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Determination of replication initiation site

S u m m a r y

Initiation of bacterial chromosome replication is mediated by a single initia-

tor protein – DnaA which interacts specifically with multiple DnaA boxes lo-

cated within the origin of replication oriC. We have applied in silico methods:

DNA asymmetry, DnaA box distribution and dnaA gene location to identify the

putative replication origins in bacterial chromosomes. The three methods iden-

tify the same region as a putative origin in more than half of the analyzed chro-

mosomes. The most universal method of putative oriC identification in bacterial

chromosomes is DNA asymmetry, although in some cases it is necessary to ap-

ply all three methods. Interestingly, most bacterial chromosomes exhibit an

overrepresentation of DnaA boxes; they contain at least one cluster of DnaA

boxes in the vicinity of the oriC region that is probably involved in controlling

replication initiation.
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1. Wstêp

Podzia³ ka¿dej komórki pro- i eukariotycznej musi byæ po-

przedzony podwojeniem materia³u genetycznego, tak by komór-

ki potomne otrzyma³y pe³en zestaw genów (1,2). Replikacja DNA
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zapewnia wierne przekazywanie informacji genetycznej z komórek rodzicielskich

do komórek potomnych. W przeprowadzonych badaniach nad inicjacj¹ replikacji

bakteryjnych chromosomów oraz chromosomów archebakterii i eukariontów poka-

zano, ¿e mechanizm inicjacji u organizmów nawet tak ewolucyjnie odleg³ych, jak

bakterie i ssaki, przebiega w podobny sposób. Polega on na zwi¹zaniu siê inicjato-

rowego bia³ka lub bia³ek z regionem inicjacji ori (origin), co prowadzi do utworzenia

kompleksu nukleoproteinowego, a nastêpnie do miejscowego rozplecenia helisy

DNA i powstania oczka replikacyjnego (3). W miejscach rozdzielenia dwóch nici

DNA tworzy siê para wide³ek replikacyjnych, w których syntetyzowane s¹ nowe nici

DNA na matrycy rodzicielskiego DNA. Ró¿nice w przebiegu procesu inicjacji replika-

cji DNA dotycz¹ liczby miejsc ori i ich cech strukturalnych oraz liczby i rodzaju

bia³ek uczestnicz¹cych w inicjacji replikacji.

U bakterii, replikacja rozpoczyna siê w jednym okreœlonym miejscu, natomiast

u eukariontów wystêpuje wiele miejsc inicjacji replikacji – nawet kilka tysiêcy ori.

U archebakterii synteza DNA jest inicjowana z jednego (np. u Pyrococcus abyssi, (4))

lub z dwóch (np. u Sulfolobus solfataricus, (5)) miejsc na chromosomie. Region ori

u bakterii i archebakterii jest swoiœcie rozpoznawany przez jedno bia³ko, natomiast

u eukariontów przez kompleks kilku inicjatorowych bia³ek (3).

G³ównymi elementami inicjacji replikacji u bakterii s¹: inicjatorowe bia³ko DnaA

i region oriC (origin of chromosomal replication), w którym rozpoczyna siê replikacja

chromosomu (6,7). Proces replikacji DNA zosta³ najlepiej poznany u Escherichia coli

– modelowego organizmu w biologii molekularnej mikroorganizmów. Bia³ko DnaA,

wi¹¿¹c siê z regionem oriC tworzy rdzeñ, wokó³ którego owija siê podwójna niæ

DNA. W wyniku powsta³ych naprê¿eñ dochodzi do miejscowego rozplecenia regio-

nu oriC i utworzenia oczka replikacyjnego.

Proces replikacji DNA jest regulowany na poziomie inicjacji replikacji. Inicjacja

replikacji jest, jak siê wydaje, najwa¿niejszym etapem kontroluj¹cym czêstoœæ po-

dzia³ów komórkowych, a tym samym tempo wzrostu komórki i dlatego istotne jest

okreœlenie regu³ umo¿liwiaj¹cych wyznaczenie regionu oriC na chromosomie bakte-

ryjnym.

