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TRANSFER PLAZMIDOW MIEDZY BAKTERIAMI A KOMORKAMI EUKARIOTYCZNYMI

WPROWADZENIE: HORYZONTALNY TRANSFER GENOW

Horyzontalny transfer genow (ang. hori-
zontal gene transfer, HGT) polega na stabilnym
przeniesieniu informacji genetycznej z jedne-
go organizmu do drugiego. Ten typ wymiany
genetycznej zostal dobrze zbadany u organi-
zmOw prokariotycznych (transfer plazmidow
podczas koniugacji bakterii), jednak rzadkie sa
przypadki HGT miedzy organizmami prokario-
tycznymi i eukariotycznymi. Nieliczne donie-
sienia informuja o przypadkach przenoszenia

informacji genetycznej miedzy komorkami
bakterii Escherichia coli a komoérkami drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Co ciekawsze, w
przyrodzie stwierdzono do tej pory tylko jeden
przyktad transferu DNA miedzy komorkami
bakteryjnymi a komorkami wyzszych eukario-
tOw: przeniesienie DNA komorek bakterii z ro-
dzaju Agrobacterium do komorek roslinnych

(Rys. 1).

TRANSFER DNA Z E. COLI DO DROZDZY

Transfer informacji genetycznej miedzy ko-
morkami bakterii E. coli a komorkami drozdzy
S. cerevisiae zostal opisany zaledwie dekade
temu (HEINEMANN i SPRAGUE 1989, NISHIKAWA
i wspotaut. 1992). Mechanizm tego procesu
jest bardzo podobny do bakteryjnej koniugacji.
Ponadto, plazmidy zawierajace sekwencje ini-

cjacji replikacji w komorkach drozdzy (ARS)
po przeniesieniu z komorek bakteryjnych po-
zostaja w formie pozachromosomalnej, zas te
ktore nie zawieraja ARS — integruja si¢ do chro-
mosomow drozdzy droga rekombinacji homo-
logicznej poprzez podwojny crossing-over.

AGROBACTERIUM

Agrobacterium tumefaciens jest Gram-u-
jemna bakteria glebowa odpowiedzialna za po-
wstawanie tumorowatych narosli na roslinach
dwuliSciennych dzi¢ki zdolnoSci do przeno-
szenia DNA do komorek roslinnych (GELVIN
2000, ZHU i wspotaut. 2000). W biotechnologii
Agrobacterium jest powszechnie stosowane
jako wektor do wprowadzania obcych genow
w celu uzyskania roSlin transgenicznych.

Podczas transformacji = Agrobacterium
przylacza sie do komorek roSlinnych, a nastep-
nie przenosi cze¢S¢ swojego DNA do niektorych
z nich. Procesem transformacji zawiaduja bak-
teryjne biatka kodowane przez geny zarOwno
plazmidowe, jak i chromosomalne, przy
wspoludziale biatek komorek gospodarza.
DNA przenoszone do komorki roslinnej (ang.
transferred DNA, T-DNA) pochodzace z duze-
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Ryc. 1. Horyzontalny transfer genow: koniugacja miedzy komorkami Agrobacterium tumefaciens
(kompleks MobA-ssDNA) oraz transfer T-DNA do komoérek eukariotycznych (kompleks VirD2-ssT-

DNA)

go plazmidu bakteryjnego, pTi (ang. tumor in-
ducing plasmid) A. tumefaciens lub pRi (ang.
root indicing plasmid) Agrobacterium rhizo-
genes, jest wycinane i przetwarzane w komor-

ce bakteryjnej, a nastepnie eksportowane do
komorki roslinnej, gdzie ulega integracji do ge-
nomu roslinnego (TINLAND i HOHN 1995,
SHENG i CITOVSKY 1996, TINLAND 1996).

CHEMOTAKSJA, ADHEZJA I INDUKCJA WIRULENCJI

Sygnatem do transferu DNA jest uwolnie-
nie podczas zranienia rosliny pochodnych fe-
nolowych i cukrow, a takze zakwaszenie srodo-
wiska, co prowadzi do indukcji genow regionu
wirulencji (vir) plazmidu pTi, ktorych produk-
ty (bialka virulencji) reguluja obrobke i trans-
fer T-DNA. Pochodne fenolowe i cukry stano-
wia czynniki chemotaktyczne, ktore kieruja
Agrobacterium w okolice zranionych komo-
rek roSlinnych. Jednym z najwczeS$niejszych
etapow transformacji roslin przez Agrobacte-
rium jest adhezja bakterii do komorek roslin-
nych. W procesie tym biora udzial adhezyny
bakteryjne (polisacharydy zewnatrzkomorko-
we, fibrylle celulozowe oraz biatko zwane rhi-
cadhezyna), a takze adhezyny roslinne (zmody-
fikowane pektyny, biatko podobne do ludzkiej
wironektyny, biatko podobne do germiny oraz
biatka wiazace cukry — lektyny).

