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ROLA USZKODZEŃ W DNA PRZY POWSTAWANIU MUTACJI FAZY STACJONARNEJ
(.ADAPTACYJNYCH”)1

WSTĘP

W przyrodzie istnieje wiele sytuacji, w któ­
rych komórki nie dzielą się aktywnie. W rzeczy­
wistości może być tak, że znakomita większość 
komórek, żyjących wolno lub wchodzących w 
skład organizmów wielokomórkowych, przez 
dłuższy czas występuje w stanie „spoczynko­
wym”. Jest więc to dziwne, a nawet przewrotne, 
że prawie wszystkie doświadczenia nad muta- 
genezą były przeprowadzane na komórkach 
rosnących, a wyniki tych doświadczeń były uo­
gólniane i odnoszone do rzeczywistego świata 
ewolucji i karcynogenezy. Obecnie wiemy, że 
procesy mutagenne mogą istnieć w komórkach 
„spoczynkowych” i mogą być różne od tych, 
jakie zachodzą w tych samych komórkach, ale 
znajdujących się w stanie aktywnego wzrostu. 
Aktywnie rosnące komórki mają tę przewagę, że 
szybkość (ang. rate) mutacji na jednostkę czasu 
jest o wiele wyższa niż w komórkach w stanie 
spoczynkowym, co stanowi dużą korzyść dla 
eksperymentatora. Jednakże czas spędzony 
przez większość komórek w stanie spoczynko­
wym jest o wiele dłuższy, niż czas w jakim 
komórki są w stanie aktywnego wzrostu; tak 
więc w efekcie, nawet bardzo niska szybkość

mutacji na jednostkę czasu, może prowadzić do 
wysokiej częstości (ang. frequency) mutacji na 
komórkę.

Jest również zupełnie oczywiste, że równo­
waga między różnymi procesami biorącymi 
udział w mutagenezie, takimi jak uszkadzanie 
DNA, różne typy replikacji DNA, błędna i bez­
błędna naprawa DNA, aktywacja metaboliczna, 
czy detoksykacja (nie mówiąc o presji selekcyj­
nej), w komórkach spoczynkowych może być 
zupełnie inna. Jak dotychczas istnieje niewiele 
doniesień na ten temat odnoszących się do 
komórek ssaków, chociaż istnieją dowody in 
vivo które świadczą o występowaniu mutacji w 
nie dzielących się komórkach neuronów (Evans 
i współaut. 1995) i o występowaniu różnego 
wzoru aktywności mutatorowej w spoczynko­
wych i rosnących kulturach tkankowych (R i­
chards i współaut. 1997). Niniejsza praca prze­
glądowa omawia głównie różne drogi powstawa­
nia mutacji spontanicznych zachodzących w 
bakteriach w warunkach ograniczonego wzro­
stu, a takie warunki były stosowane w większo­
ści publikacji z tego zakresu.

MUTACJE ADAPTACYJNE

Dowody na istnienie mutacji spontanicz­
nych w komórkach spoczynkowych przedstawi­
li Ryan i współpracownicy około 40 lat temu po 
stwierdzeniu, że mutacje mogą powstawać w

bakteriach, które ani nie ulegają podziałom, ani 
nie zachodzi w nich w sposób wykrywalny syn­
teza kwasów nukleinowych (Ryan 1955, Ryan i 
współaut. 1961, 1963). Trzy dekady później

1 Tytuł oryginału: The role o f DNA damage in stationary phase („adaptive”) mutation. (Mutation Res. 408, 
1-9, 1998), tłumaczyła Celina Janion
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Cairns i współaut. (1988) oraz Hall  (1988) w 
ślad za wcześniejszą publikacją Shapiro  (1984), 
wykazali, że w bakteriach Escherichia coli hodo­
wanych na płytkach w warunkach, w których 
utworzenie kolonii byłoby możliwe tylko w wy­
niku mutacji (warunki selekcyjne), mutacje rze­
czywiście zachodziły w nieobecności zauważal­
nego wzrostu i jedynie te mutacje mogły być 
wykryte, które doprowadziły do odzyskania 
zdolności do wzrostu. Nie obserwawano wystę­
powania mutacji nieselekcyjnych. „Jest tak, jak 
gdyby komórki w fazie stacjonarnej ciągle pro­
dukowały zmiany w sekwencji, które zostają 
zachowane jeśli komórka zaczyna dzielić się, ale 
w innym przypadku, być może w wyniku de­
strukcji, naprawy sekwencji zmutowanej lub 
śmierci komórki, są one odrzucane” (Cairns i 
Foster 1991). Ten „adaptacyjny” aspekt muta­
cji okazał się być wysoce kontrowersyjny i spo- 
wodawał ożywienie badań w całym obszarze 
zagadnień związanych z mutacją komórek w 
fazie stacjonarnej. W zasadzie, chociaż nie ma 
powodów dla których bakterie nie miałyby mieć 
mechanizmu pozwalającego na utrwalenie tyl­
ko mutacji potencjalnie korzystnych, istnieje 
mało przekonywujących dowodów, że tak istot­
nie jest. Jak ostatnio wykazano najczęściej ba­
dany system okazał się być nieadaptacyjny i 
gdy zostaną zastosowane odpowiednie metody 
badawcze, można wówczas znaleźć wiele muta­
cji w miejscach nie ulegających selekcji (Foster 
1997, T orkelson  i współaut. 1997). (Jeszcze 
innym zarzutem do systemu o którym wspo­
mniano a który dotyczy bakterii E. coli FC40 
jest to, że bardziej odzwierciedla on metabolizm 
znajdującego się w komórce plazmidowego 
DNA, aniżeli chromosomalnego DNA bakterii, 
C. J.).

