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STERSZCZENIE

Bakteriofag A jest modelem w badaniach z dziedziny biologii molekularnej od ponad
piecdziesieciu lat. Mimo tego, ostatnie lata przyniosly znowu (podobnie jak poprzednie
okresy) wiele nowych wynikéw doswiadczen, ktére nie tylko rozszerzyly nasza wiedze na
temat molekularnych mechanizméw funkcjonowania tego wirusa lecz takze rzucily nowe
$wiatlo na zagadnienia ogélnych prawidlowosci w regulacji przeplywu i przekazywania
informacji genetycznej. W tym artykule przedstawiamy osiagniecia z ostatniego okresu do-
tyczace gléwnie prac nad mechanizmami regulacji replikacji DNA bakteriofaga A. Opisane
tutaj w skrécie badania doprowadzily miedzy innymi do poznania skladu dziedziczonego
kompleksu replikacyjnego A oraz biologicznej roli szybkiej degradacji biatka AO pozostaja-
cego poza tym kompleksem, zaproponowania regulacji zmiany typu replikacji DNA bakte-
riofaga z wczesnej (model 0) na p6zna (model 0), wyjasnienia mechanizmu aktywacji tran-
skrypcji przez replikacyjne bialko DnaA i wykazania aktywnosci stymulatora transkrypcji
przez inne bialko regulujace replikacje DNA - SeqA. Wyniki te moga mie¢ istotne znaczenie
w lepszym zrozumieniu regulacji replikacji DNA nie tylko bakteriofaga A lecz takze innych
organizmow.

BAKTERIOFAG A JAKO CIAGLE WAZNY MODEL BADAWCZY

Bakteriofag A, po raz pierwszy opisany ponad 50 lat temu, odegral kluczo-
wa role w rozwoju biologii molekularnej. Badania nad tym wirusem dostarczy-
ty podstawowych wiadomosci o regulacji i przebiegu takich proceséw jak na
przyklad inicjacja transkrypcji, antyterminacja transkrypcji, inicjacja replikacji
DNA, funkcjonowanie biatek szoku termicznego, ogélna i miejscowo-specyficz-
na rekombinacja DNA, tworzenie si¢ wielobiatkowych i nukleoproteinowych
komplekséw czy kontrola rozwoju na etapie wyboru alternatywnych drég roz-
wojowych [1]. Mimo obecnego stanu zaawansowania badar genetycznych i bio-
chemicznych nad znacznie bardziej skomplikowanymi organizmami, wlgcznie
z czlowiekiem, bakteriofag A - by¢ moze dla niektérych niespodziewanie - na-
dal odgrywa niezwykle wazna role w poznawaniu szczegoétéw podstawowych
procesé6w biologicznych zachodzacych na poziomie molekularnym. Przyklady
popierajace to twierdzenie mozna znalezé w artykulach przegladowych opub-
likowanych w ostatnich latach [1-9]. Szczegdlnie praca autorstwa Friedman’a i
Court’a [1] pokazuje dobitnie, Ze badania prowadzone w oparciu o bakteriofaga
A moga w dalszym ciggu przyniesé¢ rezultaty o ogélnobiologicznym znaczeniu
i zadziwi¢ mozliwosciami jakie daje ten wirus w poznawaniu molekularnych
mechanizméw zjawisk biologicznych. Znamienny jest takze tytut tego artykutu,
w wolnym tlumaczeniu brzmiacy: , Bakteriofag A: Zyje, ma sie dobrze i robi swo-
je”. Podobny wydzwigk maja réwniez dwie inne niedawno opublikowane prace
podkreslajace znaczenie badar nad bakteriofagiem A we wspdlczesnej biochemii
i biologii molekularnej [8,9].

W 1999 r. opublikowalismy w Postepach Biochemii artykut dotyczacy regulacji
replikacji DNA bakteriofaga A i plazmidéw od niego pochodzacych [10]. W ni-
niejszej pracy chcieliby$my przestawic¢ postep jaki dokonat si¢ od tamtego czasu
w zrozumieniu proceséw, dzieki ktérym mozliwa jest kontrola replikacji mate-
riatu genetycznego tego wirusa.

KOMPLEKS REPLIKACYJNY BAKTERIOFAGA A

Bakteriofag A koduje dwa biatka replikacyjne, O i P, niezbedne do specyficz-
nej inicjacji replikacji z rejonu ori\. Pozostate bialka replikacyjne wykorzystywa-
ne w tym procesie sa kodowane przez genom gospodarza - Escherichia coli [6, 7,
10]. Wczesniej proponowane hipotezy zakladaly, ze po utworzeniu kompleksu
replikacyjnego w rejonie ori\ i rozpoczeciu replikacji, struktura ta ulega rozpa-
dowi i do rozpoczecia kazdej nowej rundy replikacyjnej niezbedne jest zloze-
nie takiego kompleksu od nowa. Jednakze kolejne lata badarh doprowadzity do
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Rysunek 1. Schemat replikacji DNA \ zachodzacej wedtug modelu 6. Kompleks
replikacyjny (zielone kétko) zawierajacy biatka O, P, DnaB i DnaK jest dziedzi-
czony po kazdej rundzie replikacji DNA bakteriofaga lub plazmidu A przez jedng
z dwéch potomnych czasteczek DNA (duze kétka). Na drugiej kopii, utworzony
musi by¢ nowy kompleks. Do inicjacji replikacji niezbedna jest dodatkowo ak-
tywnos¢ biatek Dna]J i GrpE oraz proces aktywacji transkrypcyjnej oril. Doklad-
niejsze objadnienia w tekscie.

