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WSTEP

W przyrodzie istnieje wiele sytuacji, w kto-
rych komorki nie dzielg sie aktywnie. W rzeczy-
wistosci moze by¢ tak, ze znakomita wiekszos¢
komorek, zyjacych wolno lub wchodzacych w
sktad organizméw wielokomdrkowych, przez
dtuzszy czas wystepuje w stanie ,spoczynko-
wym”. Jest wiec to dziwne, a nawet przewrotne,
ze prawie wszystkie doswiadczenia nad muta-
geneza byly przeprowadzane na komodrkach
rosnacych, awyniki tych doswiadczen byty uo-
golniane i odnoszone do rzeczywistego Swiata
ewolucji i karcynogenezy. Obecnie wiemy, ze
procesy mutagenne moga istnie¢ w komérkach
~Spoczynkowych” i moga by¢ rézne od tych,
jakie zachodzg w tych samych komdrkach, ale
znajdujacych sie w stanie aktywnego wzrostu.
Aktywnie rosngce komérki maja te przewage, ze
szybkos¢ (ang. rate) mutacji najednostke czasu
jest o wiele wyzsza niz w komorkach w stanie
spoczynkowym, co stanowi duza korzysc¢ dla
eksperymentatora. Jednakze czas spedzony
przez wiekszos¢ komoérek w stanie spoczynko-
wym jest o wiele dituzszy, niz czas w jakim
komérki sg w stanie aktywnego wzrostu; tak
wiec w efekcie, nawet bardzo niska szybkosc

mutacji najednostke czasu, moze prowadzi¢ do
wysokiej czestosci (ang. frequency) mutacji na
komorke.

Jest rowniez zupetnie oczywiste, ze réwno-
waga miedzy réznymi procesami biorgcymi
udziat w mutagenezie, takimi jak uszkadzanie
DNA, rézne typy replikacji DNA, btedna i bez-
btedna naprawa DNA, aktywacja metaboliczna,
czy detoksykacja (nie méwigc o presji selekcyj-
nej), w komorkach spoczynkowych moze byc
zupetnie inna. Jak dotychczas istnieje niewiele
doniesien na ten temat odnoszacych sie do
komorek ssakéw, chociaz istniejg dowody in
vivo ktore Swiadczag o wystepowaniu mutacji w
nie dzielgcych sie komoérkach neuronéw (Evans
i wspétaut. 1995) i o wystepowaniu réznego
wzoru aktywnosci mutatorowej w spoczynko-
wych i rosnacych kulturach tkankowych (Ri-
chards iwspoétaut. 1997). Niniejsza praca prze-
gladowa omawia gtdwnie rézne drogi powstawa-
nia mutacji spontanicznych zachodzacych w
bakteriach w warunkach ograniczonego wzro-
stu, a takie warunki byly stosowane w wiekszo-
Sci publikacji z tego zakresu.

MUTACJE ADAPTACYJNE

Dowody na istnienie mutacji spontanicz-
nych w komérkach spoczynkowych przedstawi-
li Ryan i wspétpracownicy okoto 40 lat temu po
stwierdzeniu, ze mutacje moga powstawaé¢ w

bakteriach, ktdre ani nie ulegajg podziatom, ani
nie zachodzi w nich w sposéb wykrywalny syn-
teza kwaséw nukleinowych (Ryan 1955, Ryan i
wspoétaut. 1961, 1963). Trzy dekady poézniej

1Tytut oryginatu: The role of DNA damage in stationary phase (,adaptive’ mutation. (Mutation Res. 408,

1-9, 1998), ttumaczyta Celina Janion
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Cairns i wspotaut. (1988) oraz Hal1 (1988) w
Slad zawczesniejszg publikacjg Shapiro (1984),
wykazali, ze w bakteriach Escherichia colihodo-
wanych na ptytkach w warunkach, w ktérych
utworzenie kolonii bytoby mozliwe tylko w wy-
niku mutacji (warunki selekcyjne), mutacje rze-
czywiscie zachodzity w nieobecnosci zauwazal-
nego wzrostu i jedynie te mutacje mogly byc¢
wykryte, ktore doprowadzity do odzyskania
zdolnosci do wzrostu. Nie obserwawano wyste-
powania mutacji nieselekcyjnych. ,Jest tak, jak
gdyby komoérki w fazie stacjonarnej ciagle pro-
dukowaly zmiany w sekwencji, ktére zostajg
zachowanejesli komdrka zaczyna dzieli¢ sie, ale
w innym przypadku, byé moze w wyniku de-
strukcji, naprawy sekwencji zmutowanej lub
Smierci komorki, sg one odrzucane” (Cairns |
Foster 1991). Ten ,adaptacyjny” aspekt muta-
cji okazat sie by¢ wysoce kontrowersyjny i spo-
wodawat ozywienie badarn w catym obszarze
zagadnien zwigzanych z mutacjg komoérek w
fazie stacjonarnej. W zasadzie, chociaz nie ma
powodéw dla ktérych bakterie nie miatyby miec
mechanizmu pozwalajgcego na utrwalenie tyl-
ko mutacji potencjalnie korzystnych, istnieje
mato przekonywujgcych dowodoéw, ze tak istot-
nie jest. Jak ostatnio wykazano najczesciej ba-
dany system okazat sie by¢ nieadaptacyjny i
gdy zostang zastosowane odpowiednie metody
badawcze, mozna wowczas znalez¢ wiele muta-
cji w miejscach nie ulegajacych selekcji (Foster
1997, Torkelson i wspétaut. 1997). (Jeszcze
innym zarzutem do systemu o ktérym wspo-
mniano a ktéry dotyczy bakterii E. coli FC40
jest to, ze bardziej odzwierciedla on metabolizm
znajdujgcego sie w komoérce plazmidowego
DNA, anizeli chromosomalnego DNA bakterii,
c. J).