Istnieją dwa, przeciwstawne poglądy, co do 
umieszczenia mutacji adaptacyjnych w sche­
macie Natury. Niektórzy sądzą, że sens ewolu­
cyjny jest w tym, że jednokomórkowe organi­
zmy, gdy są w stresie i nie są zdolne do wzrostu,

mogą tworzyć różnorodność genetyczną w nad­
ziei, że utworzy się jakaś odmiana wykazująca 
przewagę selekcyjną. Inni wychodzą z założe­
nia, że większość dowodów wskazuje, że to 
uszkodzenia DNA akumulują się w nie dzielą­
cych się komórkach, a powstające mutacje są 
odpowiedzią komórki na to uszkodzenie. Ponie­
waż poglądy te nie są ustabilizowane, a zagad­
nienie jest przedmiotem dalszych prac, byłoby 
przedwczesnym opowiadanie się po którejś ze 
stron. Tym bardziej, że obydwa poglądy mogą 
być słuszne i wskazywać jedynie na różne aspe­
kty tego samego zjawiska. Jednym z celów tej 
pracy jest zastanowienie się w jakim stopniu 
powstawanie mutacji w komórkach nie dzielą­
cych się można przypisać uszkodzeniom w DNA 
i czy proces ten może funkcjonować w sposób 
adaptacyjny.

Ażeby uniknąć niejednoznaczności słowa 
„adaptacyjny”stosowano też inne określenia 
jak: mutacje indukowane selekcyjnie (co suge­
ruje mechanizm) lub połączone z głodzeniem 
(nie sugerujące mechanizmu). W pracy tej po­
wrócę do dawnej nazwy, mutacje fazy stacjo­
narnej (ang. stationary phase mutation, SPM) 
(Grigg i Stuckey 1966). Nazwa jest dość swo­
bodna, obejmuje różne badane systemy i nie 
wyklucza niskiego poziomu podziału komórek i 
obrotu DNA, które to w wielu przypadkach wy­
dają się zachodzić2 .

Jak wykazała Foster  (1993), jedną z właści­
wości SPM jest to, że szybkość mutacji na jed­
nostkę czasu w niektórych systemach jest wie­
lokrotnie wyższa aniżeli można byłoby się spo­
dziewać na podstawie ilości DNA i podziałów 
komórkowych. Przypuszczenia te oparte są na 
obserwacji, że szybkość mutacji w koloniach 
bakteryjnych połączona jest z replikacją DNA i 
na założeniu, że taka synteza DNA przebiega w 
całym genomie, a nie jest ograniczona do genu 
w którym obserwowane są mutacje. Innymi 
słowy, przypuszcza się, że SPM jest przejawem 
hipermutabilności komórki.

WSKAŹNIKI USZKODZENIA DNA

Wiemy dobrze, że spontaniczne uszkodze­
nia DNA zachodzą ciągle w wyniku degradacji 
termicznej i hydrolitycznej. Procesy metabo­
liczne przebiegające w komórkach także powo­

dują ciągłe pojawianie się różnorodnych związ­
ków o potencjalnych właściwościach uszkadza­
nia DNA. Słusznymi są więc rozważania czy 
takie uszkodzenia mogą być źródłem mutacji

2 Istnieje ogromna różnorodność w nazewnictwie tego typu mutacji, niektóre inne nazwy to mutacje Cairnsa , 
ukierunkowane (ang. directed), połączone z selekcją (ang. selection-induced mutation), lub z głodzeniem 
(ang. starvation-associated mutations), połączone ze stylem życia (ang. life-style associate mutations). Mimo 
wszelkich zastrzeżeń do tego terminu, najczęściej używaną nazwą nazwą jest jednak mutacja adaptacyjna: 
C. J.
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fazy stacjonarnej — SPM. Fakt, że SPM są 
zależne od czasu jest absolutnie zgodny z taką 
hipotezą. Już bardzo wcześnie stwierdzono, że 
mutacje fazy stacjonarnej powodujące rewersje 
od wymagania histydyny dla wzrostu — do 
prototrofii, były hamowane po podaniu kafeiny 
(Grigg i Stackey 1966). To doświadczenie było 
wykonane w celu sprawdzenia hipotezy czy pro­
cesy naprawy przeciwdziałają powstawaniu 
SPM. Kafeina była wtedy dobrze znana jako 
silny inhibitor naprawy nukleotydów poprzez 
ich wycinanie (ang. nucleotide excision repair, 
naprawa NER) i na tej podstawie spodziewano 
się, że szybkość SPM zostanie zwiększona. 
Otrzymano wynik przeciwny. Przemawiało to za 
tym, że uszkodzenia, które w tym systemie nie 
były wycinane, nie były powodem SPM. Kafeina, 
jak zostało to w późniejszym czasie wyjaśnione, 
jest również zdolna do częściowej inhibicji post- 
replikacyjnej drogi naprawy, na której produkty

działania promieniowania ultrafioletowego po­
wodują mutacje (W itkin  i Farquharson  1969). 
Istnieje więc możliwość, że SPM i mutageneza 
indukowana promieniowaniem ultrafioleto­
wym mają wspólny etap wrażliwy na działanie 
kafeiny.