stwierdzenia, Ze raz utworzony kompleks replikacyjny A,
zawierajacy bialko O chronione przed proteoliza przez inne
elementy tego kompleksu, po rozpoczeciu nowej rundy re-
plikacyjnej nie rozpada sie lecz jako stabilna struktura jest
dziedziczony przez jedna z dwéch potomnych kopii DNA
[2, 3, 5, 6, 10]. Na drugiej kopii replikonu kompleks repli-
kacyjny musi faktycznie powsta¢ od nowa, ale samo jego
utworzenie nie jest sygnalem do rozpoczecia replikacji, jak
to wczesdniej sugerowano. Obecnie wydaje sie, Ze sygnatem
takim moze by¢ aktywacja transkrypcyjna orih, czyli tran-
skrypcja przechodzaca w rejonie origin (Rys. 1) [3, 5]. Nie-
znany jest jeszcze dokladny mechanizm w jaki transkryp-
cja moze aktywowa¢ inicjacje replikacji, ale wydaje sie iz
najwazniejsze w tym procesie moga by¢ zmiany topologii
DNA jakie zachodzg podczas transkrypcji, obserwowane w
doswiadczeniach in vitro [11, 12]. W szczegdélnosci kluczowe
moga by¢ te zmiany, ktére wystepuja w przypadku istnie-
nia biatka specyficznie zwigzanego z DNA (jak na przykitad
biatka O faga A [11] lub kompleksu replikacyjnego) w tran-
skrybowanym rejonie.

Pomimo jednoznacznego stwierdzenia dziedziczenia
stabilnego kompleksu replikacyjnego A, do niedawna nie-
znany byt jego sklad biatkowy. Badania przeprowadzone
technikg sieciowania molekularnego bialko-DNA in vivo,
immunoprecypitacji a nastepnie identyfikacji rejonu DNA
zwiazanego z danym biatkiem przy pomocy PCR wykaza-
ty, ze kompleks taki zawiera biatka O i P’ faga A oraz biatka
komoérkowe: DnaB i DnaK [13]. O ile obecnosé¢ w stabilnym
kompleksie replikacyjnym biatka O i P oraz helikazy DnaB
nie jest zaskoczeniem, to stwierdzenie w tej strukturze bial-
ka szoku termicznego (biatka opiekuriczego) DnaK bylo ra-
czej niespodziewane. Wyniki te rzucaja zatem nowe §wiatto
na udziat bialek opiekuriczych w procesie replikacji DNA.
Jest to tym bardziej istotne, ze zjawisko dziedziczenia kom-
pleksu replikacyjnego, po raz pierwszy wykazane na przy-
kladzie plazmidéw pochodzacych od bakteriofaga A, zo-
stalo nastepnie wykryte w przypadku innych replikonéw,
zaréwno prokariotycznych [14] jak i eukariotycznych [3].

Kompleks replikacyjny A moze by¢ dziedziczony przez
jedna z dwoéch potomnych czasteczek DNA przez wiele ge-
neracji komérkowych, jest zatem struktura bardzo stabilna.

Jednakze niektére warunki stresowe, jak na przyklad nagly
wzrost temperatury, powoduja jego dysocjacje od DNA i
degradacje przynajmniej niektoérych jego elementéw [3, 10].
Inne warunki stresowe, jak na przyklad naswietlanie pro-
mieniami UV, nie powoduja co prawda rozpadu kompleksu
replikacyjnego A ale uniemozliwiaja utworzenie stabilnego
kompleksu, przy czym replikacja DNA bakteriofaga A moze
w dalszym ciggu zachodzi¢ [15]. Zatem mozliwe jest utwo-
rzenie dwoéch rodzajow komplekséw replikacyjnych A, sta-
bilnego i niestabilnego, w zaleznosci od warunkéw $rodo-
wiskowych. Do tej pory nieznany jest ani skfad ani mecha-
nizm funkcjonowania kompleksu niestabilnego.

