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Determination of replication initiation site
Summary

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 silica 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.

Key words:
initiation of replication, bacterial chromosome, DnaA protein, oriC region,
DNA asymmetry.

1. Wstep

Podziat kazdej komorki pro- i eukariotycznej musi byé po-
przedzony podwojeniem materiatu genetycznego, tak by komor-
ki potomne otrzymaty peten zestaw gendw (1,2). Replikacja DNA
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zapewnia wierne przekazywanie informacji genetycznej z komorek rodzicielskich
do komorek potomnych. W przeprowadzonych badaniach nad inicjacjg replikacji
bakteryjnych chromosomoéw oraz chromosomow archebakterii i eukariontéw poka-
zano, ze mechanizm inicjacji u organizméw nawet tak ewolucyjnie odlegtych, jak
bakterie i ssaki, przebiega w podobny sposéb. Polega on na zwigzaniu sie inicjato-
rowego biatka lub biatek z regionem inicjacji ori (origin), co prowadzi do utworzenia
kompleksu nukleoproteinowego, a nastepnie do miejscowego rozplecenia helisy
DNA i powstania oczka replikacyjnego (3). W miejscach rozdzielenia dwdch nici
DNA tworzy sie para widetek replikacyjnych, w ktérych syntetyzowane sg nowe nici
DNA na matrycy rodzicielskiego DNA. Réznice w przebiegu procesu inicjacji replika-
cji DNA dotycza liczby miejsc ori i ich cech strukturalnych oraz liczby i rodzaju
biatek uczestniczacych w inicjacji replikacji.

U bakterii, replikacja rozpoczyna sie w jednym okreslonym miejscu, natomiast
u eukariontéw wystepuje wiele miejsc inicjacji replikacji - nawet kilka tysiecy ori.
U archebakterii synteza DNA jest inicjowana z jednego (np. u Pyrococcus abyssi, (4))
lub z dwobch (np. u Sulfolobus solfataricus, (5)) miejsc na chromosomie. Region ori
u bakterii i archebakterii jest swoiscie rozpoznawany przez jedno biatko, natomiast
u eukariontéw przez kompleks kilku inicjatorowych biatek (3).

Gléwnymi elementami inicjacji replikacji u bakterii sg: inicjatorowe biatko DnaA
i region oriC (origin of chromosomal replication), w ktérym rozpoczyna sie replikacja
chromosomu (6,7). Proces replikacji DNA zostat najlepiej poznany u Escherichia coli
- modelowego organizmu w biologii molekularnej mikroorganizmdéw. Biatko DnaA,
wigzac sie z regionem oriC tworzy rdzen, wokot ktérego owija sie podwdjna ni¢
DNA. W wyniku powstalych naprezehh dochodzi do miejscowego rozplecenia regio-
nu oriC i utworzenia oczka replikacyjnego.

Proces replikacji DNA jest regulowany na poziomie inicjacji replikacji. Inicjacja
replikacji jest, jak sie wydaje, najwazniejszym etapem kontrolujacym czesto$¢ po-
dziatébw komoérkowych, a tym samym tempo wzrostu komoérki i dlatego istotne jest
okreslenie regut umozliwiajgcych wyznaczenie regionu oriC na chromosomie bakte-
ryjnym.

Do niedawna, regionéw oriC poszukiwano za pomoca metod in vivo: analizy re-
plikacji minichromosoméw i badania wbudowywania analogéw nukleotydow, zwyk-
le znakowanych radioaktywnie, w chromosomalny DNA synchronizowanych hodow-
li komérkowych (1). Stosowano réwniez techniki in vitro: dwukierunkowej elektro-
forezy DNA, 2-D (two dimensional gel) (8) i wyznaczania miejsca inicjacji replikacji
metoda RIP (replication initiation point mapping) (9,10). Minichromosom jest plazmi-
dem zawierajagcym chromosomalny region on jako jedyne miejsce inicjacji replikacji
DNA. jego niezalezna replikacja w komaérkach danej bakterii Swiadczy o tym, ze jest
to miejsce, w ktérym na chromosomie rozpoczyna sie powielanie DNA. Badanie re-
plikacji plazmidéw stanowigcych swoista biblioteke fragmentéw chromosomalnego
DNA pozwala na identyfikacje regionu oriC chromosomu bez uprzedniego wyzna-
czenia przypuszczalnych miejsc inicjacji replikacji. Druga metoda in vivo opiera sie
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na analizowaniu regionéw DNA, w ktére zostaty wbudowane odpowiednio znako-
wane nukleotydy, i poréwnania intensywnosci wyznakowania DNA w zaleznosci od
potozenia na chromosomie. Region DNA najwczesniej ulegajacy ,zaznaczeniu” jest
miejscem, w ktérym rozpoczyna sie replikacja DNA. W metodzie tej giéwnie stosuje
sie hodowle zsynchronizowane. Mozna jg wykorzysta¢ rowniez do badania hodowli
komorek niezsynchronizowanych jednak w takich przypadkach niezbedne jest
wczesniejsze, przyblizone wyznaczenie regionu oriC innymi metodami. Podobne
wymagania dotyczg technik in vitro, 2-D i RIP: znajomo$¢ przyblizonej lokalizacji re-
gionu oriC oraz izolowanie DNA z synchronizowanych hodowli (DNA izolowany z ko-
morek z niezsynchronizowanych hodowli jest ubozszy w intermediaty replikacyjne).
Metoda RIP pozwala wyznaczy¢ miejsce startu replikacji DNA z doktadnoscig do kil-
ku par zasad, natomiast pozostate z doktadnoscig do kilkuset par zasad.