W dalszym ciągu badań dla sprawdzenia 
hipotezy czy uszkodzenie DNA jest odpowie­
dzialne za mutacje SPM, stosowano trzy podej­
ścia: (i) charakteryzowano typy indukowanych 
mutacji; (ii) sprawdzano czy defekty na drodze 
zapobiegania uszkodzeniom DNA lub ich na­
prawy zwiększają szybkość SPM (co wskazuje 
czy odpowiednie uszkodzenie może prowadzić 
do SPM oraz (iii) sprawdzano czy nadprodukcja 
białek, które biorą udział w zapobieganiu lub 
naprawie DNA, redukuje SPM (co świadczy, że 
dane uszkodzenie bierze prawdopodobnie 
udział w powstawaniu SPM).

SYSTEM FC40

Prace o najszerszym zakresie i przypusz­
czalnie najbardziej stymulujące, chociaż nie ko­
niecznie najbardziej typowe, dotyczą szczepu E. 
coli FC40. Szczep ten zawiera w chromosomie 
delecje w rejonie genu lac i niesie na epizomie 
F’ allel genu lacI33, który poprzez delecje jedne­
go z nukleotydów (mutacja typu przesunięcia 
ramki odczytu -1) występujących w krótkiej, 
powtarzającej się sekwencji G, ulega rewersji do 
Lac+ . Bakterie, po inkubacji na płytkach mini­
malnych rewertują do Lac+w sposób zależny od 
czasu (Cairns i Foster  1991). Ten szczególny 
system różni się od wszystkich dotąd stosowa­
nych tym, że SPM zależy od funkcjonalnych 
genów recA,B,C (Cairns i Foster  1991, Harris 
i współaut. 1994) i od potencji seksualnej ba­
kterii (Foster i T rimarchi 1995, Radicella  i 
współaut. 1995, Galitski i Roth 1995). Oznacza 
to, że wymaga on aktywności konjugacyjnej 
syntezy DNA (chociaż sam proces konjugacji nie 
jest konieczny). Gdy lacI33 jest na chromozo- 
mie, a nie na plazmidzie F’, SPM zachodzi w 
tempie o wiele wolniejszym i wtedy nie jest 
uzależniona od obecności genu recA. System 
ten został już opisany (Rosenberg  1996, Fo­
ster 1998) i w tej pracy nie będzie szczegółowo 
rozważany.

Istnieją jednak dwa aspekty związane z tym 
systemem, które zasługują na szczególną uwa­
gę. W dwóch ostatnich publikacjach (Foster 
1997, T orkelson  i współaut. 1997) wykazano, 
że w warunkach selekcji laktozą mutacja zacho­
dzi w wielu innych genach poza genem lac

(chociaż nie we wszystkich). Pośrednie dowody 
wykazują, że te mutacje wydają się tworzyć w 
niewielkiej sub-populacji komórek o wysokiej 
mutabilności, u których DNA ulega aktywnej 
rekombinacji. Mutacjami były albo przesunię­
cia ramki odczytu (-1), albo nie scharakteryzo­
wane mutacje, które mogą obejmować zarówno 
przesunięcia ramki odczytu, jak.i małe delecje. 
Nie obserwowano żadnych mutacji w genie 
rpoB, który mutuje i staje się oporny na rifam- 
picynę tylko w wyniku mutacji typu podstawie­
nia par zasad (Foster  1994). Pomysł, że tylko 
mała sub-populacja może ulegać mutacji jest 
ważny, gdy rozpatrywane są mutacje fazy spo­
czynkowej. Po raz pierwszy wprowadził go Hall 
(1990), który zaproponował, że w komórkach 
krańcowo chorych w wyniku głodzenia mógłby 
zostać zaindukowany przejściowy stan nad- 
mutagenności. Gdyby powstała mutacja korzy­
stna, to zaistniałaby ona jako mutacja adapta­
cyjna, w przeciwnym przypadku komórka mu­
siałaby zginąć. Podczas gdy ostatnie ekspery­
menty z bakteriami FC40 wskazują, na istnie­
nie frakcji populacji w stanie hypermutabilno- 
ści, fakt ten nie znaczy, że jeśli mutacja nie jest 
korzystna to musi nastąpić śmierć komórki.

Innym aspektem systemu FC40, o którym 
powinno się wspomnieć jest to, że może on 
wymagać do zapoczątkowania procesu indukcji 
mutacji uszkodzonego DNA. Modele rekom- 
binacyjne, takie jak opisane przez grupy Rosen­
berg i Fo ster , wymagają wolnych końców w 
dupleksowym DNA i, jak sugerowano, takie
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zakończenia w rzeczywistości mogą stanowić 
dwuniciowe pęknięcia w DNA (Harris i współ- 
aut. 1994). Jednym z możliwych ich źródeł 
mogły być spontaniczne uszkodzenia DNA po­
jawiające się w wyniku działania mutagenów 
egzogennych (Demple  i Harrison  1994). Ta

sprawa zasługuje na dalsze badania, szczegól­
nie, gdy stwierdzono, że tlen singletowy w poje- 
dyńczo-łańcuchowym, fagowym DNA wywołuje 
przeważnie mutacje typu przesunięcia ramki 
odczytu, -G (Van  De r Ekker  i współaut. 1994).