Pomimo iz bialko AO jest stabilizowane w kompleksie
replikacyjnym, jego okres péltrwania jest wyjatkowo krotki
(okoto 60-90 sekund), gdy wystepuje ono w stanie wolnym
(nie zwigzanym z DNA i innymi biatkami) w komorce [2,
4,10]. Szybka degradacja biatka O jest wynikiem dziatania
proteazy ClpP/ClpX. Pojawilo sie zatem pytanie jaka jest fi-
zjologiczna rola tej szybkiej proteolizy biatka replikacyjnego
skoro jego stabilna frakcja odpowiada za regulacje replikacji
DNA? Badania przeprowadzone z wykorzystaniem mutan-
tow w genach clpP i clpX wykazaly, ze zalozenie iz iloé¢ bial-
ka O nie ma istotnego znaczenia regulacyjnego gdyz wyste-
pujejego stabilna frakcja moze by¢ prawdziwe w przypadku
bakterii hodowanych w bogatych pozywkach, ale poziom
bialka O dostepnego do tworzenia nowych komplekséw
replikacyjnych jest gléwnym czynnikiem limitujacym repli-
kacje plazmidéw A w wolno rosnacych hodowlach komérek
E. coli [16]. Mozna zatem zaproponowaé, ze rola szybkiej
degradacji niezwiazanej formy bialka O jest obniZenie efek-
tywnosci replikacji DNA bakteriofaga A w wolno rosnacych
komérkach gospodarza. W takich warunkach preferowany
jest cykl lizogeniczny tego faga, zatem replikacja DNA po-
winna by¢ negatywnie regulowana [7]. Faktycznie, okazato
sie iz w wolno rosnacych hodowlach komérek E. coli cykl
lizogeniczny bakteriofaga A jest zaburzony w przypadku
wystepowania mutacji w genie clpP lub clpX [17].

WCZESNA I POZNA REPLIKACJA
DNA BAKTERIOFAGA A

We weczesnej fazie rozwoju litycznego replikacja DNA
bakteriofaga A rozpoczyna sie w miejscu ori\ i przebiega
wedlug modelu 0 (,z kétka w kotko”), w ktérym potomne
nici DNA syntetyzowane sa z reguly w obydwu kierunkach
od miejsca origin [4, 6, 7, 10]. Po kilku (zwykle pieciu lub
szesciu) rundach replikacji wczesnej (okoto 15 minut po in-
fekcji w optymalnych warunkach wzrostu komoérki gospo-
darza) nastepuje przejécie do replikacji wedlug modelu o
(,toczacego sie kota”) [4,6,7,10]. W jej wyniku powstaja kon-
katameryczne struktury DNA zlozone z wielu jednostko-
wych genoméw A, ktére nastepnie moga by¢ pakowane do
potomnych, wczesniej uformowanych glowek fagowych.

Roger McMacken wraz ze swoja grupa badawcza za-
proponowat model przejécia od replikacji 0 do replikacji o,
ktéry jak dotad, choé nie udowodniony bezposrednio, jest
powszechnie uznawany [7,10]. Model ten zaklada, Ze re-
plikacja o jest poprzedzana jedng runda jednokierunkowej
replikacji wedlug modelu 0 zainicjowanej w miejscu ori\.
Po takiej rundzie nastepowatoby odsuniecie korica 5 synte-
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tyzowanej nici prowadzacej (cigglej) przez nowo tworzony
koniec 3" tejze nici. Kluczowe pytanie, na ktére powinna by¢
znaleziona odpowiedZ w celu zrozumienia regulacji zmia-
ny typu replikacji DNA podczas rozwoju wirusa dotyczyto
mechanizmu zapoczatkowania jednokierunkowej replikacji
DNA \ wedlug modelu 6.