I;tniejq dwa, przeciwstawne poglady, co do
umieszczenia mutacji adaptacyjnych w sche-
macie Natury. Niektorzy sadza, ze sens ewolu-
cyjny jest w tym, ze jednokomdrkowe organi-
zmy, gdy sg w stresie i nie sg zdolne do wzrostu,

Bryn A. Bridges

moga tworzy¢ réznorodno$¢ genetyczng w nad-
ziei, ze utworzy sie jakas odmiana wykazujaca
przewage selekcyjng. Inni wychodzg z zatoze-
nia, ze wiekszo$¢ dowoddéw wskazuje, ze to
uszkodzenia DNA akumulujg sie w nie dzielg-
cych sie komérkach, a powstajace mutacje sa
odpowiedzig komorki na to uszkodzenie. Ponie-
waz poglady te nie sg ustabilizowane, a zagad-
nienie jest przedmiotem dalszych prac, bytoby
przedwczesnym opowiadanie sie po ktdrejs ze
stron. Tym bardziej, ze obydwa poglady moga
by¢ stuszne i wskazywac jedynie na r6zne aspe-
kty tego samego zjawiska. Jednym z celdw tej
pracy jest zastanowienie sie w jakim stopniu
powstawanie mutacji w komoérkach nie dzielg-
cych sie mozna przypisa¢ uszkodzeniom w DNA
i czy proces ten moze funkcjonowac¢ w sposéb
adaptacyjny.

Azeby unikng¢ niejednoznacznosci stowa
s,adaptacyjny”stosowano tez inne okreslenia
jak: mutacje indukowane selekcyjnie (co suge-
ruje mechanizm) lub potaczone z gtodzeniem
(nie sugerujgce mechanizmu). W pracy tej po-
wroce do dawnej nazwy, mutacje fazy stacjo-
narnej (ang. stationary phase mutation, SPM)
(Grigg i Stuckey 1966). Nazwa jest dos¢ swo-
bodna, obejmuje r6zne badane systemy i nie
wyklucza niskiego poziomu podziatu komoérek i
obrotu DNA, ktére to w wielu przypadkach wy-
dajg sie zachodzi¢2 .

Jak wykazata Foster (1993), jedna zwiasci-
wosci SPM jest to, ze szybkos¢ mutacji na jed-
nostke czasu w niektérych systemach jest wie-
lokrotnie wyzsza anizeli mozna bytoby sie spo-
dziewa¢ na podstawie ilosci DNA i podziatow
komorkowych. Przypuszczenia te oparte sa na
obserwacji, ze szybkos¢ mutacji w koloniach
bakteryjnych potaczona jest z replikacjg DNA i
na zatozeniu, ze taka synteza DNA przebiega w
catym genomie, a nie jest ograniczona do genu
w ktorym obserwowane sg mutacje. Innymi
stowy, przypuszcza sie, ze SPM jest przejawem
hipermutabilnosci komorki.

WSKAZNIKI USZKODZENIA DNA

Wiemy dobrze, ze spontaniczne uszkodze-
nia DNA zachodzg ciggle w wyniku degradacji
termicznej i hydrolitycznej. Procesy metabo-
liczne przebiegajace w komorkach takze powo-

duja ciggte pojawianie sie réznorodnych zwigz-
koéw o potencjalnych wtasciwosciach uszkadza-
nia DNA. Stusznymi sa wiec rozwazania czy
takie uszkodzenia moga by¢ zZrédiem mutacji

2lIstnieje ogromna réznorodnos¢ w nazewnictwie tego typu mutacji, niektére inne nazwy to mutacje Cairnsa,
ukierunkowane (ang. directed), potaczone z selekcjg (ang. selection-induced mutation), lub z gtodzeniem
(ang. starvation-associated mutations), potgczone ze stylem zycia (ang. life-style associate mutations). Mimo
wszelkich zastrzezen do tego terminu, najczesciej uzywang nazwg nazwa jest jednak mutacja adaptacyjna:

C. J.
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fazy stacjonarnej — SPM. Fakt, ze SPM sg
zalezne od czasu jest absolutnie zgodny z takg
hipoteza. Juz bardzo wczes$nie stwierdzono, ze
mutacje fazy stacjonarnej powodujace rewersje
od wymagania histydyny dla wzrostu — do
prototrofii, byty hamowane po podaniu kafeiny
(Grigg i Stackey 1966). To doswiadczenie byto
wykonane w celu sprawdzenia hipotezy czy pro-
cesy naprawy przeciwdziatajg powstawaniu
SPM. Kafeina byta wtedy dobrze znana jako
silny inhibitor naprawy nukleotydéw poprzez
ich wycinanie (ang. nucleotide excision repair,
naprawa NER) i na tej podstawie spodziewano
sie, ze szybkos¢ SPM zostanie zwiekszona.
Otrzymano wynik przeciwny. Przemawiato to za
tym, ze uszkodzenia, ktére w tym systemie nie
byty wycinane, nie byty powodem SPM. Kafeina,
jak zostato to w p6zniejszym czasie wyjasnione,
jest rowniez zdolna do czesciowej inhibicji post-
replikacyjnej drogi naprawy, na ktdrej produkty

SYSTEM

Prace o najszerszym zakresie i przypusz-
czalnie najbardziej stymulujace, chociaz nie ko-
niecznie najbardziej typowe, dotycza szczepu E.
coli FC40. Szczep ten zawiera w chromosomie
delecje w rejonie genu lac i niesie na epizomie
F’ allel genu lacl33, ktory poprzez delecjejedne-
go z nukleotydéw (mutacja typu przesuniecia
ramki odczytu -1) wystepujacych w krotkiej,
powtarzajacej sie sekwencji G, ulega rewersji do
Lac+. Bakterie, po inkubacji na ptytkach mini-
malnych rewertujg do Lac+w sposéb zalezny od
czasu (Cairns i Foster 1991). Ten szczegolny
system rozni sie od wszystkich dotad stosowa-
nych tym, ze SPM zalezy od funkcjonalnych
genéw recA,B,C (Cairns i Foster 1991, Harris
i wspotaut. 1994) i od potencji seksualnej ba-
kterii (Foster i Trimarchi 1995, Radicella i
wspotaut. 1995, Galitski i Roth 1995). Oznacza
to, ze wymaga on aktywnosci konjugacyjnej
syntezy DNA (chociaz sam proces konjugacji nie
jest konieczny). Gdy lacl33 jest na chromozo-
mie, a nie na plazmidzie F’, SPM zachodzi w
tempie o wiele wolniejszym i wtedy nie jest
uzalezniona od obecnosci genu recA. System
ten zostat juz opisany (Rosenberg 1996, Fo-
ster 1998) i w tej pracy nie bedzie szczegotowo
rozwazany.