Pochodne fenolowe, cukry i kwasowos¢
srodowiska dzialaja nie tylko jako czynniki
chemotaktyczne, ale rOwniez jako induktory
wirulencji Agrobacterium. Czynniki te rozpo-
znawane sa przez biatko sensoryczne VirA zlo-
kalizowane w blonie komoérkowej Agrobacte-
rium. Pod wptywem induktorow cytoplazma-
tyczna czeS¢ tego biatka ulega autofosforyla-
¢ji, po czym grupa fosforanowa zostaje prze-
niesiona na drugi skladnik kaskady sy-
gnalowej — biatko VirG, ktore ulega aktywacji.
Ufosforulowane biatko VirG wiaze si¢ z ele-
mentami promotorowymi ,vir” i aktywuje
transkrypcje genow wirulencji plazmidu pTi
oraz genow chromosomalnych odpowiedzial-
nych za adhezje bakterii do infekowanej ko-
morki roSlinnej. Ekspresja plazmidowych
biatek wirulencji warunkuje obrobke i trans-
fer T-DNA (Tabela 1).
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OBROBKA I TRANSFER T-DNA

T-DNA wycinane jest z plazmidu pTi przez
endonukleaze VirD2, ktora rozpoznaje tzw. se-
kwencje graniczne flankujace T-DNA: lewa
(ang. left border, LB) i prawa (ang. right border
RB), i nacinajac je laczy sie kowalencyjnie

Tabela 1. Funkcje gtownych biatek wirulencji.

puszczalnie dostarczaja energii potrzebnej do
eksportu kompleksu VirD2-ssT-DNA i innych
biatek. Z kolei biatko VirD4, roOwniez niezbed-
ne do eksportu T-DNA, zlokalizowane jest w
obrebie btony wewnetrznej. Poczatkowo

Biatko Funkcja

VirA i VirG
now vir

VirB1-11/VirD4

VirCl1 i VirC2

Kaskada sygnatowa: VirA — receptor, VirG — aktywator transkrypcji ge-

System sekrecji typu IV do transferu T-DNA i biatek Vir; elementy struk-
turalne pili transferowych

Obrobka T-DNA: zwigkszenie wydajnoSci naci¢cia sekwencji granicznych

poprzez aktywacje wzmacniacza (,overdrive”)

VirD1 i VirD2

Obrobka T-DNA: endonukleaza VirD2 nacina sekwencje¢ graniczna T-DNA

plazmidu Ti w obecnosci VirD1

Transport T-DNA: VirEl jest chaperonem eksportu VirE2; VirE2 tworzy

kanat w btonie komorki roslinnej, optaszcza T-DNA, chroni je przed de-
gradacja nukleolityczna i bierze udzial w imporcie T-DNA do jadra ko-

HRF: czynnik zakresu gospodarza; bierze udzial w aktywacji systemu pro-

VirE

morkowego
VirF

teolitycznego komorki gospodarza
VirH

Detoksyfikacja: VirH1 — oksydaza typu P450, VirH2 — demetylaza fenolo-

wych induktorow np. acetosyryngonu (AS)

VirM, -L, K, -], -F,
-P, -R, -D3, -D5 i
-E3

Inne biatka Vir o mniej istotnych funkcjach

wiazaniem fosfotyrozynowym z konicem 5’ na-
ciectego DNA (ZIEMIENOWICZ 2001). Aktyw-
no$¢ endonukleolityczna biatka VirD2 wspo-
magana jest przez inne biatka wirulencji:
VirD1, VirC1 i VirC2. Naciete DNA uwalniane
jest z plazmidu Ti w postaci jednoniciowego
DNA (ang. single-stranded DNA, ssDNA) po-
przez synteze naprawcza. Kompleks VirD2-
ssT-DNA oraz biatka VirE2 i VirF przenoszone
sa nastepnie do komorki roSlinnej poprzez
kanal transferowy zbudowany z jedenastu
biatek VirB i biatka VirD4. Wiekszos¢ z tych
biatek stanowia albo integralne biatka btono-
we lub tez eksportowane z cytoplazmy, i zloka-
lizowane sa w obrebie wewnetrznej lub zew-
ne¢trznej btony komorkowej. Dwa z bialek VirB,
VirB4 i VirB11, sa peryferyjnie zwiazane z po-
zostaltymi biatkami VirB i zlokalizowane sa
glownie w cytoplazmie tuz pod blona komor-
kowa. Bialka te maja aktywnoS¢ ATPaz i przy-