Do niedawna, regionów oriC poszukiwano za pomoc¹ metod in vivo: analizy re-

plikacji minichromosomów i badania wbudowywania analogów nukleotydów, zwyk-

le znakowanych radioaktywnie, w chromosomalny DNA synchronizowanych hodow-

li komórkowych (1). Stosowano równie¿ techniki in vitro: dwukierunkowej elektro-

forezy DNA, 2-D (two dimensional gel) (8) i wyznaczania miejsca inicjacji replikacji

metod¹ RIP (replication initiation point mapping) (9,10). Minichromosom jest plazmi-

dem zawieraj¹cym chromosomalny region ori jako jedyne miejsce inicjacji replikacji

DNA. Jego niezale¿na replikacja w komórkach danej bakterii œwiadczy o tym, ¿e jest

to miejsce, w którym na chromosomie rozpoczyna siê powielanie DNA. Badanie re-

plikacji plazmidów stanowi¹cych swoist¹ bibliotekê fragmentów chromosomalnego

DNA pozwala na identyfikacjê regionu oriC chromosomu bez uprzedniego wyzna-

czenia przypuszczalnych miejsc inicjacji replikacji. Druga metoda in vivo opiera siê
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na analizowaniu regionów DNA, w które zosta³y wbudowane odpowiednio znako-

wane nukleotydy, i porównania intensywnoœci wyznakowania DNA w zale¿noœci od

po³o¿enia na chromosomie. Region DNA najwczeœniej ulegaj¹cy „zaznaczeniu” jest

miejscem, w którym rozpoczyna siê replikacja DNA. W metodzie tej g³ównie stosuje

siê hodowle zsynchronizowane. Mo¿na j¹ wykorzystaæ równie¿ do badania hodowli

komórek niezsynchronizowanych jednak w takich przypadkach niezbêdne jest

wczeœniejsze, przybli¿one wyznaczenie regionu oriC innymi metodami. Podobne

wymagania dotycz¹ technik in vitro, 2-D i RIP: znajomoœæ przybli¿onej lokalizacji re-

gionu oriC oraz izolowanie DNA z synchronizowanych hodowli (DNA izolowany z ko-

mórek z niezsynchronizowanych hodowli jest ubo¿szy w intermediaty replikacyjne).

Metoda RIP pozwala wyznaczyæ miejsce startu replikacji DNA z dok³adnoœci¹ do kil-

ku par zasad, natomiast pozosta³e z dok³adnoœci¹ do kilkuset par zasad.

Dotychczas, za pomoc¹ opisanych technik wyznaczono regiony oriC dla zaledwie

20 chromosomów bakteryjnych. Techniki te s¹ pracoch³onne i charakteryzuj¹ siê

okreœlonymi ograniczeniami. Przyk³adowo, konstrukcja minichromosmów jest pra-

coch³onna ze wzglêdu na koniecznoœæ konstruowania bibliotek i ma pewne ograni-

czenia: nie wszystkie organizmy toleruj¹ dodatkow¹ kopiê oriC obecn¹ w komórce,

co wyklucza zastosowanie tej techniki. Podstawow¹ wad¹ wiêkszoœci opisanych me-

tod jest koniecznoœæ synchronizacji wzrostu komórek (co zwykle wymaga konstru-

owania zmutowanych szczepów) oraz znajomoœæ przybli¿onej lokalizacji regionu

oriC na chromosomie.

Do niedawna wyznaczenie prawdopodobnego miejsca oriC bez badañ in vivo

lub/i in vitro nie by³o mo¿liwe. Od kilku, lat dziêki poznaniu sekwencji nukleotydo-

wych chromosomów ponad 200 bakterii oraz opracowaniu algorytmów komputero-

wych analizuj¹cych te sekwencje, mo¿liwe jest wyznaczanie regionów chromoso-

mów bakteryjnych, w obrêbie których dochodzi do inicjacji replikacji DNA.

2. Asymetria w sk³adzie nukleotydowym miêdzy ró¿nie replikowanymi
niæmi DNA

Ju¿ na podstawie analizy sk³adu nukleotydowego pierwszych zsekwencjonowa-

nych bakteryjnych chromosomów zauwa¿ono, ¿e nici DNA, prowadz¹ca i opóŸ-

niaj¹ca ró¿ni¹ siê sk³adem – s¹ asymetryczne pod wzglêdem wystêpowania okreœ-

lonych nukleotydów, np. niæ prowadz¹ca zawiera statystycznie wiêcej guaniny ni¿

niæ opóŸniaj¹ca (11,12). Zaobserwowane zale¿noœci zosta³y potwierdzone w wiêk-

szoœci zsekwencjonowanych chromosomach bakteryjnych przez innych badaczy (np.