Istniejg jednak dwa aspekty zwigzane z tym
systemem, ktére zastuguja na szczegdlng uwa-
ge. W dwoch ostatnich publikacjach (Foster
1997, Torkelson i wspoOtaut. 1997) wykazano,
ze w warunkach selekcji laktozg mutacja zacho-
dzi w wielu innych genach poza genem lac
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dziatania promieniowania ultrafioletowego po-
wodujg mutacje (Witkin i Farquharson 1969).
Istnieje wiec mozliwosé, ze SPM i mutageneza
indukowana promieniowaniem ultrafioleto-
wym majg wspolny etap wrazliwy na dziatanie
kafeiny.

W dalszym ciggu badan dla sprawdzenia
hipotezy czy uszkodzenie DNA jest odpowie-
dzialne za mutacje SPM, stosowano trzy podej-
Scia: (i) charakteryzowano typy indukowanych
mutacji; (ii) sprawdzano czy defekty na drodze
zapobiegania uszkodzeniom DNA lub ich na-
prawy zwiekszajg szybkos¢ SPM (co wskazuje
czy odpowiednie uszkodzenie moze prowadzic¢
do SPM oraz (iii) sprawdzano czy nadprodukcja
biatek, ktére biorg udziat w zapobieganiu lub
naprawie DNA, redukuje SPM (co $wiadczy, ze
dane uszkodzenie bierze prawdopodobnie
udziat w powstawaniu SPM).

FC40

(chociaz nie we wszystkich). Posrednie dowody
wykazuja, ze te mutacje wydajg sie tworzy¢ w
niewielkiej sub-populacji komérek o wysokiej
mutabilnosci, u ktérych DNA ulega aktywnej
rekombinacji. Mutacjami byty albo przesunie-
cia ramki odczytu (-1), albo nie scharakteryzo-
wane mutacje, ktére moga obejmowaé zaréwno
przesuniecia ramki odczytu, jak.i mate delecje.
Nie obserwowano zadnych mutacji w genie
rpoB, ktoéry mutuje i staje sie oporny na rifam-
picyne tylko w wyniku mutacji typu podstawie-
nia par zasad (Foster 1994). Pomyst, ze tylko
mata sub-populacja moze ulega¢ mutacji jest
wazny, gdy rozpatrywane sg mutacje fazy spo-
czynkowej. Po raz pierwszy wprowadzit go Hall
(1990), ktéry zaproponowat, ze w komoérkach
krancowo chorych w wyniku gtodzenia mogtby
zosta¢ zaindukowany przejsciowy stan nad-
mutagennosci. Gdyby powstata mutacja korzy-
stna, to zaistniataby onajako mutacja adapta-
cyjna, w przeciwnym przypadku komoérka mu-
siataby zging€. Podczas gdy ostatnie ekspery-
menty z bakteriami FC40 wskazujg, na istnie-
nie frakcji populacji w stanie hypermutabilno-
Sci, fakt ten nie znaczy, ze jeSli mutacja nie jest
korzystna to musi nastgpi¢ smier¢ komorki.
Innym aspektem systemu FC40, o ktérym
powinno sie wspomnie¢ jest to, ze moze on
wymagac do zapoczatkowania procesu indukcji
mutacji uszkodzonego DNA. Modele rekom-
binacyjne, takiejak opisane przez grupy Rosen-
berg i Foster, Wymagajg wolnych koncéw w
dupleksowym DNA i, jak sugerowano, takie
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zakonczenia w rzeczywistosci mogg stanowic
dwuniciowe pekniecia w DNA (Harris i wspo6t-
aut. 1994). Jednym z mozliwych ich zrédet
mogty by¢ spontaniczne uszkodzenia DNA po-
jawiajace sie w wyniku dziatania mutagenéw
egzogennych (Demple i Harrison 1994). Ta
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sprawa zastuguje na dalsze badania, szczeg6l-
nie, gdy stwierdzono, ze tlen singletowy w poje-
dynczo-tancuchowym, fagowym DNA wywotuje
przewaznie mutacje typu przesuniecia ramki
odczytu, -G (Van De r Ekker iwspoétaut. 1994).

ENDOGENNE CZYNNIKI ALKILUJACE

Istnieje kilka endogennych czynnikéw o po-
tencjalnych zdolnosciach do alkilacji takim naj-
bardziej oczywistym jest S-adenozylometioni-
na. Pod uwage nalezy braé¢ réwniez rodniki
alkilowe powstajace w procesie utleniania lipi-
déw oraz endogennie nitrozowane amidy. Naj-
silniejszymi mutagenami sa te, ktére alkilujg
tlen w pozycji 0-6 guaniny lub 0-4 tyminy,
poniewaz tak alkilowane zasady podczas repli-
kacji DNA sg zdolne spowodowac btedy w kodo-
waniu i tworzy¢ mutacje typu tranzycji. Komor-
ki sg dobrze wyposazone w alkilotransferazy,
produkty gendéw ada i ogt, ktére w reakcji ste-
chiometrycznej i samobdjczej, usuwajg grupy
alkilowe. Unieszkodliwienie ktéregokolwiek z
tych genow ma niewielki lub zaden wplyw na
SPM, ale inaktywacja obydwu wywotuje u ko-
moérek gtodzonych, ale nie komérek w fazie
wzrostu, efekt fenotypu mutatorowego (Rebeck
i Samson 1991, Foster i Cairns 1992, Vidal i
wspétaut. 1998). W doswiadczeniach z uzyciem
testowych szczepdéw Cupples i Millera, u kto-
rych zdolnos¢ do fermentacji laktozy zalezy od
specyficznej mutacji na epizomie F’ (Cupples |
Mitter 1989) wykazano, ze mutacje produko-
wane w szczepach audb. ogt powstajg gtdéwnie
poprzez tranzycje G do A, czego nalezatoby sie
spodziewaé w przypadku alkilacji 0-6G (Foster
i Cairns 1992).