Dotychczas, za pomoca opisanych technik wyznaczono regiony oriC dla zaledwie
20 chromosomow bakteryjnych. Techniki te sg pracochtonne i charakteryzujg sie
okrestonymi ograniczeniami. Przyktadowo, konstrukcja minichromosmoéw jest pra-
cochtonna ze wzgledu na konieczno$¢ konstruowania bibliotek i ma pewne ograni-
czenia; nie wszystkie organizmy tolerujg dodatkowg kopie oriC obecng w komorce,
co wyklucza zastosowanie tej techniki. Podstawowa wada wiekszosci opisanych me-
tod jest koniecznos$¢ synchronizacji wzrostu komoérek (co zwykle wymaga konstru-
owania zmutowanych szczepdw) oraz znajomos¢ przyblizonej lokalizacji regionu
oriC na chromosomie.

Do niedawna wyznaczenie prawdopodobnego miejsca oriC bez badan in vivo
lub/i in vitro nie bylo mozliwe. Od kilku, lat dzieki poznaniu sekwencji nukleotydo-
wych chromosomow ponad 200 bakterii oraz opracowaniu algorytméw komputero-
wych analizujgcych te sekwencje, mozliwe jest wyznaczanie regionéw chromoso-
moéw bakteryjnych, w obrebie ktérych dochodzi do inicjacji replikacji DNA.

2. Asymetria w skiadzie nukleotydowym miedzy réznie replikowanymi
ni¢mi DNA

juz na podstawie analizy skltadu nukleotydowego pierwszych zsekwencjonowa-
nych bakteryjnych chromosomoéw zauwazono, ze nici DNA, prowadzaca i op6z-
niajgca rézniag sie sktadem - sg asymetryczne pod wzgledem wystepowania okres-
lonych nukleotydéw, np. ni¢ prowadzgca zawiera statystycznie wiecej guaniny niz
ni¢ opdzniajgca (11,12). Zaobserwowane zaleznosci zostaly potwierdzone w wiek-
szosci zsekwencjonowanych chromosomach bakteryjnych przez innych badaczy (np.
(13-18)). Dlaczego nici DNA, prowadzaca i opdzZniajgca sg asymetryczne, rdznig sie
sktadem nukleotydowym? Istnieje wiele przyczyn tej asymetrii, ale najwazniejsza,
jak sie wydaje, jest odmienna presja mutacyjna (wzoér podstawien nukleotydowych)
zwigzana z replikacja nici syntetyzowanych w sposéb cigglty i poprzez fragmenty
Okazaki (prace przegladowe: (19-22)).
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Rys. 1. Analiza asymetrii chromosomu E. coli metoda spaceréw po DNA. O$ X odzwierciedla potoze-
nie na chromosomie, a 0$ Y miare asymetrii — rdéznice miedzy liczbg komplementarnych nukleotydéw
(G-C|. Ekstrema asymetrii zwigzane z przej$ciem z nici prowadzacej na opdzniajaca lub odwrotnie odpo-
wiadaja miejscu inicjacji (ori) i terminacji (ter) replikacji. Przerywana linia ze strzatkg na schemacie chro-
mosomu (wstawka) wskazuje poczatek spaceru po DNA.