(13-18)). Dlaczego nici DNA, prowadz¹ca i opóŸniaj¹ca s¹ asymetryczne, ró¿ni¹ siê

sk³adem nukleotydowym? Istnieje wiele przyczyn tej asymetrii, ale najwa¿niejsz¹,

jak siê wydaje, jest odmienna presja mutacyjna (wzór podstawieñ nukleotydowych)

zwi¹zana z replikacj¹ nici syntetyzowanych w sposób ci¹g³y i poprzez fragmenty

Okazaki (prace przegl¹dowe: (19-22)).
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Analizê asymetrii chromosomu mo¿na zilustrowaæ graficznie (rys. 1), stosuj¹c

metodê spacerów po DNA (17). Spaceruj¹c po chromosomie obserwujemy kolejne

nukleotydy komplementarne i dokonujemy odpowiednich zmian na wykresie, na

którym oœ X odzwierciedla po³o¿enie na chromosomie, a oœ Y miarê asymetrii. Je¿eli

natrafimy na guaninê, to przesuwamy siê o jedn¹ jednostkê do góry, je¿eli na cyto-

zynê, to w dó³, a je¿eli na adeninê lub tyminê, to przesuwamy siê do kolejnego nu-

kleotydu. W ten sposób uzyskujemy wykres przedstawiaj¹cy ró¿nicê miêdzy liczb¹

komplementarnych nukleotydów (np. [G-C]) wzd³u¿ chromosomu. Przy „spacerowa-

niu” mo¿na jeszcze dodatkowo odejmowaæ globalny trend w sk³adzie ca³ego chro-

mosomu, dziêki czemu wykres nie tylko rozpoczyna siê, ale i koñczy w punkcie dla

Y=0, co wyraŸniej pokazuje lokalne zmiany asymetrii na chromosomie. Zastosowa-

nie spaceru po DNA wyg³adza losowe fluktuacje asymetrii, pokazuj¹c trendy global-

ne. Obserwowane na wykresie minimum i maksimum, zwi¹zane z przejœciem z nici

prowadz¹cej na opóŸniaj¹c¹ i odwrotnie, odpowiada miejscom na chromosomie,

w których rozpoczyna i koñczy siê replikacja chromosomu. Analizuj¹c zatem in silico
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Rys. 1. Analiza asymetrii chromosomu E. coli metod¹ spacerów po DNA. Oœ X odzwierciedla po³o¿e-

nie na chromosomie, a oœ Y miarê asymetrii – ró¿nicê miêdzy liczb¹ komplementarnych nukleotydów

[G-C]. Ekstrema asymetrii zwi¹zane z przejœciem z nici prowadz¹cej na opóŸniaj¹c¹ lub odwrotnie odpo-

wiadaj¹ miejscu inicjacji (ori) i terminacji (ter) replikacji. Przerywana linia ze strza³k¹ na schemacie chro-

mosomu (wstawka) wskazuje pocz¹tek spaceru po DNA.



(za pomoc¹ komputera) sekwencje chromosomów, pod k¹tem czêstoœci wystêpowa-

nia okreœlonych nukleotydów, mo¿emy wyznaczyæ miejsca inicjacji replikacji tych

chromosomów. W analizach mo¿na uwzglêdniaæ równie¿ inne parametry opisuj¹ce

asymetriê, takie jak czêstoœæ wystêpowania poszczególnych nukleotydów (17,18),

znormalizowane ró¿nice miêdzy komplementarnymi nukleotydami, np. GCskew =

[G-C]/[G+C] (12,14,15,19,20), przewagê puryn nad pirymidynami i zasad ketono-

wych nad aminowymi (13), u¿ywalnoœæ kodonów i aminokwasów (17,18) rozk³ad oli-

gomerów (16). Poza prostymi spacerami po DNA (11) i pozbawionymi trendu (17)

stosowano równie¿ inne metody do opisu i oceny asymetrii wzd³u¿ chromosomu,

jak: analiza odchyleñ skew w zachodz¹cych oknach (12,15,20), kumulowanie od-

chyleñ skew (14,19), analiza wariancji (19), liniowa analiza dyskryminacyjna (18)

i transformacja falkowa (23). Analizy mo¿na przeprowadzaæ osobno dla ka¿dej

z pozycji w kodonie sekwencji koduj¹cych bia³ko, skupiaj¹c siê szczególnie na

trzecich pozycjach w kodonie, które najbardziej odzwierciedlaj¹ asymetriê, ponie-

wa¿ stosunkowo ³atwo akumuluj¹ substytucje wprowadzane przez presjê muta-

cyjn¹ (15,17-19).