sadzono, ze biatka VirB i VirD4 tworza pory w
btonie komorkowej, przez ktore zachodzi eks-
port T-DNA. Przed paru laty wykazano jedna-
kze istnienie przypominajacych pile koniuga-
cyjne pili transportowych, ktorych glownym
sktadnikiem budulcowym jest biatlko VirB2.
Aparat transportowy VirB/VirD4 umozliwia
eksport kompleksu VirD2-ssT-DNA oraz biatek
VirE2 i VirF droga sekrecji typu IV. Eksporto-
wane biatko VirE2 najprawdopodobniej two-
rzy w btonie komorki roslinnej kanat biatkowy,
ktory dziala jako transblonowy transporter
DNA. W cytoplazmie komorki rosSlinnej T-DNA
jest optaszczane przez biatko VirE2 wiazace si¢
z jednoniciowym DNA. VirE2 wiaze si¢ z
T-DNA w sposOb kooperatywny, ale niezalezny
od sekwencji jednoniciowego DNA, i chroni je
przed degradacja przez enzymy nukleolitycz-
ne. Aby proces transformacji genetycznej ko-
morki roslinnej zakonczyt si¢ sukcesem T-DNA
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musi zosta¢ przetransportowane do jadra ko-
morkowego, a nastepnie musi ulec integracji

do genomu jadrowego, a geny w nim zawarte -
ekspresji.

IMPORT DO JADRA KOMORKOWEGO I INTEGRACJA DO GENOMU

Utworzony w cytoplazmie komorki roslin-
nej kompleks biatkowo-nukleinowy (nazywa-
ny kompleksem T-DNA lub kompleksem T)
sktada si¢ z jednoniciowego T-DNA zwiazane-
go kowalencyjnie z biatkiem VirD2 i optaszczo-
nego biatkiem VirE2. Poniewaz sam T-DNA nie
zawiera zadnej informacji czy sygnatu umozli-
wiajacego jego import do jadra komorkowego,
proces ten zachodzi dzieki sygnatom biatek mu
towarzyszacych: VirD2 i VirE2 (SHENG i
CITOVSKY 1996, LARTEY i CITOVSKY 1997). W
komorkach eukariotycznych aktywny import
biatek i kompleksow biatkowo-nukleinowych
wymaga specyficznych sygnalow lokalizacji
jadrowej (ang. nulear localization signal, NLS),
ktore rozpoznawane sa przez cytoplazmatycz-
ne czynniki importu jadrowego, zwane impor-
tynami. Oba biatka agrobakteryjne, VirD2 i Vi-
rE2, zawieraja sekwencje NLS, ktore kieruja je
do jadra komorkowego, a ponadto, zidentyfi-
kowana zostala roslinna importyna, ktora roz-
poznaje sekwencje NLS biatka VirD2. Wykaza-
no, ze C-koficowa sekwencja NLS biatka VirD2
jest niezbedna dla wydajnego importu kom-
pleksu T-DNA do jadra komorkowego. Niestety
nie mozna okresli¢ roli sekwencji NLS biatka
VirE2, gdyz mutacje punktowe lub delecje cze-
Sci sekwencji NLS hamuja zdolnoS¢ wiazania
si¢ tego biatka do jednoniciowego DNA.
Stwierdzono, ze biatko VirE2 jest niezbedne do
transferu kompleksu T-DNA do jadra komorko-
wego, jednakze jego funkcja nie jest zalezna od
sekwencji NLS. Przypuszcza si¢, ze VirE2 nada-
je T-DNA taka strukture przestrzenna, ktora
umozliwia jego translokacje przez kanal pory
jadrowej. Ponadto, badania wykazaly, ze trans-
port kompleksu T-DNA do jadra komoérkowego
zalezny jest od cytoplazmatycznych czynnikow

importu jadrowego, takich jak importyna o i
biatko Ran, co wskazuje, ze proces ten zacho-
dzi tzw. klasyczna, zalezna od importyn droga
importu jadrowego poznana szczegotowo dla
biatek zawierajacych sekwencje NLS (NAKIEL-
NY i DREYFUSS 1999).