ENDOGENNE CZYNNIKI ALKILUJĄCE

Istnieje kilka endogennych czynników o po­
tencjalnych zdolnościach do alkilacji takim naj­
bardziej oczywistym jest S-adenozylometioni- 
na. Pod uwagę należy brać również rodniki 
alkilowe powstające w procesie utleniania lipi­
dów oraz endogennie nitrozowane amidy. Naj­
silniejszymi mutagenami są te, które alkilują 
tlen w pozycji 0-6 guaniny lub 0-4 tyminy, 
ponieważ tak alkilowane zasady podczas repli­
kacji DNA są zdolne spowodować błędy w kodo­
waniu i tworzyć mutacje typu tranzycji. Komór­
ki są dobrze wyposażone w alkilotransferazy, 
produkty genów ada i ogt, które w reakcji ste- 
chiometrycznej i samobójczej, usuwają grupy 
alkilowe. Unieszkodliwienie któregokolwiek z 
tych genów ma niewielki lub żaden wpływ na 
SPM, ale inaktywacja obydwu wywołuje u ko­
mórek głodzonych, ale nie komórek w fazie 
wzrostu, efekt fenotypu mutatorowego (Rebeck  
i Samson  1991, Foster  i Cairns 1992, V idal i 
współaut. 1998). W doświadczeniach z użyciem 
testowych szczepów Cupples i Millera, u któ­
rych zdolność do fermentacji laktozy zależy od 
specyficznej mutacji na epizomie F’ (Cupples i 
M iller 1989) wykazano, że mutacje produko­
wane w szczepach cudo. ogt powstają głównie 
poprzez tranzycje G do A, czego należałoby się 
spodziewać w przypadku alkilacji 0-6G (Foster 
i Cairns 1992).

Rebeck i Samson  (1991) w pracy, która pra­
wdopodobnie jako pierwsza wskazuje na udział 
uszkodzenia DNA przy powstawaniu SPM, do­
szli do wniosku, że w komórkach nie dzielących 
się istnieje czynnik, który powoduje powstawa­
nie O-6-alkiloguaniny i O-4-alkilotyminy. Na­
stępnie zwrócili uwagę, że gdy taka alkilacja 
spowoduje nieprawidłową transkrypcję, a pro­
dukt transkryptu umożliwi wzrost komórki, to 
taka mutacja zostanie utrwalona. W zasadzie 
może to być słuszne, jednakże Foster  i Cairns 
(1992) zauważyli, że w szczepie wykazującym 
tranzycje G do A, reszta G jest na nici nietrans- 
krybowanej, tak więc utrwalenie mutacji musi 
nastąpić później, czyli po syntezie DNA, co w 
tych warunkach przypuszczalnie jest przypad­
kiem rzadkim (ale patrz rozdział: „Znaczenie

syntezy DNA” str. 299). Ostatnio V idal i współ­
aut. (1998) nie stwierdzili, aby w mutantach 
bakteryjnych ada ogt w warunkach SPM na­
stępowało przesunięcie mutacji na jedną nić 
DNA, co wskazywałoby, że uszkodzenia na nici 
transkrybowanej nie powodują preferencji do 
mutacji.

Widmo mutacji typu podstawienia zasad w 
mutantach ada ogt, jak wykazali Mackey  i 
współaut. (1994), zawiera wiele zmian, a w tym 
tranzycje A do G, transwersje G do C, A do C 
oraz A do T, czego nie należałoby się spodziewać 
po działaniu prostych czynników metylujących 
lub etylujących. Transwersje mają tendencje do 
pojawiania się na płytkach SPM w późniejszym 
okresie inkubacji. Ostatnio doniesiono, że znie­
sienie NER poprzez mutację w genie uvrB zwię­
ksza tempo SPM w szczepach ada ogt o 70%, a 
rozmieszczenie miejsc tranzycji G do A było 
podobne do tych, jakie uzyskuje się poprzez 
działanie czynnikami prowadzącymi do otrzy­
mania adduktów propylo, butylowych lub chlo- 
roetylowych, co przemawia, że tego typu uszko­
dzenia, powodujące znaczne zwiększenie obję­
tości uszkodzonej zasady, biorą udział w po­
wstawaniu SPM (V idal i współaut. 1998). Dal­
szym kluczem do zrozumienia mechanizmu po­
wstawania SPM była obserwacja Taverna  i 
Sedgw ick (1996), że w bakteriach moa, u któ­
rych został uszkodzony proces nitrozacji ami­
dów i związków pokrewnych, większość SPM 
zostaje zniesiona. Autorzy sugerują, że wytwa­
rzanie przez bakterie związki nitrozowe, a nie 
S-adenozylometionina, są odpowiedzialne za 
powstawanie SPM w szczepach ada og t.

Jest sprawą oczywistą, że endogenne czyn­
niki alkilujące mogą prowadzić do mutacji ba­
kterii w fazie stacjonarnej, ale czy rzeczywiście 
ma to miejsce? Komórki szczepu dzikiego wypo­
sażone są w enzymy NER i transferazy grup 
alkilowych: wszystkie te enzymy wydają się być 
aktywne w komórkach głodzonych i obecnie nie 
ma dowodów na to, że znaczna części alkilowa- 
nych zasad unika ich działania. Jeśli tak jest, 
to najprawdopodobniej dzieje się to po wyczer­
paniu puli transferaz (V idal i współaut 1998).



PRODUKTY UTLENIENIA GUANINY

Doniesienie Rebeck  i Samson  (1991), że al- 
kilacja może doprowadzić do mutacji u bakterii 
w fazie stacjonarnej ukazałó się po stwierdze­
niu, że SPM w szczepie WP2 ochrę, wymagaj ą- 
cym do wzrostu tryptofanu, nie ulegały zmia­
nom po podstawieniu kilku uszkodzonych ge­
nów uwikłanych w naprawę DNA, takich jak 
umuC122, lexA102, polAl i trzech defektyw- 
nych alleli genu recA (Bridges 1994). Sugero­
wało to, że SPM w tym systemie mogło być 
wynikiem pojawiania się niezbyt wielkich usz­
kodzeń, które prowadziły do zmian w specyficz­
ności parowania par zasad. Jednak mutanty 
jakie powstawały nie były mutantami szybko 
rosnącymi, takimi jak rewertanty supresorowe 
tRNA, czy prawdziwe reweranty genowe, jakie 
otrzymuje się w rosnących kulturach tego 
szczepu, ale były to mutanty wolno rosnące. 
Podobne, wolno rosnące supresororowe mutan­
ty otrzymano i w innych szczepach ochre (Prival 
i Cebula  1992, Bridges 1994). Ponieważ trans- 
wersja w pozycjach AT i wszystkie tranzycje 
prowadzą do otrzymania szybko rosnących re- 
wertantów, te które rosną wolno mogą zawierać 
transwersje w miejscach GC (Bridges 1994).