Metody badaj¹ce asymetrycznoœæ sk³adu nici DNA s¹ obecnie czêsto u¿ywane do

wyznaczania regionów oriC. Opracowano wiele programów komputerowych, które

umo¿liwiaj¹ wyznaczanie oriC, np. program komputerowy Oriloc (24) lub DNAskew

(25). Opieraj¹ siê one na metodzie podobnej do opisanej. Jednak¿e, zastosowanie tylko

tego typu analiz mo¿e prowadziæ do b³êdnej lokalizacji regionu oriC, np. u Helicobacter

pylori wyznaczony in silico region oriC jest oddalony o oko³o 2500 pz od regionu, w któ-

rym bia³ko DnaA swoiœcie oddzia³uje ze zgrupowaniem boksów DnaA (26). Analiza asy-

metrii DNA niektórych chromosomów wykazuje obecnoœæ wiêcej ni¿ dwóch ekstre-

mów, np. u Streptomyces avermitilis, (patrz rys. 3G) wystêpuj¹ dwa minima i trudno jest

przewidzieæ, które z nich odpowiada miejscu inicjacji replikacji. Dlatego analiza asy-

metrii chromosomu powinna byæ uzupe³niona o poszukiwanie g³ównych elementów

zaanga¿owanych w inicjacjê replikacji.

3. Poszukiwanie zasadniczych elementów inicjacji replikacji
chromosomów

Bakteryjne regiony oriC s¹ zawsze zlokalizowane w odcinkach miêdzygenowych,

czêsto w bliskim s¹siedztwie genów koduj¹cych bia³ka zaanga¿owane w replikacjê

(rnpA-rmpH-dnaA-dnaN-recF-gyrB-rnpA) zwykle przed 5’ lub za 3’ koñcem genu dnaA ko-

duj¹cego iniacjatorowe bia³ko DnaA (rys. 2) (7). Ustalenie zatem po³o¿enia genu dnaA

na chromosomie mo¿e byæ u¿yteczne we wstêpnej fazie poszukiwania regionu oriC.

Gen dnaA zosta³ zidentyfikowany w chromosomach wszystkich badanych mikroorga-

nizmów, poza dwoma wyj¹tkami – na chromosomach Blochmannia floridanus (27)

i Wigglesworthia glossinidia (28) nie znaleziono genu dnaA. S¹ to gramujemne, endo-

symbiotyczne organizmy, nale¿¹ce do rodziny enterobakterii, blisko spokrewnione
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z E. coli. Przypuszczalnie inicjacja replikacji chromosomów tych bakterii, podobnie

jak ich metabolizm, s¹ w du¿ym stopniu zale¿ne od gospodarza (mrówka Camponotus

spp. w przypadku B. floridanus; mucha tse-tse w przypadku W. glossinidia).

U bakterii w regionie oriC wystêpuj¹ 9-nukleotydowe, niepalindromowe sekwen-

cje wi¹¿¹ce swoiœcie inicjatorowe bia³ko DnaA, nazywane dalej boksami DnaA (ang.

DnaA box). D³ugoœæ regionu oriC wynosi od 180 pz (Helicobacter pylori) do 1000-2000

pz (Bacillus subtilis, Streptomyces) (29). W tych regionach wystêpuje od kilku (np.

