RuvC proteins in the
process of the branch migration of recombination inter-
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mediates and Holliday’s structures resolution is also de-
scribed. It is pointed out that there is some evidence con-

Mirostawa W todarczyk

cerning the possible universality of the elements of the
recombination enzymatic apparatus in all living organisms.
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