Rebeck | Samson (1991) w pracy, ktéra pra-
wdopodobnie jako pierwsza wskazuje na udziat
uszkodzenia DNA przy powstawaniu SPM, do-
szli do wniosku, ze w komérkach nie dzielacych
sie istnieje czynnik, ktéry powoduje powstawa-
nie O-6-alkiloguaniny i O-4-alkilotyminy. Na-
stepnie zwrécili uwage, ze gdy taka alkilacja
spowoduje nieprawidtowg transkrypcije, a pro-
dukt transkryptu umozliwi wzrost komdérki, to
taka mutacja zostanie utrwalona. W zasadzie
moze to by¢ stuszne, jednakze Foster i Cairns
(1992) zauwazyli, ze w szczepie wykazujacym
tranzycje G do A, reszta G jest na nici nietrans-
krybowanej, tak wiec utrwalenie mutacji musi
nastgpi¢ pézniej, czyli po syntezie DNA, co w
tych warunkach przypuszczalnie jest przypad-
kiem rzadkim (ale patrz rozdziat: ,Znaczenie

syntezy DNA” str. 299). Ostatnio Vidal i wspot-
aut. (1998) nie stwierdzili, aby w mutantach
bakteryjnych ada ogt w warunkach SPM na-
stepowato przesuniecie mutacji na jedng ni¢
DNA, co wskazywatoby, ze uszkodzenia na nici
transkrybowanej nie powodujg preferencji do
mutacji.

Widmo mutacji typu podstawienia zasad w
mutantach ada ogt, jak wykazali Mackey i
wspotaut. (1994), zawiera wiele zmian, aw tym
tranzycje A do G, transwersje G do C, A do C
oraz A do T, czego nie nalezatoby sie spodziewaé
po dziataniu prostych czynnikéw metylujacych
lub etylujacych. Transwersje majg tendencje do
pojawiania sie na ptytkach SPM w pdzniejszym
okresie inkubacji. Ostatnio doniesiono, ze znie-
sienie NER poprzez mutacje w genie uvrB zwie-
ksza tempo SPM w szczepach ada ogt o 70%, a
rozmieszczenie miejsc tranzycji G do A bylo
podobne do tych, jakie uzyskuje sie poprzez
dziatanie czynnikami prowadzgcymi do otrzy-
mania adduktéw propylo, butylowych lub chlo-
roetylowych, co przemawia, Ze tego typu uszko-
dzenia, powodujace znaczne zwiekszenie obje-
tosci uszkodzonej zasady, biorg udziat w po-
wstawaniu SPM (Vidal i wspotaut. 1998). Dal-
szym kluczem do zrozumienia mechanizmu po-
wstawania SPM byta obserwacja Taverna i
Sedgwick (1996), ze w bakteriach moa, u kto6-
rych zostal uszkodzony proces nitrozacji ami-
déw i zwigzkow pokrewnych, wiekszos¢ SPM
zostaje zniesiona. Autorzy sugeruja, ze wytwa-
rzanie przez bakterie zwigzki nitrozowe, a nie
S-adenozylometionina, sg odpowiedzialne za
powstawanie SPM w szczepach ada ogt.

Jest sprawa oczywistg, ze endogenne czyn-
niki alkilujgce moga prowadzi¢ do mutacji ba-
kterii w fazie stacjonarnej, ale czy rzeczywiscie
ma to miejsce? Komorki szczepu dzikiego wypo-
sazone sg w enzymy NER i transferazy grup
alkilowych: wszystkie te enzymy wydaja sie by¢
aktywne w komoérkach gtodzonych i obecnie nie
ma dowodéw na to, ze znaczna czesci alkilowa-
nych zasad unika ich dziatania. Jesli tak jest,
to najprawdopodobniej dzieje sie to po wyczer-
paniu puli transferaz (Vidal i wspétaut 1998).



PRODUKTY UTLENIENIA GUANINY

Doniesienie Rebeck i Samson (1991), ze al-
kilacja moze doprowadzi¢ do mutacji u bakterii
w fazie stacjonarnej ukazal6 sie po stwierdze-
niu, ze SPM w szczepie WP2 ochre, wymagaj a-
cym do wzrostu tryptofanu, nie ulegaty zmia-
nom po podstawieniu kilku uszkodzonych ge-
néw uwiklanych w naprawe DNA, takich jak
umuC122, lexA102, polAl i trzech defektyw-
nych alleli genu recA (Bridges 1994). Sugero-
wato to, ze SPM w tym systemie mogto by¢
wynikiem pojawiania sie niezbyt wielkich usz-
kodzen, ktore prowadzity do zmian w specyficz-
nosci parowania par zasad. Jednak mutanty
jakie powstawaty nie byly mutantami szybko
rosngcymi, takimijak rewertanty supresorowe
tRNA, czy prawdziwe reweranty genowe, jakie
otrzymuje sie w rosngcych kulturach tego
szczepu, ale byly to mutanty wolno rosnace.
Podobne, wolno rosnace supresororowe mutan-
ty otrzymano iw innych szczepach ochre (Prival
i Cebula 1992, Bridges 1994). Poniewaz trans-
wersja w pozycjach AT i wszystkie tranzycje
prowadza do otrzymania szybko rosnacych re-
wertantow, te ktore rosng wolno moga zawierac
transwersje w miejscach GC (Bridges 1994).