E. coli – 5 boksów DnaA) do kilkunastu (np. Streptomyces – 19 boksów DnaA) se-

kwencji wi¹¿¹cych inicjatorowe bia³ko DnaA oraz sekwencje bogate w pary AT,

w obrêbie których dochodzi do rozplecenia podwójnej nici DNA. Liczba boksów

DnaA i ich rozmieszczenie w regionie oriC mog¹ byæ ró¿ne, ale przyjmuje siê, ¿e do

zachowania aktywnoœci replikacyjnej powinno byæ ich co najmniej 4 na odcinku

DNA nie d³u¿szym ni¿ 200 pz. Wyj¹tkowe pod tym wzglêdem s¹ regiony oriC

Xanthomonas campestris (30), Coxiella burnetti (31) i Caulobacter crescentus (32), które

zawieraj¹ odpowiednio tylko 3, 2 lub 1 boks DnaA. Obecnoœæ kilku sekwencji DnaA,

zw³aszcza w s¹siedztwie genu dnaA, mo¿e sugerowaæ istnienie regionu oriC.

U E. coli, na podstawie sta³ych powinowactwa bia³ka DnaA do DNA, ustalono se-

kwencjê najwy¿szej zgodnoœci: 5’- TTA/TTNCACA-3’ (33). U organizmów charaktery-

zuj¹cych siê wysok¹ zawartoœci¹ GC (np. Streptomyces, % GC ~70), w pozycji 3. bok-

su DnaA najczêœciej wystêpuje G lub C. Niektóre pozycje nukleotydowe w sekwencji

boksu DnaA s¹ bardziej konserwatywne ni¿ inne. W przeprowadzonej analizie od-

dzia³ywania bia³ko DnaA-DNA wykazano, ¿e nukleotydy w pozycjach 2, 4, 7 i 9 odgry-

waj¹ istotn¹ rolê w wi¹zaniu siê z bia³kiem, natomiast nukleotyd w pozycji 5 praw-

dopodobnie nie jest zaanga¿owany w oddzia³ywanie z tym bia³kiem. Ostatnio w po-

znanej strukturze krystalicznej domeny wi¹¿¹cej DNA (motyw wi¹¿¹cy helisa-skrêt

-helisa) bia³ka DnaA E. coli z oligonukleotydem zawieraj¹cym „silny” boks DnaA
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Rys. 2. Organizacja bakteryjnego regionu oriC na przyk³adzie Mycobacterium tuberculosis. Strza³kami

zaznaczono po³o¿enie i orientacje boksów DnaA.

Rys. 3. Asymetria DNA, rozmieszczenie sekwencji boksów DnaA i po³o¿enie genu dnaA na chromo-

somach bakterii. Oœ X – po³o¿enie na chromosomie w parach zasad, w A-E i H sekwencje chromoso-

mów rozpoczynaj¹ siê i koñcz¹ w przypuszczalnym miejscu terminacji replikacji, a przypuszczalny re-

gion oriC znajduje siê w po³owie wykresu. W F i G po³o¿enia na chromosomie s¹ takie, jak w oryginalnie

adnotowanych sekwencjach. Szara linia i prawa oœ Y pokazuje spacer po DNA opisuj¹cy asymetriê ([A-T]

w F; dla pozosta³ych chromosomów – [G-C]). Czarne linie z punktami i lewa oœ Y pokazuj¹ rozmieszcze-

nie sekwencji boksów DnaA, objaœnienie w tekœcie. Krótka linia na górze wykresu wskazuje na po³o¿e-

nie genu dnaA.
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(TTATCCACA) wyjaœniono molekularne podstawy oddzia³ywania poszczególnych

aminokwasów z nukleotydami boksu DnaA (34). Okaza³o siê, ¿e bia³ko DnaA tworzy

wi¹zania ze wszystkimi (oprócz nukleotydu w pozycji 5) nukleotydami 9-merowego

boksu DnaA.

Poszukuj¹c zgrupowania boksów DnaA nale¿y pamiêtaæ, ¿e pozycja 5. boksu

DnaA nie jest ewolucyjnie konserwatywna, a u organizmów charakteryzuj¹cych siê

wysok¹ procentow¹ zawartoœci¹ par GC, w pozycji 3. boksu DnaA wystêpuje prze-

wa¿nie G lub C (29). Dodatkowo, w niektórych przypadkach, trzeba mieæ œwiado-

moœæ, ¿e w analizowanym organizmie bia³ko DnaA mo¿e wykazywaæ odmienn¹ swo-

istoœæ substratow¹ ni¿ analogiczne bia³ko u E. coli (35). Poszukuj¹c zatem zgrupowa-