Ten ostatni wniosek był zgodny z wynikami 
doświadczeń na szczepach testowych opraco­
wanych przez Cupples i M illera  (1989). Stwier­
dzono, że transwersje G do T powstawały ze 
znacznie większą szybkością, niż inne mutacyj­
ne zmiany zasad (Ha ll  1991, Mackay i współ­
aut. 1994). Przewagę transwersji G doT obser­
wowano wśród mutantów SPM (ale nie wśród 
mutantów fazy wzrostu) u Pseudomonas putida 
(Kasak  i współaut 1997).

Już wiele lat wcześniej stwierdzono, że 
transwersje G do T akumulujące się u faga T4 
przechowywanego poza komórkami bakteryjny­
mi w temperaturze 37°C, prawdopodobnie po­
wstają w wyniku uszkodzenia zasad, które na­
gromadzają się w czasie przechowywania (Dra­
ke 1966, Baltz  i współaut. 1976, B ingham  i 
współaut. 1976, Kricker  i Drake 1990). Obec­
nie szeroko akceptowany jest pogląd (Drake , 
informacja ustna), że uszkodzoną zasadą jest 
produkt utlenienia guaniny, najprawdopodob­
niej 8-oksy-dihydrodeoksyguanina (8-oksyG). 
Jest to powszechnie znana modyfikacja, która 
zachodzi w wielu organizmach i jest powiązana 
z procesami starzenia się i karcynogenezy (Ames 
i Gold 1991, Shigenaga  i współaut. 1994),

8-oksyG jest podatna na błędy odczytu w czasie 
replikacji (Kuchino  i współaut. 1987), co często 
powoduje włączenie adeniny zamiast cytozyny 
(W ood i współaut. 1990, Shibutani i współaut. 
1991, M oriya i Grollman  1993, Cheng  i współ­
aut. 1992) i prowadzi do transwersji G do T.

Obecnie stało się jasne, że 8-oksyG rzeczy­
wiście może prowadzić do mutacji w bakteriach 
głodzonych, gdyż szybkość mutacji SPM jest 
nieco podwyższona w mutantach bakteryjnych 
mutM, znacznie zwiększona w mutantach mutY, 
i bardzo znacznie zwiększona w podwójnym 
mutancie mutM mutY (Bridges 1995a, Brid­
ges i współaut. 1996). Białka MutY i MutM są 
glikozylazami, enzymami specyficznie usuwają­
cymi adeninę błędnie sparowaną z 8-oksyG, 
względnie 8-oksyG sparowaną z cytozyną. Nad­
produkcja tych białek, gdy ich geny umieszczo­
ne są na plazmidach multikopijnych, redukuje 
szybkość SPM do około połowy; wskazuje to, że 
8-oksyG jest faktycznie wytwarzana i bierze 
udział w SPM, gdy enzymy te są obecne w 
normalnych ilościach.

Zaskoczeniem dla badaczy było, że wśród 
rewerantów SPM trpA23 występują nie tylko 
spodziewane transwersje G do T, ale też, i to w 
wysokiej proporcji, małe delecje nie zmieniające 
odczytu dalszych ramek, które ze względu na 
istniejący skręt w strukturze białka TrpA, po­
zwalały na wytworzenie się aktywnego enzymu 
(Bridges i T imms 1997). Sugerowało to, że dele­
cje te mogłyby być zapoczątkowane obecnością 
błędnych par zasad 8-oksyG: A. Dalsze badania 
wykazały, że delecje pojawiają się z wysoką 
częstością wśród mutantów SPM, w szczepach 
z uszkodzonym, kierowanym metylem syste­
mem korekcyjnym, naprawiającym błędnie 
sparowane pary zasad (ang. methyl-directed 
mismatch correction) u których spodziewa się 
występowania niedopasowanych par zasad w 
DNA. Ponieważ te małe „in frame” delecje, nie 
zmieniające ramek odczytu dalszych kodonów, 
nie były wykrywane u mutantów powstających 
w bakteriach rosnących, wydaje się prawdopo­
dobne, że w komórkach głodzonych drogi na­
prawy atakujące błędne pary zasad prowadzą 
do delecji. Wystąpienie takiego procesu może 
być przypadkiem dość rzadkim, maskowanym 
przez inne procesy zachodzące w komórkach 
rosnących, ale ujawniają się w komórkach gło­
dzonych kiedy okres życia komórki jest dłuższy.
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AKTYWNE RODZAJE TLENU (AOS)3