Analize asymetrii chromosomu mozna zilustrowaé graficznie (rys. 1), stosujac
metode spaceréw po DNA (17). Spacerujgc po chromosomie obserwujemy kolejne
nukleotydy komplementarne i dokonujemy odpowiednich zmian na wykresie, na
ktérym o$ X odzwierciedla potozenie na chromosomie, a 0$ Y miare asymetrii. Jezeli
natrafimy na guanine, to przesuwamy sie o0 jedng jednostke do gory, jezeli na cyto-
zyne, to w dot, a jezeli na adenine lub tymine, to przesuwamy sie do kolejnego nu-
kleotydu. W ten sposob uzyskujemy wykres przedstawiajacy réznice miedzy liczbg
komplementarnych nukleotyddw (np. [G-C]) wzdtuz chromosomu. Przy ,spacerowa-
niu" mozna jeszcze dodatkowo odejmowac globalny trend w sktadzie catego chro-
mosomu, dzieki czemu wykres nie tylko rozpoczyna sie, ale i koriczy w punkcie dla
Y=0, co wyrazniej pokazuje lokalne zmiany asymetrii na chromosomie. Zastosowa-
nie spaceru po DNA wygtadza losowe fluktuacje asymetrii, pokazujgc trendy global-
ne. Obserwowane na wykresie minimum i maksimum, zwigzane z przejsciem z nici
prowadzacej na opdzniajgca i odwrotnie, odpowiada miejscom na chromosomie,
w ktérych rozpoczyna i konczy sie replikacja chromosomu. Analizujgc zatem in silico
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(za pomoca komputera) sekwencje chromosoméw, pod katem czestosci wystepowa-
nia okreslonych nukleotydéw, mozemy wyznaczy¢ miejsca inicjacji replikacji tych
chromosomoéw. W analizach mozna uwzglednia¢ réwniez inne parametry opisujgce
asymetrie, takie jak czesto$¢ wystepowania poszczegoélnych nukleotydoéw (17,18),
znormalizowane réznice miedzy komplementarnymi nukleotydami, np. GCskew =
[G-C)[G-I-C] (12,14,15,19,20), przewage puryn nad pirymidynami i zasad ketono-
wych nad aminowymi (13), uzywalnos¢ kodonéw i aminokwasow (17,18) rozktad oli-
gomerow (16). Poza prostymi spacerami po DNA (11) i pozbawionymi trendu (17)
stosowano réwniez inne metody do opisu i oceny asymetrii wzdtuz chromosomu,
jak: analiza odchylen skew w zachodzacych oknach (12,15,20), kumulowanie od-
chylen skew (14,19), analiza wariancji (19), liniowa analiza dyskryminacyjna (18)
i transformacja falkowa (23). Analizy mozna przeprowadza¢ osobno dla kazdej
z pozycji w kodonie sekwencji kodujacych biatko, skupiajac sie szczegoélnie na
trzecich pozycjach w kodonie, ktére najbardziej odzwierciedlajg asymetrie, ponie-
waz stosunkowo tatwo akumulujg substytucje wprowadzane przez presje muta-
cyjng (15,17-19).

Metody badajgce asymetrycznos¢ skfadu nici DNA sg obecnie czesto uzywane do
wyznaczania regionéw oriC. Opracowano wiele programéw komputerowych, ktére
umozliwiajg wyznaczanie oriC, np. program komputerowy Oriloc (24) lub DNAskew
(25). Opierajg sie one na metodzie podobnej do opisanej. Jednakze, zastosowanie tylko
tego typu analiz moze prowadzi¢ do blednej lokalizacji regionu oriC, np. u Helicobacter
pylori wyznaczony in silico region or/Cjest oddalony o okoto 2500 pz od regionu, w kt6-
rym biatko DnaA swoiscie oddziatuje ze zgrupowaniem bokséw DnaA (26). Analiza asy-
metrii DNA niektérych chromosoméw wykazuje obecnos$¢ wiecej niz dwoch ekstre-
maéw, np. u Streptomyces avermitilis, (patrz rys. 3G) wystepuja dwa minima i trudno jest
przewidzie¢, ktore z nich odpowiada miejscu inicjacji replikacji. Dlatego analiza asy-
metrii chromosomu powinna by¢ uzupetniona o poszukiwanie gtéwnych elementéw
zaangazowanych w inicjacje replikaciji.