W jadrze komorki roslinnej T-DNA integruje
si¢ do genomu droga rekombinacji nieupraw-
nionej, w wyniku ktorej polaczeniu ulegaja
dwie czasteczki DNA nie wykazujace znaczacej
homologii sekwencji. W komorkach wyzszych
eukariotow, takich jak rosliny, rekombinacja
nieuprawniona (niehomologiczna) jest domi-
nujacym mechanizmem integracji obcego DNA.
Chociaz rekombinacja nieuprawniona T-DNA
zostala opisana juz ponad dekad¢ temu, niewie-
le nadal wiadomo na temat czynnikow
bioracych udzial w tym procesie (TINLAND i
HOHN 1995, TINLAND 1996). Poczatkowo suge-
rowano, ze agrobakteryjne biatko VirD2 dziata
podczas integracji T-DNA jako integraza lub li-
gaza. Jednakze, obie te funkcje sa specyficzne
dla sekwencji RB, co stoi w wyraznej niezgodzie
z niehomologicznym mechanizmem integracji
T-DNA. Sugeruje to, ze czynniki biorace udziat
w tym procesie sa pochodzenia roSlinnego (np.
roSlina ligaza DNA i inne). Nie wyklucza to jed-
nak innych funkcji biatka VirD2 w integracji
T-DNA do genomu roSlinnego: poprzez od-
dzialywanie z biatkami roSlinnymi moze ono
ukierunkowywac je do miejsca integracji i/lub
sprzyjaC tworzeniu struktury ulatwiajacej ten
proces. Wykazane niedawno oddzialywanie
biatka VirD2 z histonem roSlinnym H2A po-
twierdza udzial biatek strukturalnych w proce-
sie integracji T-DNA. Nadal jednak nieznane po-
zostaja enzymy roslinne biorace aktywny udziat
W tym procesie.

EKSPRESJA GENOW T-DNA

T-DNA koduje szereg biatek, ktorych pro-
dukcja w transformowanych komorkach ro-
slinnych prowadzi do istotnych zmian w feno-
typie tych roSlin (BINNS i COSTANTINO 1998).
Geny zlokalizowane w T-DNA przypominaja
swoja struktura i organizacja geny eukariotycz-
ne: zawieraja typowe dla nich elementy regula-
torowe transkrypcji i translacji. Ekspresja

pierwszej grupy genow zlokalizowanych w
T-DNA, onkogenow, prowadzi do produkcji
enzymOw bioracych udzial w biosyntezie auk-
synicytokinin. Te hormony roslinne, produko-
wane w niezbalansowanej iloSci, powoduja
niepohamowane podzialy komorkowe (proli-
feracja tkanek), czego efektem jest powstawa-
nie guzowatych naro$li. Dodatkowe geny od-
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grywaja podrzedna role w indukcji tworzenia
naro$li, ale moga zwicksza¢ wrazliwoSc¢ niekto-
rych roslin na dzialanie fitohormonéw, a na-
wet indukowac tworzenie naroSli przy braku
glownych onkogenow. W przypadku infekcji
przez A. rhizogenes powstajace naroSla maja
pokroj korzeni wlosnikowatych, co wywotane
jest innym niz w przypadku A. tumefaciens ze-
stawem onkogenow przenoszonych w postaci
T-DNA.

DNA przenoszone do komorki roslinnej za-
wiera, oprocz onkogenow rowniez geny odpo-

wiedzialne za produkcje opin, katalizowana
przez syntetazy opinowe. Opiny tworzone w
tumorowatej tkance moga byc¢ katabolizowane
przez Agrobacterium, ale nie przez inne mikro-
organizmy glebowe, i stanowia jako substancje
odzywcze zrodlo wegla i azotu. W ten sposOb
Agrobacterium tworzy dla siebie nisze ekolo-
giczna poprzez genetyczna modyfikacje komo-
rek roslinnych, proces nazywany réwniez ,ge-
netyczna kolonizacja” (ZIEMIENOWICZ 2001).

KONIUGACYJNY TRANSFER DNA MIEDZY KOMORKAMI AGROBACTERIUM

Koniugacja jest zjawiskiem umozli-
wiajacym bakteriom wzajemna wymian¢ mate-
riatu genetycznego. Koniugacja miedzy komor-
kami Agrobacterium (Ryc. 1) zachodzi w spo-
sob analogiczny do koniugacji komorek E. coli
(patrz artykul M. WELODARCZYK W tym zeszycie
KOSMOSU). OriT plazmidu pTi wykazuje duze
podobienstwo do sekwencji oriT plazmidow
RSF1010/R1162, pSC101, pTF1l, pGO1 i
pIP501. N-koncowa domena agrobakteryjnego
biatka koniugacyjnego TraA jest homologiczna
do specyficznych dla o»iT endonukleaz ini-

cjujacych transfer plazmidow RSF1010 i
R1162 (biatko MobA), zas jego czes¢ C-konco-
wa — do domeny helikazowej biatka Tral
uczestniczacego w koniugacji plazmidu F. Po-
nadto, szereg bialek Agrobacterium two-
rzacych kanat transferowy wykazuje znaczne
podobienstwo do analogicznych bialek istot-
nych dla transferu plazmidu RP4 (biatka Trb,
TrbK, TraF i TraG). Koniugacja plazmidu pTi
regulowana jest wielostopniowo przez opiny,
autoinduktor AAI, aktywator transkrypcji TraR
i modulator TraM.