Sugestie co do biatek, mogacych bra¢ udzial w regula-
¢ji zmiany typu replikacji podczas rozwoju bakteriofaga A,
wyplywaly z badan genetycznych [18, 19] i wskazywaty na
potencjalne zaangazowanie bialek AP i DnaA w tym pro-
cesie. Dopiero jednak szczegétowe doswiadczenia z zasto-
sowaniem technik przesuniecia gestosciowego DNA, dwu-
kierunkowej elektroforezy agarozowej DNA i mikroskopii
elektronowej pozwolily na zaproponowanie szczegétowej
hipotezy [20]. Wedlug tej hipotezy, procesy przegrupowa-
nia kompleksu oriA-AO-AP-DnaB przy udziale bialek szoku
termicznego, DnakK, DnaJ i GrpE oraz umieszczenia helika-
zy DnaB (uwolnionej od blokujacego jej aktywnos¢ biatka
P) w odpowiednich miejscach i w orientacji pozwalajacej
nastepnie na replikacje w dwoch kierunkach sa powigzane
z aktywacja transkrypcyjna oril, zachodzaca podczas tran-
skrypdji inicjowanej z promotora p,. W zwigzku z tym, mniej
efektywna transkrypcja z promotora p, moze powodowac
obnizenie poziomu aktywagcji transkrypcyjnej ori\. To z ko-
lei powoduje zainstalowanie tylko jednego kompleksu he-
likazy DnaB, a co za tym idzie prowadzi do zainicjowania
replikacji jednokierunkowej, przechodzacej nastepnie w
replikacje typu o. Kluczowa role w tym modelu odgrywa
bakteryjne biatko DnaA, ktére pozytywnie reguluje tran-
skrypcje z promotora p,. Zatem aktywnos¢ biatka DnaA jest
niezbedna do czestego inicjowania dwukierunkowej repli-
kacji typu 0 z orih w komorkach E. coli. Omawiana hipote-
za zaklada, iz po kilku rundach replikacji wedtug modelu
dwukierunkowej 8 w komorce pojawia sie wiele kopii ge-
nomu A (okoto 50 kopii po 5-6 rundach replikacyjnych) co
w powiazaniu z wystepowaniem duzej iloéci miejsc wigza-
cych DnaA w obrebie DNA A powoduje wymiareczkowanie
biatka DnaA w komoérce. Taka sytuacja moze prowadzi¢ do
malo wydajnej aktywacji transkrypcyjnej oril, ktéra z kolei
moze wystarczac na zainicjowanie tylko jednokierunkowej
replikacji typu 0, ktéra nastepnie przechodzi w replikacje
typu o [20]. Ostatnie badania wskazuja, Ze inne bialka tez sg
zaangazowane w te regulacje. Mianowicie, bialko P praw-
dopodobnie oddziatuje z DnaA [21] i hamuje jego aktyw-
nosc [22]. Poniewaz P jest biatkiem stabilnym w komorce E.
coli, akumuluje si¢ ono podczas rozwoju litycznego, mogac
efektywnie hamowa¢ funkcje DnaA, a przez to aktywacje
transkrypcyjna orih w péZniejszej fazie infekcji. W podobny
spos6b akumuluje sie¢ w zakazonej komércee biatko Cro, ko-
dowane przez bakteriofaga A, ktére w wysokich stezeniach
staje sie represorem promotora p,. Wstepne wyniki badarn
wskazuja, ze faktycznie Cro moze bra¢ udzial w procesie re-
gulacji kierunkowosci replikacji DNA A, podobnie jak biatko
SeqA, nowo odkryty regulator transkrypciji [S. Barariska, M.
Narajczyk, A. Wegrzyn, G. Wegrzyn, dane niepublikowa-
ne]. Aktualny model regulacji zmiany typu replikacji DNA
bakteriofaga A podczas jego cyklu rozwojowego w komérce
E. coli przedstawia Rys. 2.

ROLA BIALKA DnaA W REGULAC]JI TRANSKRYPCJI
I REPLIKACJI DNA BAKTERIOFAGA A

Kluczowa rola biatka DnaA w regulacji replikacji DNA
bakteriofaga A zostata przedstawiona powyzej. Warto jed-
nak raz jeszcze podkresli¢, ze bialko to reguluje replikacje
rozpoczynajaca sie z ori\ poprzez stymulacje aktywacji
transkrypcyjnej origin, czyli transkrypcji z promotora p,.
Ciekawym zjawiskiem jest natomiast niezgodnos¢ plazmi-
déw A z niektérymi mutacjami punktowymi w genie dnaA
gospodarza, przejawiajaca sie niemoznoscia wprowadze-
nia dzikiego typu plazmidu A do komérek tych mutantéw
(dnaA46, dnaA204 i dnaA508), co z kolei moze by¢ zniwelo-
wane przez mutacje typu 1 w genie P na plazmidzie \. Wy-
mienione wyzej mutacje w genie dnaA powoduja fenotyp
temperaturo-wrazliwosci bakterii, ale niezgodnoéé¢ z pla-
zmidem A wystepuje réwniez w temperaturze permisywnej
(30°C). W tych warunkach mozna co prawda obserwowaé