3. Poszukiwanie zasadniczych elementéw inicjacji replikacji
chromosomoéw

Bakteryjne regiony or/C sg zawsze zlokalizowane w odcinkach miedzygenowych,
czesto w bliskim sgsiedztwie gendéw kodujacych biatka zaangazowane w replikacje
(rnpA-rmpH-dnaA-dnaN-recF-gyrB-rpA) zwykle przed 5' lub za 3' koricem genu dnaA ko-
dujgcego iniacjatorowe biatko DnaA (rys. 2) (7). Ustalenie zatem potozenia genu dnaA
na chromosomie moze by¢ uzyteczne we wstepnej fazie poszukiwania regionu or/C.
Gen dnaA zostat zidentyfikowany w chromosomach wszystkich badanych mikroorga-
nizméw, poza dwoma wyjatkami - na chromosomach Blochmannia fJoridanus (27)
i Wiggiesworthia glossinidia (28) nie znaleziono genu dnaA. Sg to gramujemne, endo-
symbiotyczne organizmy, nalezace do rodziny enterobakterii, blisko spokrewnione
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mpA rpmH dnaA dnaN

Rys. 2. Organizacja bakteryjnego regionu oriC na przyktadzie Mycobacterium tuberculosis. Strzatkami
zaznaczono potozenie i orientacje bokséw DnaA.

z E. coli. Przypuszczalnie inicjacja replikacji chromosoméw tych bakterii, podobnie
jak ich metabolizm, sg w duzym stopniu zalezne od gospodarza (mréwka Camponotus
spp. w przypadku B.flondanus; mucha tse-tse w przypadku W. glossinidia).

U bakterii w regionie oriC wystepuja 9-nukleotydowe, niepalindromowe sekwen-
cje wigzace swoiscie inicjatorowe biatko DnaA, nazywane dalej boksami DnaA (ang.
DnaA box). Dlugos¢ regionu oriC wynosi od 180 pz {Heiicobacter pyiori) do 1000-2000
pz (Baciiius subtiiis, Streptomyces) (29). W tych regionach wystepuje od kilku (np.
E. coii - 5 bokséw DnaA) do kilkunastu (np. Streptomyces - 19 bokséw DnaA) se-
kwencji wigzacych inicjatorowe biatko DnaA oraz sekwencje bogate w pary AT,
w obrebie ktérych dochodzi do rozplecenia podwdjnej nici DNA. Liczba boksow
DnaA i ich rozmieszczenie w regionie oriC moga by¢ rézne, ale przyjmuje sie, ze do
zachowania aktywnosci replikacyjnej powinno by¢ ich co najmniej 4 na odcinku
DNA nie dtuzszym niz 200 pz. Wyjatkowe pod tym wzgledem sg regiony oriC
Xanthomonas campestris (30), Coxieiia burnetti (31) i Cauiobacter crescentus (32), ktore
zawierajg odpowiednio tylko 3, 2 lub 1 boks DnaA. Obecnos¢ kilku sekwencji DnaA,
zwtaszcza w sasiedztwie genu dnaA, moze sugerowaé istnienie regionu oriC.

U E. coii, na podstawie statych powinowactwa biatka DnaA do DNA, ustalono se-
kwencje najwyzszej zgodnosci: 5- TTXTNCACA-3' (33). U organizmow charaktery-
zujacych sie wysoka zawartoscia GC (np. Streptomyces, % GC —70), w pozycji 3. bok-
su DnaA najczesciej wystepuje G lub C. Niektdre pozycje nukleotydowe w sekwencji
boksu DnaA sg bardziej konserwatywne niz inne. W przeprowadzonej analizie od-
dzialywania biatko DnaA-DNA wykazano, ze nukleotydy w pozycjach 2,4,719 odgry-
wajq istotng role w wigzaniu sie z biatkiem, natomiast nukleotyd w pozycji 5 praw-
dopodobnie nie jest zaangazowany w oddziatywanie z tym biatkiem. Ostatnio w po-
znanej strukturze krystalicznej domeny wigzgcej DNA (motyw wigzacy helisa-skret
-helisa) biatka DnaA E. coii z oligonukleotydem zawierajagcym ,silny” boks DnaA

Rys. 3. Asymetria DNA, rozmieszczenie sekwencji bokséw DnaA i potozenie genu dnaA na chromo-
somach bakterii. 0§ X - potozenie na chromosomie w parach zasad, w A-E i H sekwencje chromoso-
mow rozpoczynaja sie i koncza w przypuszczalnym miejscu terminacji replikacji, a przypuszczalny re-
gion oriC znajduje sie w potowie wykresu. W F i G potozenia na chromosomie sg takie, jak w oryginalnie
adnotowanych sekwencjach. Szara linia i prawa 0$ Y pokazuje spacer po DNA opisujacy asymetrie ([A-T|
w F; dla pozostatych chromosomoéw - [G-C|). Czarne linie z punktami i lewa 0$ Y pokazuja rozmieszcze-
nie sekwencji bokséw DnaA, objasnienie w tekscie. Kroétka linia na goérze wykresu wskazuje na potoze-
nie genu dnaA.
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(TTATCCACA) wyjasniono molekularne podstawy oddziatywania poszczegdinych
aminokwasoéw z nukleotydami boksu DnaA (34). Okazato sie, ze biatko DnaA tworzy
wigzania ze wszystkimi (oprécz nukleotydu w pozyciji 5) nukleotydami 9-merowego
boksu DnaA.