TRANSFER T-DNA DO KOMOREK ROSLINNYCH

Naturalni gospodarze dla Agrobacterium to
szeroka gama roSlin dwuliSciennych. Przez
diugie lata sadzono, ze jedynie rosliny dwulis-
cienne moga ulec transformacji przez Agrobac-
terium, co wynikato z powszechnego stosowa-
nia testu na tworzenie guzow jako wskaznika
transformacji. Jednakze, transfer T-DNA do ro-
Slin jednolisciennych (Ryc. 1) jest mozliwy przy
zastosowaniu techniki ,agroinfekcji” (GRIMSLEY
i wspotaut. 1987). W ostatnich latach zastoso-
wanie Agrobacterium jako wektora do transfor-
macji pozwolilo na uzyskanie transgenicznych
roslin ryzu, pszenicy, kukurydzy, i innych jedno-
lisSciennych. Co ciekawe, wzor integracji T-DNA
opisany dla tych roslin jest bardzo podobny do
wzoru znanego z roSlin dwuliSciennych, co
wskazuje, ze ta sama grupa enzymow roslin-
nych bierze udzial w integracji T-DNA do geno-
mu roslin jedno — i dwuliSciennych.

Pomimo, iz w zasadzie kazde biatko wiru-
lencji Agrobacterium moze byC rOwnoczesnie

czynnikiem determinujacym zakres gospoda-
rzy (ang. host range factor, HRF), za typowy
HRF Agrobacterium uznawane jest biatko VirF,
ktore razem z kompleksem VirD2-ssT-DNA
oraz biatkiem VirE2 eksportowane jest do zaka-
zanej komorki roslinnej. Delecja genu virF pro-
wadzi do zmniejszenia wirulencji Agrobacte-
rium, ale ten efekt moze zosta¢ zniwelowany
poprzez ekspresje genu virF w infekowanej ro-
Slinie. Niedawno wykazano, ze biatko VirF za-
wiera domene F, poprzez ktéra wiaze si¢ z
biatkiem roSlinnym homologicznym do dro-
zdzowego biatka Skp1. Biatko Skp1 oraz biatka
zawierajace domeng¢ F stanowia podjednostki
ligazy ubikwitynowej bedacej jednym z enzy-
mow znakujacych biatka komorkowe przezna-
czone do degradacji. Przypuszcza sie, ze biatko
VirF bierze udziat w proteolizie niektorych
biatek w komorce gospodarza we wczesnych
etapach transformacji.
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POROWNANIE TRANSFERU T-DNA I KONIUGACJI BAKTERYJNEJ

Mechanizm transferu T-DNA wykazuje sze-
reg podobienstw (i réznic) do bakteryjnego
systemu transferu koniugacyjnego kodowane-
go przez plazmid RP4 o szerokim spektrum go-
spodarzy (Tabela 2; FERRAND 1998, ROSSI i

przypadku koniugacji bakteryjnej biorca jest
druga komorka bakteryjna, zas w przypadku
transferu T-DNA biorca jest zazwyczaj komor-
ka roslinna. W koniugacji bakteryjnej miejsce
inicjacji transferu jest rOwnoczesnie miejscem

Tabela 2. Podobienstwa i roznice miedzy transferem T-DNA a konjugacja bakteryjna

WtasciwoSci

Transfer T-DNA Transfer plazmidu

Podobienstwa

start transferu + (RB) + (oriT)
inicjacja transferu + +

aktywnoS¢ biatek transferowych in vitro + +

DNA przenoszone w formie jednoniciowej + +

kanal transferu + +

RoOznice

integracja rekombinacja rekombinacja

import do jadra komorkowego
aktywnoS¢ przenoszonych genéw w dawcy

biorca po transferze staje si¢ dawca

nieuprawniona homologiczna
+ -
+

- +

wspotaut. 1998) Oba systemy posiadaja miej-
sce startu transferu (oriT dla transferu koniu-
gacyjnego i RB dla transferu T-DNA), a takze
miejscowo-specyficzne endonukleazy odpo-
wiedzialne za inicjacje transmisji (Tral dla RP4
i VirD2 dla T-DNA). Sekwencje miejsc startu
transferu sa bardzo podobne i endonukleazy je
nacinajace maja podobne domeny w cz¢Sciach
N-koncowych sekwencji aminokwasowej. W
obu przypadkach DNA przenoszone jest jako
kompleks jednoniciowego DNA z endonukle-
aza polaczona wiazaniem kowalencyjnym z ko-
ncem 5’ DNA. Ponadto, biatka tworzace kanat
transferowy (Tra2 i TraG dla RP4, VirB2-11 i
VirD4 dla T-DNA) wykazuja podobienstwa se-
kwencji i organizacji genow. Co prawda, struk-
tura kanatu transferowego uzywana podczas
koniugacji RP4 nie zostala jeszcze zidentyfiko-
wana, ale sugeruje si¢, ze moze by¢ ona zbliz-
ona do pili koniugacyjnych plazmidu F. Istnie-
nie pili transferowych dla T-DNA zostato nie-
dawno udokumentowane (DE LA CRUZ i LANKA
1998).