|

0]
P o o
° O
o ®e
x-srund
® £ b 8
@
b O ~S0kopii g @

y—
~O

Rysunek 2. Hipotetyczny mechanizm zmiany typu replikacji DNA bakteriofaga
A\ z modelu 6 na model 0. W krétkim czasie po infekgji biatko DnaA znajduje
si¢ w komodrce w wystarczajacej ilosci do zwigzania si¢ z rejonem promotora p,
(na jednej lub kilku kopiach genomu bakteriofaga) i jego stymulacji, co skutkuje
efektywng aktywacja transkrypcyjna ori\ i dwukierunkows replikacjg typu 6. W
tym czasie, bialka Cro i P wystepuja w stosunkowo matych ilosciach. Po kilku
rundach replikacji, bialko DnaA zostaje wymiareczkowane przez duza liczbe
sekwengji je wigzacych, polozonych w obrebie genomu bakteriofaga. Ponadto
rosnaca iloé¢ biatka P powoduje inaktywacje DnaA a rosnaca ilos¢ biatka Cro po-
woduje represje promotora p,. W zwiazku z tym aktywacja transkrypcyjna ori\
jest nieefektywna co powoduje rozpoczecie jednokierunkowej replikacji typu 6,
przechodzacej po jednej rundzie w replikacje typu o. Biatko SeqA (nie pokazane
na schemacie) ma jedynie modyfikujacy wplyw na te regulacje w trakcie rozwoju
bakteriofaga. Szczegotowy opis tej hipotezy zawarty jest w tekscie. Objasnienia
symboli: czarne duze kétko - genom bakteriofaga \, zielony prostokat - ori), fio-
letowa poprzeczna linia - promotor p,, czerwone kotka - biatko DnaA, niebieskie
kotka - biatko Cro, z6tte kotka - biatko P.
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obnizenie aktywnosci promotora p,, ale jest to obnizenie
zaledwie kilkukrotne przy jednoczesnej catkowitej niemoz-
noséci uzyskania komoérek transformowanych plazmidem A
[6]. Ostatnio zaproponowany zostal podwéjny mechanizm
tej niezgodnosci. Okazalo sie bowiem, ze produkty zmuto-
wanych alleli dnaA moga by¢ mniej aktywne w tworzeniu
komplekséw replikacyjnych w oriC (miejscu startu replika-
¢ji chromosomalnego DNA bakterii) przypuszczalnie w wy-
niku stabszego oddzialywania z helikazg DnaB. W zwigzku
z tym w obecnoéci dzikiego typu biatka P, ktére dodatkowo
obniza aktywnos¢ DnaA [21, 22], przegrywa ono zdecydo-
wanie konkurencje o helikaze DnaB z tym biatkiem fago-
wym [23]. Niemozno$é¢ replikacji DNA powoduje, iz nawet
jesli plazmid A moéglby replikowac sie w komoérkach niosa-
cych mutacje w genie dnaA, to komorki takie nie bylyby w
stanie przezy¢ i utworzy¢ kolonii bakteryjnej. Mutacja typu
n w genie P powoduje zmniejszenie powinowactwa jego
produktu do DnaB [24], a zatem umozliwia skuteczniejsze
konkurowanie o helikaze przez czesciowo defektywne cza-
steczki biatka DnaA [23].

Niezwykle istotne wydawalo sie dokladne poznanie me-
chanizmu stymulacji aktywnoéci promotora p, przez biatko
DnaA, tym bardziej, ze bialko to wigze sie do rejonu DNA
polozonego za promotorem (ang. downstream) [25]. W re-
jonie tym wystepuja dwa miejsca slabo wigzace DnaA (w
okolicach pozycji +18 i +200 w stosunku do miejsca star-
tu transkrypdji z p,) i oba sg absolutnie konieczne do tego
wigzania - modyfikacja ktéregokolwiek z nich powoduje
catkowita utrate zdolnosci DnaA do oddzialywania z tym
rejonem DNA [26].

Szczegélowa analiza biochemiczna wykazata, Zze DnaA
jest czynnikiem stymulujacym dwa etapy inicjacji tran-
skrypgji z promotora p,: wigzanie sie polimerazy RNA do
promotora i opuszczanie promotora [27]. Wydaje sie praw-
dopodobne, ze w rejonie promotora p, biatko DnaA tworzy
skomplikowane przestrzennie struktury nukleoproteinowe,
wprowadzajace zmiany w topologii DNA i mogace ulatwiac
rozpoczecie transkrypcji.

Ciekawa obserwacja bylo stwierdzenie, ze replikacja pla-
zmidéw M jest zahamowana w mutancie cgtA, kodujacym
male biatko wiazace GTP [28]. Ten proces jest réwniez za-
lezny od biatka DnaA, gdyz okazalo sig, Ze jego poziom jest
istotnie obnizony w mutancie cgtA za$ nadprodukcja DnaA
czesciowo znosi wplyw tej mutacji na replikacje bakteriofa-
ga A\ [28].

BIALKO SeqA - CZYNNIK REPLIKACYJNY REGULUJACY
TRANSKRYPCJE GENOW BAKTERIOFAGA A

Omawiane w poprzednim rozdziale biatko DnaA jest ini-
cjatorem replikacji DNA chromosomu bakteryjnego, jednak
kontroluje replikacje DNA A poprzez regulacje transkrypciji.
Kolejnym biatkiem replikacyjnym, ktére w komérkach E. coli
wykazuje réwnoczeénie aktywnos¢ regulatora inicjacji tran-
skrypcji jest produkt genu seqA. Po raz pierwszy wykazano
funkcje tego bialka jako czynnika transkrypcyjnego badajac
aktywno$¢ promotora p, bakteriofaga A [29]. Okazalo sie, ze
promotor ten jest stymulowany przez biatko SeqA zaréwno
in vivo jak i in vitro. Co ciekawe, podobnie jak w przypad-

ku biatka DnaA, miejsca wigzania SeqA (sekwencje GATC)
niezbedne do stymulacji transkrypcji rozpoczynajacej sie
z promotora p, polozone s3 za miejscem inicjacji syntezy
RNA (pozycje okoto +80 i +100) [29,30]. Dalsze badania wy-
kazaly, ze SeqA moze réwniez aktywowac inne promotory,
na przyklad dwa promotory bakteriofaga A stymulowane
przez biatko cIl: p; i p .. [31]. Stymulacja tych promotorow
zachodzila in vivo 1 in vitro, jednak w systemie in vitro tylko
w obecnoéci biatka cIlI i tylko wtedy gdy biatko SeqA bylto
preinkubowane z matryca DNA przed dodaniem biatka cII
[31]. Stad wniosek, ze SeqA moze stymulowac¢ aktywacje
promotoréw p, i p,, poprzez ulatwianie dziatania clI jako
specyficznego aktywatora (na przyklad utatwiajac wigzanie
sie cIll do DNA w okolicach promotora).