Zupełnie odrębny dowód wskazujący na 
udział 8-oksyG pochodzi z obserwacji, że po­
ziom SPM w szczepie his ochrę w warunkach 
anaerobowych ulegał obniżeniu (Benov  i Frido- 
VICH 1996), cojest zgodne z udziałem AOS w tym 
procesie. Brak jednak wyraźnych przesłanek 
wskazujących na formę aktywnego tlenu biorą­
cego udział w powstawaniu 8-oksyG. Aktywne 
związki tlenowe takie jak ponadtlenek, nadtle­
nek wodoru i rodnik hydroksylowy łączy sieć 
relacji chemicznych. Tlen singletowy znajduje 
się poza tą grupą, gdyż nie jest wolnym rodni­
kiem. Wszystkie te związki, w różnych warun­
kach, są w stanie generować 8-oksyG. Brak 
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) znacznie 
podwyższa szybkość SPM w szczepie his ochrę 
(Benov  i Fridovich 1996). Ponieważ SOD kata­
lizuje wytwarzanie tlenu i nadtlenku wodoru z 
ponadtlenku, wskazuje to, że nadtlenek wodoru 
jest o wiele mniej aktywny niż ponadtlenek. 
Ponadto, gdy dodaje się mangano-porfirynę, 
która ma aktywność dysmutazy nadtlenkowej, 
szybkość SPM w szczepie posiadającym aktyw­
ność SOD uległa 2-krotnemu zmniejszeniu, co 
wskazuje, że nawet w takim szczepie (dziki dla 
SOD) ilość ponadtlenku jest wystarczająca, aby 
mógł on brać udział w SPM.

Nadtlenek wodoru ma najdłuższy czas życia 
spośród cząstek AOS i w zasadzie mógłby dy- 
fundować z jednej komórki do drugiej. Jednak­
że dodanie katalazy do medium z agarem wyda­
je się nie mieć wpływu na redukcję SPM w 
auksotrofach ochrę. W rzeczywistości szybkość 
SPM wydaje się być nawet wyższa, ale tylko 
dlatego, że szybkość utraty przeżywalności jest 
zredukowana (Bridges i współaut. 1996). Tak 
więc, chociaż nadtlenek wodoru może być przy­
czyną śmierci niektórych komórek, nie wydaje 
się żeby brał udział przy powstawaniu SPM. 
Zgodnym z tym jest fakt, że mutacja w genie 
rpoS, która inaktywuje czynnik transkiypcyjny 
stacjonarnej fazy wzrostu (sigma-38), nie wy­
wiera wykrywalnego wpływu na poziom SPM 
(Bridges i T imms 1998). Czynnik RpoS kontro­
luje indukcje kilku genów, których produkty 
biorą udział w protekcji przeciw uszkodzeniom 
oksydacyjnym w komórkach nie dzielących się

(patrz praca przeglądowa E isenstark  i współ­
aut. 1996). Produkty tych genów obejmują pe- 
roksydazy wodorowe I i II oraz białka DSP, które 
wyraźnie tworzą niezwykle trwałe kompleksy z 
DNA (Almiron i wspó'łaut. 1992) i zdecydowanie 
chronią reszty guaniny przed uszkodzeniem 
nadtlenkiem wodoru (Martin ez  i K olter  1997). 
Brak udziału nadtlenku wodoru wpływa rów­
nież na pomniejszenie potencjalnej roli rodni­
ków hydroksylowych, których wzrost może on 
powodawać.

Jedno z podejść badawczych mające na celu 
stwierdzenie udziału AOS polega na dodawaniu 
specyficznych zmiataczy aktywnych form tlenu. 
Niestety większość z nich po dłuższym czasie 
wymaganym dla przeprowadzenia doświadczeń 
z SPM albo jest metabolizowana, albo cytoto- 
ksyczna. Wyjątek stanowi grupa karotenoidów. 
Geny produkujące karotenoidy z Erwina herbi- 
cola zostały sklonowane i wprowadzone do wie­
lu szczepów bakteryjnych, u których SPM mo­
głoby być wynikiem tworzenia się 8-oksyG. 
Stwierdzono, że jasno-pomarańczowe bakterie 
wytwarzające karotenoidy mają o około połowę 
mniejszą szybkość SPM aniżeli ich bezbarwne 
formy rodzicielskie (Bridges i T imms 1998). Ka­
rotenoidy niewątpliwie są dobrymi zmiataczami 
singletowego tlenu in vitro (Burton  i Ingold 
1984), a także wewnątrz bakterii działają bar­
dziej jako zmiatacze singletowego tlenu, niż 
absorbenty wolnych rodników (Tuveson  i Sand- 
mann  1993, Beckerpak  i wpółaut. 1997). Geno- 
toksyczność singletowego tlenu została przed­
stawiona w pracach przeglądowych (Piette 
1990, J oenie i wpółaut. 1991). Tlen singletowy 
ma drogę dyfuzji l-2p (Linding  i Rogers 1981) 
i połowiczny okres trwałości około 10~6 sekund, 
w porównaniu do 10 9 sekund dla rodników 
hydroksylowych (Pryor  1986). Reaktywność 
karotenoidów jest jednak sprawą złożoną (patrz 
np. artykuł przeglądowy Burton  i Ingold  1984), 
a ich specyficzność do singletowego tlenu może 
nie być absolutna. Można tak jednak sądzić, 
gdyż dostępne dane to sugerują, że tlen single­
towy, podobnie jak ponadtlenek, może być rów­
nie ważny jeśli chodzi o jego udział w induko­
waniu SPM.