Jednakze, te dwa systemy roznia sie w spo-
sob istotny organizacja komorek biorcy. W

jego terminacji, a cytoplazma komorki biorcy,
do ktorej wnika plazmid, jest miejscem docelo-
wym. W cytoplazmie komorki biorcy plazmid
recyrkularyzuje si¢ i pozostaje w formie poza-
chromosomalnej (episom) lub tez integruje si¢
do chromosomu biorcy. W dodatku, ma on
nadal zdolnos¢ do przemieszczenia sie do ko-
lejnej komorki bakteryjnej. Z kolei miejsca star-
tu i konca transferu T-DNA to prawa i lewa se-
kwencja graniczna (RB i LB), a cytoplazma ko-
morki roslinnej, do ktorej wnika T-DNA, nie
jest jeszcze jego miejscem docelowym. T-DNA
musi zosta¢ wprowadzone do jadra komorko-
wego, a poniewaz nie moze pozosta¢ w formie
pozachromosomalnej, musi zintegrowac si¢ z
genomem roSlinnym. Ponadto, T-DNA nie ko-
duje genow niezbednych do jego przemiesz-
czania si¢ i dlatego integracja do genomu jest
nieodwracalna. W dodatku, w przypadku bak-
teryjnej koniugacji przenoszone geny ulegaja
ekspresji zarowno w komorce biorcy jak i daw-
¢y, podczas gdy geny zawarte w T-DNA posia-
daja eukariotyczne elementy regulacji tran-
skrypcjii translacjiiulegaja ekspresjijedynie w
komorce biorcy (Tabela 2).
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TRANSFER T-DNA DO KOMOREK DROZDZY I INNYCH GRZYBOW

Podobnie jak transfer T-DNA do komorek
roSlinnych, transfer T-DNA do komorek . ce-
revisiae (Ryc. 1) zalezny jest od genow wiru-
lencji plazmidu pTiipodobny jest udzial biatek
wirulencji Agrobacterium w tym procesie. Je-
dynie bakteryjne biatka adhezyjne wydaja si¢
nie byC niezbednymi do transfromacji drozdzy.
Transfer T-DNA do drozdzy zalezny jest od
biatek VirB i biatka VirD4 tworzacych kanat (pi-
lus?) transferowy miedzy A. tumefaciens a ko-
morka biorcy. Co ciekawe, C-koncowa sekwen-
cja NLS biatka VirD2 jest, podobnie jak w przy-
padku transformacji roslin, rOwniez istotna dla
transformacji drozdzy, co zgodne jest z obser-
wacjami, iz sekwencje NLS biatka VirD2 s3 row-
niez aktywne w komorkach drozdzowych. Z
kolei mutacja delecyjna drugiego biatka wiru-
lencji VirE2 nie ma, jak to jest w przypadku ro-
§lin, tak dramatycznego efektu na wydajnos¢
transformacji drozdzy, co wskazuje na réznice
w komorkach biorcow dotyczace systemow
nukleolitycznych i importu jadrowego.

Istotna roznica miedzy transferem T-DNA
do komorek drozdzowych i roSlinnych jest
fakt, ze w tych pierwszych integracja zachodzi
poprzez rekombinacje homologiczna, domi-
nujacy mechanizm integracji obcego DNA do
genomu drozdzy. Jedynie w sytuacji, gdy
T-DNA nie wykazuje zadnej homologii do DNA
drozdzowego, integruje si¢ on w miejscach
przypadkowych poprzez rekombinacje nieho-
mologiczna (nieuprawniona). Odwrotna sytu-
acja ma miejsce w komorkach roSlinnych,
gdzie rekombinacja niehomologiczna jest do-
minujaca. Potwierdza to hipotez¢, ze to
wlasnie enzymy komorki biorcy, a nie Agro-
bacterium, odpowiedzialne sa za integracje
T-DNA do genomu gospodarza.