Ten ostatni wniosek byt zgodny z wynikami
doswiadczen na szczepach testowych opraco-
wanych przez Cupples i Millera (1989). Stwier-
dzono, ze transwersje G do T powstawaty ze
znacznie wiekszg szybkosciag, niz inne mutacyj-
ne zmiany zasad (Hatt 1991, Mackay i wspot-
aut. 1994). Przewage transwersji G doT obser-
wowano wsréd mutantéw SPM (ale nie wsrod
mutantéw fazy wzrostu) u Pseudomonas putida
(Kasak i wspoétaut 1997).

Juz wiele lat wczes$niej stwierdzono, ze
transwersje G do T akumulujace sie u faga T4
przechowywanego poza komérkami bakteryjny-
mi w temperaturze 37°C, prawdopodobnie po-
wstajg w wyniku uszkodzenia zasad, ktére na-
gromadzaja sie w czasie przechowywania (Dra-
ke 1966, Baltz i wspotaut. 1976, Bingham i
wspoétaut. 1976, Kricker i Drake 1990). Obec-
nie szeroko akceptowany jest poglad (Drake,
informacja ustna), ze uszkodzong zasadg jest
produkt utlenienia guaniny, najprawdopodob-
niej 8-oksy-dihydrodeoksyguanina (8-oksyG).
Jest to powszechnie znana modyfikacja, ktora
zachodzi w wielu organizmach ijest powigzana
Z procesami starzenia sie i karcynogenezy (Ames
i Gold 1991, Shigenaga i wspolaut. 1994),

8-oksyG jest podatna na btedy odczytu w czasie
replikacji (Kuchino i wspétaut. 1987), co czesto
powoduje wigczenie adeniny zamiast cytozyny
(Wood i wspétaut. 1990, Shibutani i wspétaut.
1991, Moriya i Grollman 1993, Cheng iWSpC'JI'-
aut. 1992) i prowadzi do transwersji G do T.

Obecnie stato sie jasne, ze 8-oksyG rzeczy-
wiscie moze prowadzi¢ do mutacji w bakteriach
gtodzonych, gdyz szybkos¢ mutacji SPM jest
nieco podwyzszona w mutantach bakteryjnych
mutM, znacznie zwiekszona w mutantach muty,
i bardzo znacznie zwiekszona w podwdjnym
mutancie mutM mutY (Bridges 1995a, Brid-
ges i wspoétaut. 1996). Biatka MutY i MutM sg
glikozylazami, enzymami specyficznie usuwajg-
cymi adenine btednie sparowang z 8-oksyG,
wzglednie 8-oksyG sparowang z cytozyng. Nad-
produkcja tych biatek, gdy ich geny umieszczo-
ne sg na plazmidach multikopijnych, redukuje
szybkos¢ SPM do okoto potowy; wskazuje to, ze
8-oksyG jest faktycznie wytwarzana i bierze
udziat w SPM, gdy enzymy te sg obecne w
normalnych ilosciach.

Zaskoczeniem dla badaczy bylto, ze wsrod
rewerantéw SPM trpA23 wystepujg nie tylko
spodziewane transwersje G do T, ale tez, i tow
wysokiej proporcji, mate delecje nie zmieniajace
odczytu dalszych ramek, ktére ze wzgledu na
istniejacy skret w strukturze biatka TrpA, po-
zwalaty na wytworzenie sie aktywnego enzymu
(Bridges i Timms 1997). Sugerowato to, ze dele-
cje te mogtyby by¢ zapoczatkowane obecnoscia
btednych par zasad 8-oksyG: A. Dalsze badania
wykazaty, ze delecje pojawiajg sie z wysoka
czestoscig wsrod mutantoéw SPM, w szczepach
z uszkodzonym, kierowanym metylem syste-
mem korekcyjnym, naprawiajacym btednie
sparowane pary zasad (ang. methyl-directed
mismatch correction) u ktérych spodziewa sie
wystepowania niedopasowanych par zasad w
DNA. Poniewaz te mate ,in frame” delecje, nie
zmieniajgce ramek odczytu dalszych kodonéw,
nie byly wykrywane u mutantéw powstajacych
w bakteriach rosnacych, wydaje sie prawdopo-
dobne, ze w komérkach gtodzonych drogi na-
prawy atakujace btedne pary zasad prowadzg
do delecji. Wystgpienie takiego procesu moze
by¢ przypadkiem dos$¢ rzadkim, maskowanym
przez inne procesy zachodzace w komoérkach
rosngcych, ale ujawniajg sie w komorkach gto-
dzonych kiedy okres zycia komorkijest diuzszy.
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AKTYWNE RODZAJE TLENU

Zupetnie odrebny dowdd wskazujacy na
udziat 8-oksyG pochodzi z obserwacji, ze po-
ziom SPM w szczepie his ochre w warunkach
anaerobowych ulegat obnizeniu (Benov i Frido-
VICH 1996), cojest zgodne z udziatem AOS w tym
procesie. Brak jednak wyraznych przestanek
wskazujacych na forme aktywnego tlenu biorg-
cego udziat w powstawaniu 8-oksyG. Aktywne
zwigzki tlenowe takie jak ponadtlenek, nadtle-
nek wodoru i rodnik hydroksylowy tgczy sie¢
relacji chemicznych. Tlen singletowy znajduje
sie poza tg grupg, gdyz nie jest wolnym rodni-
kiem. Wszystkie te zwigzki, w réznych warun-
kach, sa w stanie generowa¢ 8-oksyG. Brak
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) znacznie
podwyzsza szybkos¢ SPM w szczepie his ochre
(Benov i Fridovich 1996). Poniewaz SOD kata-
lizuje wytwarzanie tlenu i nadtlenku wodoru z
ponadtlenku, wskazuje to, ze nadtlenek wodoru
jest o wiele mniej aktywny niz ponadtlenek.
Ponadto, gdy dodaje sie mangano-porfiryne,
ktéra ma aktywnos$¢ dysmutazy nadtlenkowej,
szybkos¢ SPM w szczepie posiadajacym aktyw-
nos¢ SOD ulegta 2-krotnemu zmniejszeniu, co
wskazuje, ze nawet w takim szczepie (dziki dla
SOD) ilos¢ ponadtlenkujest wystarczajaca, aby
mogt on bra¢ udziat w SPM.