Podczas inicjacji replikacji chromosomu bakteryjnego
biatka DnaA i SeqA dziatajg antagonistycznie, odpowiednio
jako stymulator i inhibitor tego procesu. Wzajemne funk-
cjonalne oddzialywania pomiedzy tymi biatkami zaobser-
wowano réwniez w rejonie promotora p, [32]. Oba bialka
tacza sie w rejonach potozonych za miejscem startu tran-
skrypcji. Nie udalo sie jednak wykaza¢ ich wspoétdziatania
w stymulacji aktywnoéci tego promotora, a wrecz przeciw-
nie, w do$wiadczeniach transkrypcji in vitro okazalo sie, ze
zwigkszona iloé¢ jednego z tych bialek hamuje stymulacyj-
ne dziatanie drugiego [32]. Sugeruje to raczej wspdtzawod-
nictwo DnaA i SeqA o wigzanie si¢ w rejonie promotora p,,.
Fizjologiczne znaczenie tego procesu zostalo wykazane na
przykladzie replikacji plazmidéw pochodzacych od bakte-
riofaga A w komérkach E. coli niosgcych rézne allele genéw
dnaAiseqA, gdzie obserwowano supresje efektéw mutacji w
genie dnaA przez mutacje w genie segA [32].

Wzajemne zaleznosci pomiedzy DnaA i SeqA byty obser-
wowane takze w innych do$wiadczeniach. Dla przykiadu,
produkt zmutowanego allelu dnaA204, bardzo niestabil-
ny w komoérkach E. coli, wykazuje znacznie podwyzszony
czas pottrwania gdy bakterie sg jednocze$nie pozbawione
genu seqA [33]. Podwoéjne mutanty (w genach dnaA i seqA)
wykazuja ponadto inne ciekawe fenotypy, jak na przyklad
powazne zmiany wiasciwosci blon komérkowych [34]. Me-
chanizm powstawania tych zmian nie jest jeszcze wyjasnio-
ny, ale mozna przypuszczad, ze zjawisko to wynika albo ze
zmienionej transkrypcji wielu genéw (w wyniku zaburzen
jej regulacji przy braku aktywnosci DnaA i SeqA), ktérych
produkty sa zaangazowane w tworzenie prawidlowej
struktury blony, lub tez z wlasciwosci samych bialek DnaA
i SeqA, gdyz oba wykazuja powinowactwo do bton biolo-
gicznych. Pierwsza z tych hipotez wydaje sie¢ mniej prawdo-
podobna gdyz badania z wykorzystaniem mikromacierzy
DNA nie wykazaly istotnych rézni¢ w poziomach mRNA
genéw waznych z punktu widzenia struktury blony komor-
kowej w bakteriach pozbawionych genu segA w poréwna-
niu ze szczepami dzikiego typu [35].

REPLIKACJA PLAZMIDOW POCHODZACYCH
OD BAKTERIOFAGA A

Plazmidy A - czyli replikony pochodzace z genomu bak-
teriofaga A i zawierajace wszystkie geny i sekwencje sygna-
towe niezbedne do replikacji w komérkach E. coli - s od
dawna wygodnymi modelami uzywanymi w badaniach
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nad replikacjg pozachromosomowych elementéw genetycz-
nych. Wiadomo bylo, ze wéréd wielu rodzajéw naturalnych
plazmidéw replikujacych sie wedtug modelu 6 jedne repli-
kuja sie jednokierunkowo, a inne dwukierunkowo. Jednak-
ze badania nad replikacjg plazmidéw A wykazaly, ze w po-
pulacji jednego rodzaju plazmidu w komérkach E.coli moga
wystepowac zaréwno czasteczki replikujace sie jednokie-
runkowo, jak i czasteczki replikujace sie dwukierunkowo
[36]. Ten sam cykl doswiadczer wykazal, ze kierunkowosc¢
replikacji plazmidéw A nie zalezy od tego, czy proces ten
jest przeprowadzany przez dziedziczony czy nowo utwo-
rzony kompleks replikacyjny [36].

Doswiadczenia przeprowadzone przed ponad trzydzie-
stu laty sugerowaly, ze promotor p_, potozony pomiedzy
genami cII i O, moze mie¢ znaczenie w replikacji DNA A
[37]. Przypuszczano woéwczas, ze produkt transkrypcji
z tego promotora, oop RNA, stanowi primer dla syntezy
DNA. Pézniejsze badania, wskazujace na aktywnos¢ tego
transkryptu jako antysensownego RNA w stosunku do
mRNA genu cll, spowodowaly, ze hipotezy o roli p, nie bra-
no pod uwage przez dtugi czas. Jednakze rezultaty niedaw-
no opublikowanych doswiadczent wskazuja, Ze rejon tego
promotora jest wazny w regulacji replikacji plazmidéw A.
Stwierdzono bowiem wyrazne obnizenie efektywnosci re-
plikacji tych plazmidéw w przypadku mutantéw niosacych
punktowa mutacje w rejonie -10 promotora p, ktéra ponad
stukrotnie obniza efektywno$¢ wiazania sie polimerazy
RNA do tego promotora [38]. Zrozumienie mechanizmu re-
gulagji replikacji plazmidéw A, w ktérym wykorzystywany
jest promotor p, wymaga jednak dalszych badan.