Niedawno udokumentowano takze trans-
fer T-DNA z Agrobacterium do kilku gatunkow
innych grzybow (DE GROOT i wspotaut. 1998).
Analogicznie do transformacji drozdzy, row-
niez w tym przypadku integracja T-DNA zacho-
dzi droga rekombinacji homologiczne;j.

TRANSFER T-DNA DO KOMOREK LUDZKICH

Pierwsze informacje na temat oddziatywan
miedzy Agrobacterium a organizmem ludzkim
dotycza zakazen szpitalnych. Poniewaz bakte-
rie z rodzaju Agrobacterium postrzegane sa
przede wszystkim jako patogeny roslin, ich wy-
izolowanie z probek pochodzacych z pomiesz-
czen szpitalnych traktowano poczatkowo jako
kontaminacje lub tez jako organizm o niskiej
patogenicznoS$ci dla ludzi. Jednakze, do 2002 r.
stwierdzono 26 przypadkéw bakteremii
(obecnosc¢ bakterii we krwi) spowodowanych
przez Agrobacterium radiobacter. Czternascie
z nich to zakazenia zwiazane z dozylnymi cew-
nikami zainstalowanymi na stale (np. u pacjen-
tow poddawanych chemioterapii przeciwno-
wotworowej). Szes¢ kolejnych przypadkow to
zapalenie otrzewnej, najczesciej po przepro-
wadzanej stale dializie otrzewnowej. Pozostate
przypadki dotycza dwoch bakteremii nie
zwiazanych z zalozeniem weflonu, jeden przy-
padek zapalenia wsierdzia po wstawieniu pro-
tezy zastawki, jeden przypadek bakteremii po
transplantacji szpiku kostnego oraz dwa przy-
padki infekcji ukladu moczowego. Szpitalne
izolaty Agrobacterium cechuje duza réznorod-
nos¢ genetyczna, a takze opornos¢ na wiek-
szoSC antybiotykow (latamoxef okazatl si¢ jed-

nak skuteczny w zwalczaniu infekcji
wywolanej przez Agrobacterium). Stwierdzo-
ne dotychczas nieliczne w skali Swiatowej bak-
teremie spowodowane przez Agrobacterium
radiobacter sugeruja, ze w zasadzie bakteria ta
nie stanowi powaznego zagrozenia dla zdro-
wia ludzi, za wyjatkiem pacjentow o obnizonej
odpornosci, szczegolnie tych, ktorzy maja zain-
stalowany na stale cewnik dozylny. Nalezy ta-
kze pamietad, ze wszystkie stwierdzone do tej
pory bakteremie wywotane byty przez niepato-
genny dla roSlin gatunek A. radiobacter, ktory
pozbawiony jest plazmidu pTi, a tym samym
niezdolny jest do transferu T-DNA i transforma-
¢ji genetycznej roslin.

Mozliwos¢ przeniesienia T-DNA z komoOrek
Agrobacterium do komorek ludzkich (Ryc. 1)
zasugerowaly wyniki badan prowadzonych w
laboratorium prof. Barbary Hohn (Instytut Fie-
dricha Mieschera w Bazylei) nad rola sekwen-
¢ji NLS biatek bakteryjnych w imporcie kom-
pleksow T-DNA do jader komorek eukariotycz-
nych (ZIEMIENOWICZ i wspoétaut. 1999). Wyka-
zano, iz import rekonstruowanych in vitro
kompleksow T-DNA do jader permeabilizowa-
nych komoérek HeLa zachodzi bardzo wydajnie
poprzez komorkowy mechanizm importu
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jadrowego zalezny od NLS i importyn. Odkry-
cie to moze mie¢ fundamentalne znaczenie dla
ulepszenia metod terapii genowej, gdyz wyka-
zato mozliwoSc¢ obejScia jednej z jej barier jaka
jest transport DNA przez blone jadrowa, szcze-
golnie w przypadku terapii zréznicowanych
komorek, ktore nie ulegaja podziatom.
Pierwszy dowod eksperymentalny na zdol-
nos¢ Agrobacterium do genetycznej transfor-
macji komorek ludzkich opublikowany zostat
zaledwie rok temu (KUNIK i wspotaut. 2001).
Przeprowadzona w warunkach laboratoryj-
nych 2-dniowa kokultywacja in vitro hodowli
komorek ludzkich z komorkami Agrobacte-
rium tumefaciens, a nastepnie selekcja linii ko-
morkowych w pozywce zawierajacej antybio-
tyk selekcyjny (na ktoérego opornos¢ gen znaj-
dowat sic w T-DNA) doprowadzita do uzyska-
nia szeregu komorkowych linii transgenicz-
nych. Dotyczylo to nie tylko szybko dzielacych
sie komorek Hela, ale takze dwoch linii komo-
rek zroznicowanych: komorek nerek i komo-