nia boksów DnaA, nale¿y uwzglêdniæ mo¿liwoœæ, ¿e ich sekwencje mog¹ ró¿niæ siê

nawet do 3 nukleotydów od sekwencji boksu DnaA E. coli. Analizê po³o¿enia bok-

sów DnaA na chromosomie mo¿na zilustrowaæ graficznie: dla ka¿dego boksu wyli-

czamy odwrotnoœæ jego odleg³oœci do przyleg³ych dwóch boksów i przedstawiamy

te wartoœci na diagramie. Im bli¿ej po³o¿one s¹ boksy DnaA (ich zgrupowanie) tym

d³u¿szy jest odcinek, w którym zaznaczone punkty reprezentuj¹ po³o¿enie boksów

DnaA. D³ugoœci wiêksze ni¿ 0,005 wskazuj¹ na potencjalny klaster trzech boksów,

miêdzy którymi œrednia odleg³oœæ jest mniejsza ni¿ 100 pz. Przyk³adowo (rys. 3A) na

chromosomie Streptococcus pneumoniae R6 wystêpuje tylko jedno zgrupowanie bok-

sów DnaA i w tym miejscu prawdopodobnie rozpoczyna siê replikacja. To zgrupo-

wanie boksów DnaA jest po³o¿one w bliskim s¹siedztwie genu dnaA i ekstremum

asymetrii, co dodatkowo potwierdza, ¿e wytypowany region chromosomu jest miej-

scem inicjacji syntezy DNA. Na chromosomie E. coli, podobnie jak na chromosomach

wielu innych organizmów (rys. 3H) wystêpuje wiêcej ni¿ jedno zgrupowanie boksów

DnaA i bez uzupe³niaj¹cej analizy (badanie asymetrii DNA, lokalizacja genu dnaA)

trudno by³oby przewidzieæ, które ze zgrupowañ boksów DnaA jest regionem oriC.

4. Zastosowanie metod in silico do lokalizacji regionu oriC

Ostatnio przeprowadzono analizê sekwencji chromosomów 120 bakterii w celu

wyznaczenia miejsca inicjacji replikacji (29). Do identyfikacji potencjalnych regio-

nów oriC zastosowano trzy niezale¿ne metody komputerowej analizy sekwencji: ba-

danie asymetrii w sk³adzie nukleotydowym miêdzy ró¿nie replikowanymi niæmi, wy-

znaczenie rozk³adu boksów wi¹¿¹cych inicjatorowe bia³ko DnaA oraz okreœlenie

po³o¿enia genu dnaA. Spoœród 120 analizowanych chromosomów, trzy zastosowane

metody zgodnie identyfikowa³y ten sam region jako oriC (rys. 3A) u ponad po³owy

analizowanych mikroorganizmów (67 organizmów). W 30% chromosomów, po³o¿e-

nie tylko dwóch z trzech elementów analizy pokrywa siê; na rysunku 3B-D przedsta-

wiono reprezentatywne przyk³ady. W tej grupie mikroorganizmów ekstremum asy-

metrii jest w wiêkszoœci przypadków po³o¿one w bliskim s¹siedztwie jednego z ele-

mentów zaanga¿owanych w inicjacjê replikacji (zgrupowania boksów DnaA lub
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genu dnaA): region ten jest zapewne miejscem inicjacji replikacji DNA. Zaledwie

w trzech z analizowanych chromosomów ekstremum jest oddalone od potencjalne-

go miejsca startu replikacji DNA, w którym wystêpuj¹ gen dnaA i zgrupowanie bok-

sów DnaA. W 17 przypadkach wszystkie trzy elementy po³o¿one s¹ w ró¿nych miej-

scach na chromosomie (rys. 3E).

W przypadku niektórych chromosomów badanie asymetrii DNA nie wskazuje

jednego globalnego ekstremum. Przyk³adem mo¿e byæ chromosom Synechocystis sp.

PCC6803 (rys. 3F), w którym mo¿na siê jednak dopatrzyæ lokalnego ekstremum sko-

relowanego ze zgrupowaniem sekwencji boksów DnaA. Do dziœ, pomimo poznania

sekwencji nukleotydowej chromosomu, nie uda³o siê wyznaczyæ eksperymentalnie

regionu oriC tej bakterii (36). Byæ mo¿e zaproponowane miejsce jest rzeczywistym

miejscem inicjacji replikacji.