Poszukujac zgrupowania bokséw DnaA nalezy pamieta¢, ze pozycja 5. boksu
DnaA nie jest ewolucyjnie konserwatywna, a u organizmow charakteryzujgcych sie
wysokg procentowg zawartoscig par GC, w pozycji 3. boksu DnaA wystepuje prze-
waznie G lub C (29). Dodatkowo, w niektérych przypadkach, trzeba mie¢ swiado-
mos¢, ze w analizowanym organizmie biatko DnaA moze wykazywa¢ odmienng swo-
isto$¢ substratowg niz analogiczne biatko u E. coli (35). Poszukujgc zatem zgrupowa-
nia bokséw DnaA, nalezy uwzgledni¢ mozliwo$¢, ze ich sekwencje moga rézni¢ sie
nawet do 3 nukleotydéw od sekwencji boksu DnaA E. coli. Analize potozenia bok-
séw DnaA na chromosomie mozna zilustrowac graficznie: dla kazdego boksu wyli-
czamy odwrotnosc jego odlegtosci do przyleglych dwoch bokséw i przedstawiamy
te wartosci na diagramie, tm blizej potozone sg boksy DnaA (ich zgrupowanie) tym
dluzszy jest odcinek, w ktérym zaznaczone punkty reprezentujg potozenie bokséw
DnaA. Dlugosci wieksze niz 0,005 wskazujg na potencjalny klaster trzech boksoéw,
miedzy ktérymi Srednia odlegtos¢ jest mniejsza niz 100 pz. Przyktadowo (rys. 3A) na
chromosomie Streptococcus pneumoniae R6 wystepuje tylko jedno zgrupowanie bok-
séw DnaA i w tym miejscu prawdopodobnie rozpoczyna sie replikacja. To zgrupo-
wanie boks6w DnaA jest polozone w bliskim sgsiedztwie genu dnaA i ekstremum
asymetrii, co dodatkowo potwierdza, ze wytypowany region chromosomu jest miej-
scem inicjacji syntezy DNA. Na chromosomie E. coli, podobnie jak na chromosomach
wielu innych organizmow (rys. 3H) wystepuje wiecej niz jedno zgrupowanie bokséw
DnaA i bez uzupetniajacej analizy (badanie asymetrii DNA, lokalizacja genu dnaA)
trudno bytoby przewidzie¢, ktére ze zgrupowan boksow DnaAjest regionem oriC.

4. Zastosowanie metod in silico do lokalizacji regionu oriC

Ostatnio przeprowadzono analize sekwencji chromosomoéw 120 bakterii w celu
wyznaczenia miejsca inicjacji replikacji (29). Do identyfikacji potencjalnych regio-
now oriC zastosowano trzy niezalezne metody komputerowej analizy sekwencji: ba-
danie asymetrii w sktadzie nukleotydowym miedzy réznie replikowanymi niémi, wy-
znaczenie rozktadu bokséw wigzgcych inicjatorowe biatko DnaA oraz okres$lenie
potozenia genu dnaA. Sposrdd 120 analizowanych chromosomow, trzy zastosowane
metody zgodnie identyfikowaly ten sam region jako oriC (rys. 3A) u ponad potowy
analizowanych mikroorganizméw (67 organizmoéw). W 30% chromosomoéw, potoze-
nie tylko dwodch z trzech elementéw analizy pokrywa sie; na rysunku 3B-D przedsta-
wiono reprezentatywne przyklady. W tej grupie mikroorganizméw ekstremum asy-
metrii jest w wiekszosci przypadkdéw potozone w bliskim sgsiedztwie jednego z ele-
mentéw zaangazowanych w inicjacje replikacji (zgrupowania bokséw DnaA lub

98 PRACE PRZEGLADOWE



Wyznaczenie miejsca inicjacji replikacji na podstawie sekwencji chromosomu bakteryjnego

genu dnaA): region ten jest zapewne miejscem inicjacji replikacji DNA. Zaledwie
w trzech z analizowanych chromosoméw ekstremum jest oddalone od potencjalne-
go miejsca startu replikacji DNA, w ktérym wystepujg gen dnaA i zgrupowanie bok-
séw DnaA. W 17 przypadkach wszystkie trzy elementy potozone sg w réznych miej-
scach na chromosomie (rys. 3E).