rek nerwowych. Stwierdzono ponadto, ze
transfer T-DNA do komorek ludzkich zalezny
byl od bakteryjnych biatek wirulencji oraz od
biatek umozliwiajacych adhezje¢ bakterii do ko-
morek gospodarza. Juz wczeSniejsze badania
sugerowaly, ze bakterie patogenne wykorzy-
stuja podobne mechanizmy, aby przylaczyc sie
do powierzchni komorek roslinnych i zwierze-
cych. Na przyklad, roSlinne biatko podobne do
witronektyny prawdopodobnie dziata jako re-
ceptor dla Agrobacterium, a zwierzece witro-
nektyny pelnia istotna rol¢ w kolonizacji go-
spodarzy przez szereg patogennych gatunkow
bakterii, takich jak streptokoki, Staphylococcus
aureus iinne. Ponadto, analiza genetyczna linii
ludzkich komorek transgenicznych uzyska-
nych poprzez transformacj¢ genetyczna z uzy-
ciem Agrobacterium, choc jeszcze zbyt uboga
na to by wysuwac koficowe wnioski, zdaje si¢
potwierdzac¢ przypuszczenia, ze wzor integra-
¢ji T-DNA do genomu ludzkiego jest zblizony
do wzoru znanego nam z komorek roslinnych.

PODSUMOWANIE

Zdolnos¢ Agrobacterium do przenoszenia
fragmentu jego DNA do komorki roslinnej do-
starcza biotechnologii roSlin skutecznego na-
rzedzia, i dlatego tez transfer genOw za posred-
nictwem Agrobacterium jest jedna z powszech-
nie stosowanych technik tworzenia roslin trans-
genicznych. We wczesniejszych dekadach me-
toda ta ograniczona byta jedynie do roslin dwu-
lisSciennych ze wzgledu na stosowanie testu na
tworzenie guzow jako wskaznika infekcji. Do-
piero pozniej stalo si¢ oczywiste, ze pomimo iz
Agrobacterium indukuje tworzenie tumorowa-
tych narosli jedynie na roSlinach dwuliScien-
nych, bakteria ta infekuje réwniez rosliny jed-
noliScienne, nie wywotujac jednakze tworzenia

tumorow. Zakres gospodarzy Agrobacterium
nie jest ograniczony jedynie do roslin. Bakterie
z gatunku A. tumefaciens moga przenosi¢ DNA
do komorek bakterii tego samego lub innych ga-
tunkow (koniugacja bakteryjna), jak rowniez
do komorek innych mikroorganizmow, takich
jak drozdze Saccharomyces cerevisiae, czy tez
do komorek innych grzybow (Rys. 1). Niedaw-
no udokumentowany transfer T-DNA A. tume-
Jaciens do komorek ludzkich wskazuje, ze za-
sieg gospodarzy tej bakterii jest praktycznie nie-
ograniczony. Odkrycie to ma jednak bardziej
istotne znaczenie, gdyz sugeruje mozliwos¢ za-
stosowania Agrobacterium jako wektora w te-
rapii genowe;j.

PLASMID TRANSFER BETWEEN THE BACTERIAL AND EUKARYOTIC CELLS

Summary

Horizontal gene transfer (HGT) is characterized
by a stable transfer of genetic information from one or-
ganism to another. This kind of genetic exchange oc-
curs mainly between prokaryotic organisms (bacterial
conjugation), whereas cases of HGT between pro-
karyotic and eukaryotic organisms are extremely rare.
Some reports describe gene transfer between
Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae cells
that resembles bacterial conjugation. However, the
only example of gene transfer between prokaryotic
cells and the cells of higher eukaryotes is the case of

T-DNA transfer from Agrobacterium to plant cells. The
ability of Agrobacterium to transfer a fragment of its
DNA to plant cell provides a powerful tool for plant
biotechnology, and therefore the Agrobacterium-me-
diated DNA transfer is one of the most commonly used
techniques of plant transformation. In early days this
method was restricted only to the dicotyledonous
plants, since it was believed that Agrobacterium could
infect dicots solely. This was due to the use of tumor
formation tests as indication of bacterial infection.
Later, it was found out that although Agrobacterium
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indeed induced tumors only on dicotyledonous
plants, it was able to infect monocotyledonous plants
as well, but without tumor formation. The host range
of Agrobacterium is not restricted to plants only.
Agrobacterium is able to transfer DNA also to other

bacterial species from the same family, Rhizobiaceae,
as well as to other microorganisms, such as yeasts
S. cerevisiae, filamentous fungi or cultivated mush-
rooms. Most recently, transfer of DNA from
Agrobacterium to human cells has been documented.
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