Nale¿y pamiêtaæ, ¿e niektóre bakterie (np. Vibrio cholerae) maj¹ dwa chromoso-

my, z których jeden ma typowy region oriC i gen dnaA, natomiast w drugim nie wy-

stêpuj¹ te elementy. Przyk³adowo, u V. cholerae replikacja jednego z chromosomów

rozpoczyna siê w oriC, natomiast drugiego w regionie, którego struktura przypomi-

na plazmidowy region ori (37). W tym ostatnim chromosomie w pobli¿u ori zidenty-

fikowano gen rep, którego produkt wykazuje stosunkowo wysok¹ homologiê do pla-

zmidowego bia³ka inicjatorowego.

W wiêkszoœci chromosomów stwierdzono, ¿e boksy DnaA pojawiaj¹ siê czêœciej

ni¿ wynika³oby to z ich losowego wystêpowania na chromosomie. Ponadto w wielu

chromosomach zaobserwowano obecnoœæ wiêcej ni¿ jednego zgrupowania boksów

DnaA w okolicy regionu oriC. Zgrupowania te mog¹ uczestniczyæ w regulacji proce-

su replikacji przez miareczkowanie cytoplazmatycznego bia³ka DnaA (29).

Wszystkie lub niektóre z elementów zwi¹zane z inicjacj¹ replikacji (asymetria

nici DNA, zgrupowanie boksów DnaA, gen dnaA) zosta³y utracone u bakterii, które

prowadz¹ wewn¹trzkomórkowy paso¿ytniczy lub symbiotyczny tryb ¿ycia, a ich

chromosomy uleg³y znacznej redukcji (29,38).

5. Podsumowanie

Od 1995 r., w którym poznano pierwsz¹ kompletn¹ sekwencjê chromosomu

bakteryjnego Haemophilus influenzae, zsekwencjonowano ponad 200 genomów bak-

teryjnych. Na podstawie ich analizy wykazano, ¿e chromosom bakteryjny jest asy-

metryczny, tzn. niæ DNA syntetyzowana jako ci¹g³a ró¿ni siê sk³adem nukleotydo-

wym od nici opóŸniaj¹cej. Obserwacja ta zaowocowa³a opracowaniem metody wy-

znaczania przypuszczalnego regionu inicjacji replikacji. Analiza asymetrii DNA oka-

za³a siê najbardziej uniwersaln¹ metod¹, jednak wiêksz¹ skutecznoœæ przewidywa-

nia uzyskuje siê uwzglêdniaj¹c wyniki wszystkich trzech opisanych metod. Na pod-

stawie analizy sekwencji nukleotydowych bakteryjnych chromosomów wykazano,

¿e w regionie, w którym rozpoczyna siê replikacja chromosomu bakteryjnego, wy-
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stêpuje zwykle kilka charakterystycznych elementów, wspólnych nawet dla mikro-

organizmów odleg³ych filogenetycznie. Podstawowym wyznacznikiem jest obec-

noœæ zgrupowanych na niewielkim odcinku DNA boksów DnaA swoiœcie wi¹¿¹cych

inicjatorowe bia³ko DnaA. Zwykle oriC po³o¿one jest w pobli¿u genu dnaA. Znalezie-

nie na chromosomie bakteryjnym fragmentu DNA zawieraj¹cego w bliskim s¹siedz-

twie kilka do kilkunastu boksów DnaA, gen dnaA oraz miejsce zmiany asymetrii miê-

dzy niæmi DNA pozwala na wyznaczenie przypuszczalnego miejsca oriC. U wiêkszo-

œci bakterii te trzy elementy s¹siaduj¹ ze sob¹. Istnieje grupa bakterii, u których tyl-

ko dwa z trzech elementów bezpoœrednio ze sob¹ s¹siaduj¹: przewa¿nie ekstre-

mum asymetrii z jednym z elementów inicjacji replikacji (zgrupowaniem boksów

DnaA lub genem dnaA). Opracowana metoda umo¿liwia wyznaczanie miejsc oriC

w nowo sekwencjonowanych chromosomach bakteryjnych, których liczba przekro-

czy kilka tysiêcy w ci¹gu najbli¿szych kilku lat.
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