Oprécz doswiadczent zmierzajacych do zrozumienia re-
gulacji inicjacji replikacji z ori\, plazmidy A byly ostatnio
wykorzystywane jako narzedzia w badaniach nad repli-
kacja innych plazmidéw. Konstrukcja plazmidu A o precy-
zyjnie regulowanej liczbie kopii (dzieki wymianie promo-
tora p, na umozliwiajacy precyzyjna kontrole efektywnosci
inicjacji transkrypcji promotor p,,) umozliwila pozytywna
weryfikacje wczeéniej zaproponowanej tzw. ,hipotezy kata-
strofy dimeréw”, wedlug ktérej utworzenie dimeréw i mul-
timetréw plazmidowych prowadzi do szybkiej utraty pla-
zmidu z linii komérkowej w warunkach braku silnej presji
selekeyijnej [39]. Zmodyfikowany plazmid A z promotorem
P, Zamiast p, moze by¢ ponadto wygodnym wektorem do
klonowania genéw, gdyz umozliwia precyzyjna regulacje
liczby kopii (w zakresie od 1 do okoto 100 na komérke) sklo-
nowanego fragmentu DNA [40]. Wydaje sie, ze takie wek-
tory moga by¢ szczegodlnie uzyteczne w przypadku klono-
wania i nadekspresji genéw, ktérych produkty sa toksycz-
ne dla komoérek E. coli. Plazmid niosacy taki gen moze by¢
utrzymywany w niskiej liczbie kopii zabezpieczajac w ten
sposob komorke przez negatywnymi skutkami wymykaja-
cej sie spod kontroli jego ekspresji, natomiast w momencie
rozpoczecia nadprodukgji, liczba kopii klonowanego genu
moze by¢ podwyzszona wielokrotnie [40]. Wreszcie wyko-
rzystanie zjawiska dziedziczenia kompleksu replikacyjnego
pozwolilo na zasugerowanie, ze toksyna Kid, produkt genu
znajdujacego sie na naturalnym plazmidzie R1, moze dzia-
ta¢ przed skladaniem kompleksu replikacyjnego ale nie po
jego utworzeniu [41].

MODULACJA REPLIKAC]I DNA PRZEZ
CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Prace prowadzone w ostatnim okresie wykazaly, ze obok
proceséw kluczowych dla kontroli inicjacji replikacji DNA
z ori\, opisanych powyzej, replikacja ta moze by¢ dodatko-
wo modulowana przez fagowe i komérkowe czynniki tran-
skrypcyijne, a ponadto produkty ekspresji genéw fagowych
wplywaja na replikacje chromosomu komérki gospodarza.
Dla przyktadu, bialko clI, aktywator transkrypcji z promoto-
réw niezbednych w cyklu lizogenicznym bakteriofaga, jest
silnie toksyczne dla komérek E. coli. Ostatnio wykazano, ze
biatko to hamuje proces replikacji DNA, prawdopodobnie
w wyniku oddzialywania na aktywno$é helikazy DnaB [42].
Ekspresja genu cll podlega z kolei wielostopniowej regulacji
[7]. Jego transkrypcja rozpoczyna sie z promotora p,, zatem
wszystkie czynniki kontrolujace aktywnos¢ tego promotora
maja wplyw na poziom mRNA genu cll. Jako ze biatko cII
wydaje sie by¢ najistotniejszym regulatorem decydujacym
o rozpoczeciu przez bakteriofaga A cyklu litycznego badz
lizogenicznego w zaleznosci od warunkéw Srodowisko-
wych [7], szczegblnie wazne wydaja sie w tym przypadku
by¢ czynniki dzialajace w komérce E. coli w odpowiedzi na
zmiany warunkéw zewnetrznych. Jednym z nich jest spe-
cyficzny nukleotyd, czterofosforan guanozyny (ppGpp),
syntetyzowany w duzych ilosciach w komérce w odpowie-
dzi na brak aminokwaséw. ppGpp w znaczacy sposéb mo-
duluje transkrypcje zaréwno z promotora p,, jak tez z pro-
motoréw aktywowanych przez biatko cll, regulujac w ten
sposob rozwoéj bakteriofaga A [43]. Interesujacym moze by¢
fakt, ze stymulacja aktywnosci promotora p,, bakteriofaga
A byla pierwszym opisanym przypadkiem bezposredniej
pozytywnej regulacji transkrypcji przez ppGpp w oczysz-
czonym ukladzie in vitro [44]. Z kolei badania nad mechani-
zmem hamowania aktywnosci promotora p, przez ppGpp
wykazaly, iz nukleotyd ten moduluje kilka (a nie jeden, jak
poprzednio sadzono) etapéw inicjacji transkrypcji, miano-
wicie wigzanie polimerazy RNA do promotora, tworzenie
kompleksu otwartego i jego stabilizacje oraz opuszczanie
promotora [45].