3AOS — ang. active oxygen species
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INNE USZKODZENIA DNA

Dotychczas rozważaliśmy uszkodzenia w 
DNA, które potencjalnie mogą powodować błędy 
w kodowaniu. Jednakże wiele typów uszkodzeń 
nie wykazują żadnych właściwości kodujących, 
a kiedy znajdą się na nici matrycowej, mają 
tendencje do blokowania syntezy DNA. Z takimi 
uszkodzeniami E. coli radzi sobie na drodze 
działającej jako część systemu SOS. W ogólnym 
ujęciu, mutacje jakie wtedy powstają zależą od 
genów umuC i umuD, które są pod kontrolą 
genów recA i lexA (patrz praca przeglądowa 
Friedberga i współaut. 1995). Ponieważ geny 
SOS są indukowane i zależą od syntezy białka, 
jest sprawą oczywistą, że nie mogą one brać 
udziału w wielu badanych przypadkach SPM, a 
szczególnie wtedy, kiedy wzrost bakterii jest 
ograniczony na skutek braku wymaganego 
aminokwasu. Tak więc, jak można się było spo­
dziewać, mutacje recA i lexA102 nie zmieniają 
SPM w  szczepach E. coli WP2 (Bridges 1993). 
I rzeczywiście, systemem, w którym recA 
wyraźnie bierze udział jest system FC40 (patrz 
wyżej), powodujący mutacje typu przesunięcia 
ramki odczytu. Nie ma to jednak nic wspólnego 
z zależną od SOS indukcją umuDC, ponieważ 
SPM nie zmienia się 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 
wyrażany był w sposób konstytutywny, w 3-ech 
spośród 4-ech doświadczeń badających rewer­
sję mutacji zależnej od tryptofanu obserwowa­
no zwiększenie szybkości SPM (Bridges 1993). 
Tak więc, indukcja SOS nie była konieczna, gdy 
synteza białek była ograniczona, ale gdy te ogra­
niczenia, dzięki uprzednim wytworzeniu białek 
RecA* i UmuD, zostały usunięte, naprawa usz­
kodzenia przez system SOS mogła mieć swój 
udział w powstawaniu SPM.

Z pracy T addei i współaut. (19550), w której 
autorzy badali starzejące się kolonie bakteryjne 
na powierzchi płytek agarowych widać 
wyraźnie, że może to być odbiciem bardziej 
ogólnego zjawiska. W starzejących się komór­
kach zachodził rozpad represora CI faga lamb­
da, czemu towarzyszy zwiększenie szybkości

mutacji oporności na rifampicynę. Obydwa pro­
cesy zależały od obecności cyklicznego AMP. 
Obecnie istnieją jedynie ograniczone przesłanki 
sugerujące, że procesy SOS działając na nieko- 
dujące uszkodzenia DNA mogą odgrywać waż­
niejszą rolę w powstawaniu SPM aniżeli się 
dotychczas o tym sądziło. Należałoby więc opra­
cować dodatkowe systemy, w których procesy 
te mogłyby być badane.

Jeżeli uszkodzenia nie kodujące biorą udział 
w SPM, to powstaje pytanie jakie są to uszko­
dzenia? Takimi oczywistymi kandydatami są 
miejsca apurynowe i apirymidynowe w DNA, 
gdyż jest wiadomo, że mogą być one wytwarzane 
in vitro po działaniu aktywnymi związkami tle­
nu (Demple  i Harrison  1994). Inne, większe 
objętościowo uszkodzenia, są często usuwane 
przez system naprawy wycinania nukleotydów 
(NER). Mutacje blokujące NER, takie jak uvrA 
lub iivrB, na ogól nie miały wcale, lub miały 
niewielki wpływ, na szybkość SPM (Foster 
1992, Bridges 1993). Wyjątek stanowi donie­
sienie Halla  (1995), stwierdzające, że szybkość 
rewersji w warunkach głodu tryptofanowego w 
bakteriach trpA46 jest aż 300-krotnie wyższa, 
gdy bakterie są defektywne w NER. Sugerowa­
no, że przyczyną tego mogą być uszkodzone 
reszty adeniny lub tyminy, które są naprawiane 
przez system NER (Bridges 1996b), ponieważ 
w warunkach wzrostu rewersja trpA46 zacho­
dzi niemal wyłącznie w miejscach A:T. W prze­
ciwieństwie do tych wyników stwierdziliśmy, że 
szybkość SPM w bakteriach trpA23 defektyw- 
nych w NER (które również rewertują w miej­
scach A:T) jest porównywalna z szybkością wy­
stępującą w bakteriach trpA46 z nieuszkodzo­
nym systemem NER; ponadto, istniały niezna­
czne różnice w szybkości mutacji w bakteriach 
trpA23 defektywnych w NER i w bakteriach 
trpA23 Uvr+ (Bridges i T imms 1997 i dane nie­
publikowane). Chociaż nie byłoby w tym nic 
dziwnego, gdyby w komórkach spoczynkowych 
były wytwarzane uszkodzenia podatne na sy­
stem naprawy NER, to niewątpliwie dla wyjaś­
nienia tej sytuacji potrzebne jest więcej do­
świadczeń.

ZNACZENIE SYNTEZY DNA

Warunki w jakich komórki spoczynkowe są 
badane, przynajmniej w odniesieniu do muta­
cji, są takie, że określenie „spoczynkowe” może

być mylące. Bakterie wchodząc w stan fazy 
stacjonarnej i zmieniają swój metabolizm (Kol- 
te r  i współaut. 1993) na bardziej oszczędny,
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umożliwiający utrzymanie ich przy życiu oraz, 
co teraz jest jasne, umożliwiający utworzenie 
nowych genetycznych zróżnicowań, pomoc­
nych w odzyskaniu zdolności do wzrostu. W 
wielu przypadkach liczba komórek zwiększa 
się. Na przykład, w systemie FC40, w wyniku 
zanieczyszczeń składnikami pokarmowymi na 
płytkach agarowych, liczba bakterii często zwię­
ksza się dwukrotnie. Taka sytuacja może ist­
nieć nawet po dodaniu bakterii czyścicieli. Na­
tomiast przeciwnie, gdy auksotrofy pozbawione 
wymaganych aminokwasów są wysiewane w 
dużej gęstości (3 x 108/na płytkę), wtedy ilość 
żywych bakterii może przez kilka pierwszych 
dni zmniejszać się, ale przez następne dni znów 
wzrasta (Bridges 1995b).