Nadtlenek wodoru ma najdtuzszy czas zycia
sposrod czagstek AOS i w zasadzie magtby dy-
fundowac z jednej komorki do drugiej. Jednak-
7e dodanie katalazy do medium z agarem wyda-
je sie nie mie¢ wptywu na redukcje SPM w
auksotrofach ochre. W rzeczywistosci szybkosé
SPM wydaje sie by¢ nawet wyzsza, ale tylko
dlatego, ze szybkos¢ utraty przezywalnosci jest
zredukowana (Bridges | wsp&laut. 1996). Tak
wiec, chociaz nadtlenek wodoru moze byc¢ przy-
czyng Smierci niektérych komorek, nie wydaje
sie zeby brat udziat przy powstawaniu SPM.
Zgodnym z tym jest fakt, ze mutacja w genie
rpoS, ktora inaktywuje czynnik transkiypcyjny
stacjonarnej fazy wzrostu (sigma-38), nie wy-
wiera wykrywalnego wptywu na poziom SPM
(Bridges i Timms 1998). Czynnik RpoS kontro-
luje indukcje kilku gendéw, ktorych produkty
biora udziat w protekcji przeciw uszkodzeniom
oksydacyjnym w komérkach nie dzielgcych sie

3A0S — ang. active oxygen species
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(AOS)3

(patrz praca przegladowa Eisenstark i wspo6t-
aut. 1996). Produkty tych genéw obejmujg pe-
roksydazy wodorowe i Il oraz biatka DSP, ktore
wyraznie tworzg niezwykle trwate kompleksy z
DNA (A1miron iwspé'taut. 1992) i zdecydowanie
chronig reszty guaniny przed uszkodzeniem
nadtlenkiem wodoru (Martinez i Kolter 1997).
Brak udziatu nadtlenku wodoru wptywa réw-
niez na pomniejszenie potencjalnej roli rodni-
kow hydroksylowych, ktérych wzrost moze on
powodawac.

Jedno z podej$¢ badawczych majgce na celu
stwierdzenie udziatu AOS polega na dodawaniu
specyficznych zmiataczy aktywnych form tlenu.
Niestety wiekszos¢ z nich po diuzszym czasie
wymaganym dla przeprowadzenia doswiadczen
z SPM albo jest metabolizowana, albo cytoto-
ksyczna. Wyjatek stanowi grupa karotenoidéw.
Geny produkujace karotenoidy z Erwina herbi-
cola zostaty sklonowane i wprowadzone do wie-
lu szczepow bakteryjnych, u ktorych SPM mo-
gltoby by¢ wynikiem tworzenia sie 8-o0ksyG.
Stwierdzono, ze jasno-pomaranczowe bakterie
wytwarzajgce karotenoidy majg o okoto potowe
mniejszg szybkos¢ SPM anizeli ich bezbarwne
formy rodzicielskie (Bridges i Timms 1998). Ka-
rotenoidy niewatpliwie sg dobrymi zmiataczami
singletowego tlenu in vitro (Burton i Ingold
1984), a takze wewnatrz bakterii dziataja bar-
dziej jako zmiatacze singletowego tlenu, niz
absorbenty wolnych rodnikéw (Tuveson i Sand-
mann 1993, Beckerpak i wpétaut. 1997). Geno-
toksycznos¢ singletowego tlenu zostata przed-
stawiona w pracach przeglagdowych (Piette
1990, Joenie i wplOtaut. 1991). Tlen singletowy
ma droge dyfuzji I-2p (Linding i Rogers 1981)
i potowiczny okres trwatosci okoto 10~6sekund,
w poréwnaniu do 10 9 sekund dla rodnikéw
hydroksylowych (Pryor 1986). Reaktywnos¢
karotenoidow jest jednak sprawg ztozona (patrz
np. artykut przeglgdowy Burton ilngoid 1984),
a ich specyficznos¢ do singletowego tlenu moze
nie by¢ absolutna. Mozna tak jednak sadzi¢,
gdyz dostepne dane to sugeruja, ze tlen single-
towy, podobniejak ponadtlenek, moze by¢ row-
nie wazny jesli chodzi o jego udziat w induko-
waniu SPM.
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INNE USZKODZENIA DNA

Dotychczas rozwazaliSmy uszkodzenia w
DNA, ktdre potencjalnie moga powodowac btedy
w kodowaniu. Jednakze wiele typow uszkodzen
nie wykazuja zadnych wiasciwosci kodujacych,
a kiedy znajdag sie na nici matrycowej, majg
tendencje do blokowania syntezy DNA. Z takimi
uszkodzeniami E. coli radzi sobie na drodze
dziatajgcej jako czes¢ systemu SOS. W og6lnym
ujeciu, mutacje jakie wtedy powstaja zalezg od
genéw umuC i umuD, ktére sg pod kontrolg
genéw recA i lexA (patrz praca przegladowa
Friedberga i wspd&laut. 1995). Poniewaz geny
SOS sa indukowane i zalezg od syntezy biatka,
jest sprawag oczywistg, ze nie moga one brac
udziatu w wielu badanych przypadkach SPM, a
szczegOlnie wtedy, kiedy wzrost bakterii jest
ograniczony na skutek braku wymaganego
aminokwasu. Tak wiec, jak mozna sie byto spo-
dziewaé, mutacje recA i lexA102 nie zmieniajg
SPM w szczepach E. coli WP2 (Bridges 1993).
| rzeczywiscie, systemem, w ktérym recA
wyraznie bierze udziat jest system FC40 (patrz
wyzej), powodujacy mutacje typu przesuniecia
ramki odczytu. Nie ma tojednak nic wspdlnego
z zalezng od SOS indukcjg umuDC, poniewaz
SPM nie zmienia sie w bakteriach z defektyw-
nym allelem genu umuC (Cairns i Foster 1991).
Nie mniej jednak, gdy w bakteriach WP2 w
wyniku mutacji recA441 i lexA (Def) system SOS
wyrazany bytw sposéb konstytutywny, w 3-ech
sposrod 4-ech doswiadczen badajacych rewer-
sje mutacji zaleznej od tryptofanu obserwowa-
no zwiekszenie szybkosci SPM (Bridges 1993).
Tak wiec, indukcja SOS nie byta konieczna, gdy
syntezabiatek byta ograniczona, ale gdy te ogra-
niczenia, dzieki uprzednim wytworzeniu biatek
RecA* i UmuD, zostaty usuniete, naprawa usz-
kodzenia przez system SOS mogta mie¢ swij
udziat w powstawaniu SPM.