Jak wspomniano wczesniej, poziom biatka cIl w zaka-
zonej bakteriofagiem A komérce powinien by¢ regulowany
w odpowiedzi na warunki $rodowiskowe. Negatywnym
regulatorem translacji mRNA genu cIl jest antysensowny
transkrypt, oop RNA. Transkrypt ten ulega poliadenylacji
przez produkt genu pcnB, co prowadzi do zwiekszonego
tempa jego degradacji [46, 47]. Wykazano, ze wydajnos¢
ekspresji genu pcnB (kodujacego poli(A) polimeraze I), a co
za tym idzie wydajnosé poliadenylacji RNA, w komérkach
E. coli jest odwrotnie proporcjonalna do tempa wzrostu
hodowli bakteryjnej [48]. W zwiazku z tym, biatko cII jest
wydajniej syntetyzowane w wolno rosnacych komérkach.
Niespodziewanie okazalo sie jednak, ze aby biatko to mogto
by¢ w pelni funkcjonalne, potrzebna jest dodatkowa aktyw-
no$¢ innego biatka kodowanego przez genom bakteriofaga
A, clIl, ktére znane byto do niedawna tylko jako inhibitor
proteazy HfIB (inaczej zwanej FtsH), odpowiedzialnej m.in.
za degradacje cII [49]. Wyniki badan genetycznych sugeru-
ja, ze clIl moze by¢ biatkiem opiekuficzym, specyficznym
dla biatka cII [49].
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Mimo, ze - jak wynika z powyzszego opisu - biatko clI
spetnia kluczowa funkcje w regulacji rozwoju bakteriofa-
ga A, mechanizm jego oddzialywania z DNA i polimeraza
RNA podczas aktywacji transkrypgji jest stosunkowo stabo
poznany. Dopiero niedawno opublikowane prace wskaza-
ty, ze cll moze oddzialywa¢ z podjednostka a polimerazy
RNA oraz pozwolily na okreélenie orientacji podjednostki
a oddziatujacej z biatkiem clI [50, 51]. Wydaje sie, Ze nie-
dawne rozwiazanie struktury krystalicznej biatka cII [52, 53]
powinno przyspieszy¢ prace nad mechanizmem dzialania
tego czynnika regulujacego zaréwno transkrypcje jak i re-
plikacje DNA.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w tym artykule wyniki badan z ostatnich
kilku lat wskazuja, ze regulacja replikacji DNA jest znacz-
nie bardziej skomplikowana niz wydawalo sie to jeszcze
niedawno, gdy tworzono pierwsze modele molekularnej
kontroli tego kluczowego dla rozwoju kazdego organizmu
procesu. Stosunkowo proste replikony, takie jak genom
bakteriofaga A i plazmidy od niego pochodzace, stanowia
zatem wcigz bardzo wygodne i wydajne modele badaw-
cze, pozwalajace stosunkowo szybko uzyskiwaé informacje
z jednej strony bardzo szczegélowe, a z drugiej o duzym
poziomie ogélnosci. Wydaje sig, ze przelomem mogacym
doprowadzi¢ do wyjasnienia molekularnego mechanizmu
kontroli inicjacji replikacji DNA bakteriofaga A mogloby by¢
szczegblowe zrozumienie roli transkrypcji w regulacji tego
procesu. Interesujace moga by¢ takze badania nad ewolucja
genomu fagéw lambdoidalnych. Wydaje sie na przyktad, ze
konserwowane ewolucyjnie nie sg poszczegoélne geny z re-
jonu replikacyjnego bakteriofaga A ale rejon 5 genu O oraz
modut zloZzony z rejonu 3’ tego genu i calego genu P [54].
Nie ulega zatem watpliwosci, ze badania nad biologia mole-
kularna bakteriofaga A moga przynies¢ jeszcze wiele bardzo
waznych i ciekawych odkry¢.
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ABSTRACT

Bacteriophage A is a model in molecular biology studies since over fifty years. Nevertheless, studies of recent years (similarly to previous
time periods) resulted in many new experimental results which not only expanded our knowledge on molecular mechanisms of functions of
this virus, but also shed new light on general rules of the transduction and transfer of genetic information. In this review, we present recent
achievements of studies on mechanisms of regulation of bacteriophage A DNA replication. Between others, these studies led to determination
of the composition of A inherited replication complex, indication of the biological role of rapid degradation of free AO protein, description
of the proposal of regulation of the switch from early (8) to late (c) A DNA replication mode, elucidation of the mechanism of transcription
regulation by a replication protein DnaA and demonstration of the activity of transcription stimulator by another replication regulator - the
SeqA protein. These results may be important to better understand regulation of DNA replication of not only bacteriophage A but also other

organisms.
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