Przy małej gęstości bakterii w szczepach 
mutTobserwuje się duże zwiększenie szybkości 
powstawania SPM (Bridges 1996a). Ponieważ 
bakterie te w wyniku inkorporacji 8-oksyGTP z 
puli nukleotydowej do DNA mają właściwości 
mutatorowe (Maki i S ikiguchi 1992), stanowi to 
prima Jacie dowód, że w tych warunkach synte­
za DNA zachodzi bardziej intensywnie niż 
uprzednio sądzono. W późniejszej pracy ustalo­
no, że przy gęstości bakterii około 107 na płytkę 
wiele auksotrofów, w wyniku śladowych zanie­
czyszczeń (Bridges i Ereira 1998) lub endogen­
nej pojemności metabolicznej (T imms i Bridges

1998), jest zdolnych do ulegania podziałom ko­
mórkowym. Podziały komórkowe, mogą być 
zminimalizowane poprzez dodanie bakterii czy­
ścicieli, ale nawet wtedy efekt mutatorowy mutT 
ciągle utrzymuje się. Wskazuje to, że synteza 
DNA zachodzi nawet przy braku jakiegokolwiek 
wzrostu całkowitej masy bakterii, a nawet w 
okresie, gdy masa ich maleje. Jakakolwiek by­
łaby natura tego obrotu DNA, wydaje się on być 
wystarczający do utrwalenia nowopowstałej 
mutacji.

Badania SPM w wielu bakteriach auksotro- 
ficznych, różniących się wrodzonym stopniem 
szczelności (ang. leakness) mutacji, doprowa­
dziło do ogólnych wniosków, że mutacje „ścisłe” 
nie wykazują: lub w małym stopniu wykazują, 
SPM, podczas gdy nieszczelne wykazują SPM 
nawet wówczas gdy szybkość SPM nie odnosi 
się bezpośrednio do stopnia szczelności mutacji 
(Jayaraman 1995, Galitski i Roth 1996). Synte­
za DNA zachodząca w wyniku nieszczelności 
mutacji, nawet jeśli nie jest istotna dla SPM, to 
jest jednak szeroko rozpowszechniona i z pew­
nością powoduje promowanie powstawania 
SPM.

Jedną z konsekwencji wynikających z powy­
ższych faktów jest to, że poza uszkodzeniami

DNA, błędy w replikacji, mogą być również przy­
czyną SPM, a liczba tych błędów może w sposób 
oczywisty wzrosnąć w wyniku indukcji przez 
system SOS alleli mutatorowych, takich jak na 
przykład dinB (patrz Kim i współaut. 1997). 
Fakt, że SPM jest podwyższona w wyniku mu­
tacji blokujących kierowaną metylem naprawę 
błędnych par zasad (Boe 1990, Foster  i Cairns 
1992, Reddy i Gow rishankar  1997) jest nie 
tylko z tym zgodny, ale również dowodzi, że 
korekcja błędnych par zasad funkcjonuje efe­
ktywnie. Stanowi to dalszą, dobrą przesłankę 
wniosku, że w warunkach głodzenia zachodzi 
półzachowawcza replikacja DNA. Podczas, gdy 
ten dowód to umożliwia, nie musi on oznaczać, 
że tak rzeczywiście jest.

Aby dowieść, że błędy replikacyjne rzeczywi­
ście biorą udział w powstawaniu SPM, trzeba 
byłoby wykazać, że ich redukcja poniżej nor­
malnego poziomu spowoduje dalszą redukcje 
SPM. Jak dotychczas, było to wykazane tylko 
dla systemu FC40 i stąd pochodzą dwa prze­
konywujące dowody. Pierwszy, że nadprodu­
kcja białek uczestniczących w naprawie nie­
dopasowanych zasad w DNA redukuje wydaj­
ność mutantów spontanicznych powstających 
w komórkach znajdujących się w warunkach 
selekcji (Foster  i współaut. 1995, 1996, Harris 
i współaut. 1997b). Drugi, że anty-mutatorowy 
allel DNA polimerazy III, dnaE915 znacznie re­
dukuje szybkość SPM zarówno w dzikim, jak i 
w pozbawionym naprawy błędnie sparowanych 
zasad szczepie FC40 (Foster  i współaut. 1995, 
Harris i współaut. 1997a).

Reasumując, większość istniejących dowo­
dów wskazuje na to, że obrót DNA w komórkach 
znajdujących się w fazie stacjonarnej jest istot­
nym czynnikiem dla większości typów SPM. 
Jednakże, żaden z nich nie pozwala na odrzu­
cenie hipotezy, że syntezę DNA może zapocząt­
kować błędna transkrypcja uszkodzonej zasady 
(patrz Rebeck i Sam son  1991, Foster  i Cairns 
1992, B ridges 1994) lub hipotezy, że błędy 
replikacyjne są wynikiem uszkodzenia DNA. 
Rzeczywistość jest prawdopodobnie mieszaniną 
tych wszystkich możliwości.
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opublikowanych prac, a Patrycji Foster za ko­
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THE ROLE OF DNA DAMAGE IN STATIONARY PHASE (.ADAPTIVE”) MUTATION

Sum m ary

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 of growth. 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. It is 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 of growth 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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