Z pracy Taddei i wspoOtaut. (19550), w ktdrej
autorzy badali starzejace sie kolonie bakteryjne
na powierzchi ptytek agarowych widac
wyraznie, ze moze to by¢ odbiciem bardziej
0gllnego zjawiska. W starzejgcych sie komor-
kach zachodzit rozpad represora Cl faga lamb-
da, czemu towarzyszy zwiekszenie szybkosci

ZNACZENIE

Warunki w jakich komoérki spoczynkowe sg
badane, przynajmniej w odniesieniu do muta-
cji, sa takie, ze okreslenie ,spoczynkowe” moze

mutacji opornosci na rifampicyne. Obydwa pro-
cesy zalezaly od obecnos$ci cyklicznego AMP.
Obecnie istniejgjedynie ograniczone przestanki
sugerujace, ze procesy SOS dziatajgc na nieko-
dujace uszkodzenia DNA moga odgrywaé waz-
niejszg role w powstawaniu SPM anizeli sie
dotychczas o tym sadzito. Nalezatoby wiec opra-
cowac dodatkowe systemy, w ktérych procesy
te moglyby by¢ badane.

Jezeli uszkodzenia nie kodujace biorg udziat
w SPM, to powstaje pytanie jakie sg to uszko-
dzenia? Takimi oczywistymi kandydatami sg
miejsca apurynowe i apirymidynowe w DNA,
gdyzjestwiadomo, ze moga by¢ one wytwarzane
in vitro po dziataniu aktywnymi zwigzkami tle-
NU (Demple i Harrison 1994). Inne, wieksze
objetosciowo uszkodzenia, sg czesto usuwane
przez system naprawy wycinania nukleotydéw
(NER). Mutacje blokujace NER, takie jak uvrA
lub iivrB, na ogol nie miaty wcale, lub miaty
niewielki wpltyw, na szybkos¢ SPM (Foster
1992, Bridges 1993). Wyjatek stanowi donie-
sienie Hal1a (1995), stwierdzajace, ze szybkos¢
rewersji w warunkach gtodu tryptofanowego w
bakteriach trpA46 jest az 300-krotnie wyzsza,
gdy bakterie sg defektywne w NER. Sugerowa-
no, ze przyczyng tego moga by¢ uszkodzone
reszty adeniny lub tyminy, ktére sg naprawiane
przez system NER (Bridges 1996b), poniewaz
w warunkach wzrostu rewersja trpA46 zacho-
dzi niemal wytgcznie w miejscach A:T. W prze-
ciwienstwie do tych wynikow stwierdzilismy, ze
szybkos¢ SPM w bakteriach trpA23 defektyw-
nych w NER (ktore réwniez rewertujg w miej-
scach A:T) jest poréwnywalna z szybkoscig wy-
stepujacg w bakteriach trpA46 z nieuszkodzo-
nym systemem NER; ponadto, istnialy niezna-
czne réznice w szybkosci mutacji w bakteriach
trpA23 defektywnych w NER i w bakteriach
trpA23 Uvr+ (Bridges | Timms 1997 i dane nie-
publikowane). Chociaz nie bytoby w tym nic
dziwnego, gdyby w komérkach spoczynkowych
byly wytwarzane uszkodzenia podatne na sy-
stem naprawy NER, to niewatpliwie dla wyjas-
nienia tej sytuacji potrzebne jest wiecej do-
Swiadczen.

SYNTEZY DNA

by¢ mylace. Bakterie wchodzac w stan fazy
stacjonarnej i zmieniajg swéj metabolizm (Kol-
ter | wspétaut. 1993) na bardziej oszczedny,
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umozliwiajacy utrzymanie ich przy zyciu oraz,
co teraz jest jasne, umozliwiajagcy utworzenie
nowych genetycznych zr6znicowan, pomoc-
nych w odzyskaniu zdolnosci do wzrostu. W
wielu przypadkach liczba komoérek zwieksza
sie. Na przykiad, w systemie FC40, w wyniku
zanieczyszczen skiltadnikami pokarmowymi na
ptytkach agarowych, liczba bakterii czesto zwie-
ksza sie dwukrotnie. Taka sytuacja moze ist-
nie¢ nawet po dodaniu bakterii czyscicieli. Na-
tomiast przeciwnie, gdy auksotrofy pozbawione
wymaganych aminokwaséw sg wysiewane w
duzej gestosci (3 x 108/na ptytke), wtedy ilos¢
zywych bakterii moze przez kilka pierwszych
dni zmniejszac sie, ale przez nastepne dni znéw
wzrasta (Bridges 1995b).

Przy malej gestosci bakterii w szczepach
mutTobserwuje sie duze zwiekszenie szybkosci
powstawania SPM (Bridges 1996a). Poniewaz
bakterie te w wyniku inkorporacji 8-oksyGTP z
puli nukleotydowej do DNA majg wiasciwosci
mutatorowe (Maki i Sikiguchi 1992), stanowi to
primaJacie dowdd, ze w tych warunkach synte-
za DNA zachodzi bardziej intensywnie niz
uprzednio sadzono. W pézniejszej pracy ustalo-
no, ze przy gestosci bakterii okoto 107na plytke
wiele auksotroféw, w wyniku sladowych zanie-
czyszczen (Bridges i Ereira 1998) lub endogen-
nej pojemnosci metabolicznej (Timms i Bridges
1998), jest zdolnych do ulegania podziatom ko-
morkowym. Podzialy komoérkowe, moga by¢
zminimalizowane poprzez dodanie bakterii czy-
Scicieli, ale nawet wtedy efekt mutatorowy mutT
ciggle utrzymuje sie. Wskazuje to, ze synteza
DNA zachodzi nawet przy braku jakiegokolwiek
wzrostu catkowitej masy bakterii, a nawet w
okresie, gdy masa ich maleje. Jakakolwiek by-
taby natura tego obrotu DNA, wydaje sie on by¢
wystarczajacy do utrwalenia nowopowstaltej
mutacji.

Badania SPM w wielu bakteriach auksotro-
ficznych, réznigcych sie wrodzonym stopniem
szczelnosci (ang. leakness) mutacji, doprowa-
dzito do ogdélnych wnioskéw, ze mutacje ,Sciste”
nie wykazuja: lub w matym stopniu wykazuja,
SPM, podczas gdy nieszczelne wykazujg SPM
nawet wowczas gdy szybkos¢ SPM nie odnosi
sie bezposrednio do stopnia szczelnosci mutacji
(Jayaraman 1995, Galitski i Roth 1996). Synte-
za DNA zachodzgca w wyniku nieszczelnosci
mutacji, nawet jesli nie jest istotna dla SPM, to
jest jednak szeroko rozpowszechniona i z pew-
nosciag powoduje promowanie powstawania
SPM.

Jedng z konsekwencji wynikajacych z powy-
zszych faktéw jest to, ze poza uszkodzeniami
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DNA, btedy w replikacji, moga by¢ réwniez przy-
czyng SPM, a liczba tych btedéw moze w sposéb
oczywisty wzrosngé w wyniku indukcji przez
system SOS alleli mutatorowych, takich jak na
przykiad dinB (patrz Kim i wspétaut. 1997).
Fakt, ze SPM jest podwyzszona w wyniku mu-
tacji blokujacych kierowang metylem naprawe
btednych par zasad (Boe 1990, Foster i Cairns
1992, Reddy i Gowrishankar 1997) jest nie
tylko z tym zgodny, ale réwniez dowodzi, ze
korekcja btednych par zasad funkcjonuje efe-
ktywnie. Stanowi to dalsza, dobra przestanke
whniosku, ze w warunkach gtodzenia zachodzi
pétzachowawcza replikacja DNA. Podczas, gdy
ten dowdd to umozliwia, nie musi on oznaczac,
ze tak rzeczywiscie jest.

Aby dowiesc, ze bledy replikacyjne rzeczywi-
Scie biorg udziat w powstawaniu SPM, trzeba
bytoby wykaza¢, ze ich redukcja ponizej nor-
malnego poziomu spowoduje dalsza redukcje
SPM. Jak dotychczas, byto to wykazane tylko
dla systemu FC40 i stgd pochodza dwa prze-
konywujgce dowody. Pierwszy, ze nadprodu-
kcja biatek uczestniczacych w naprawie nie-
dopasowanych zasad w DNA redukuje wydaj-
nos¢ mutantéw spontanicznych powstajgcych
w komérkach znajdujacych sie w warunkach
selekcji (Foster i wsp&taut. 1995, 1996, Harris
i wspotaut. 1997b). Drugi, ze anty-mutatorowy
allel DNA polimerazy Ill, dnaE915 znacznie re-
dukuje szybkos¢ SPM zaréwno w dzikim, jak i
w pozbawionym naprawy btednie sparowanych
zasad szczepie FC40 (Foster i wspotaut. 1995,
Harris i wspOtaut. 1997a).

Reasumujac, wiekszosé istniejgcych dowo-
déw wskazuje na to, ze obr6t DNAw komoérkach
znajdujacych sie w fazie stacjonarnej jest istot-
nym czynnikiem dla wiekszosci typow SPM.
Jednakze, zaden z nich nie pozwala na odrzu-
cenie hipotezy, ze synteze DNA moze zapoczat-
kowac¢ btedna transkrypcja uszkodzonej zasady
(patrz Rebeck i Samson 1991, Foster i Cairns
1992, Bridges 1994) lub hipotezy, ze bledy
replikacyjne sg wynikiem uszkodzenia DNA.
Rzeczywistoscjest prawdopodobnie mieszaning
tych wszystkich mozliwosci.

Dziekuje Patrycji Foster, Carmen Pueyo i
Susan Rosenberg za udostepnienie ich nie-
opublikowanych prac, a Patrycji Foster za ko-
mentarze do tej pracy przegladowej.

C. J. skiada serdeczne podziekowania Pro-
fesorowi Bryn Bridges i Redakcji Mutation Re-
asearch za wyrazenie zgody na ttumaczenie i
przedruk tego artykutu.
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THE ROLE OF DNA DAMAGE IN STATIONARY PHASE (.ADAPTIVE”) MUTATION

Summary

The rate of mutation in non-growing (starved) bacteria
may be much higher than that in growing bacteria when
expressed per unit of DNA replication and the spectrum of
mutations is different. Often the mutations that are seen
are those that lead to a resumption ofgrowth. This has been
referred to as ,adaptive” or directed mutation although the
occurrence of mutations at other, non-advantageous, sites
has never been rigorously excluded. The present paper
reviews the evidence for the involvement of DNA damage in
the process of mutation in non-growing cells. Itis concluded
that endogenously produced mutagens including alkylating
agents and, particularly, active oxygen species are import-

ant. There is little direct evidence to support the notion that
the high mutation rate reflects a cellular attempt to generate
high variability under stressful conditions altough this
remains a formal possibility. However, many experiments
involve amino acid deprivation which would tend to prevent
induction of the SOS system and there is recent evidence
that SOS induction and the associated mutator activity may
occur under different conditions ofgrowth restriction. Strict
inhibition of growth seems to prevent ,adaptive” mutation
and the best response occurs when there is significant
residual growth and DNA synthesis.
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