W przypadku niektérych chromosoméw badanie asymetrii DNA nie wskazuje
jednego globalnego ekstremum. Przyktadem moze by¢ chromosom Synechocystis sp.
PCC6803 (rys. 3F), w ktdrym mozna sie jednak dopatrzy¢ lokalnego ekstremum sko-
relowanego ze zgrupowaniem sekwencji bokséw DnaA. Do dzi§, pomimo poznania
sekwencji nukleotydowej chromosomu, nie udato sie wyznaczy¢ eksperymentalnie
regionu oriC tej bakterii (36). By¢ moze zaproponowane miejsce jest rzeczywistym
miejscem inicjacji replikaciji.

Nalezy pamietaé, ze niektére bakterie (np. Vibrio cholerae) majg dwa chromoso-
my, z ktérych jeden ma typowy region oriC i gen dnaA, natomiast w drugim nie wy-
stepujg te elementy. Przyktadowo, u V. cholerae replikacja jednego z chromosoméw
rozpoczyna sie w oriC, natomiast drugiego w regionie, ktérego struktura przypomi-
na plazmidowy region ori (37). W tym ostatnim chromosomie w poblizu ori zidenty-
fikowano gen rep, ktérego produkt wykazuje stosunkowo wysoka homologie do pla-
zmidowego biatka inicjatorowego.

W wiekszosci chromosoméw stwierdzono, ze boksy DnaA pojawiajg sie czesciej
niz wynikatoby to z ich losowego wystepowania na chromosomie. Ponadto w wielu
chromosomach zaobserwowano obecnos¢ wiecej niz jednego zgrupowania bokséw
DnaA w okolicy regionu oriC. Zgrupowania te mogg uczestniczy¢ w regulacji proce-
su replikacji przez miareczkowanie cytoplazmatycznego biatka DnaA (29).

Wszystkie lub niektére z elementéw zwiazane z inicjacjg replikacji (asymetria
nici DNA, zgrupowanie bokséw DnaA, gen dnaA) zostaly utracone u bakterii, ktére
prowadzg wewnagtrzkomorkowy pasozytniczy lub symbiotyczny tryb zycia, a ich
chromosomy ulegly znacznej redukcji (29,38).

5. Podsumowanie

Od 1995 r.,, w ktérym poznano pierwszg kompletng sekwencje chromosomu
bakteryjnego Haemophilus influenzae, zsekwencjonowano ponad 200 genoméw bak-
teryjnych. Na podstawie ich analizy wykazano, ze chromosom bakteryjny jest asy-
metryczny, tzn. ni¢ DNA syntetyzowana jako ciggta r6zni sie sktadem nukleotydo-
wym od nici op6zniajgcej. Obserwacja ta zaowocowata opracowaniem metody wy-
znaczania przypuszczalnego regionu inicjacji replikacji. Analiza asymetrii DNA oka-
zafa sie najbardziej uniwersalng metoda, jednak wiekszg skutecznos¢ przewidywa-
nia uzyskuje sie uwzgledniajac wyniki wszystkich trzech opisanych metod. Na pcd
stawie analizy sekwencji nukleotydowych bakteryjnych chromosoméw wykazano,
ze w regionie, w ktorym rozpoczyna sie replikacja chromosomu bakteryjnego, wy-
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Stepuje zwykle kilka charakterystycznych elementéw, wspdlnych nawet dla mikro-
organizméw odlegtych filogenetycznie. Podstawowym wyznacznikiem jest obec-
nos¢ zgrupowanych na niewielkim odcinku DNA boksow DnaA swoiscie wigzgcych
inicjatorowe biatko DnaA. Zwykle oriC potozone jest w poblizu genu dnaA. Znalezie-
nie na chromosomie bakteryjnym fragmentu DNA zawierajgcego w bliskim sgsiedz-
twie kilka do kilkunastu bokséw DnaA, gen dnaA oraz miejsce zmiany asymetrii mie-
dzy ni¢mi DNA pozwala na wyznaczenie przypuszczalnego miejsca oriC. U wiekszo-
Sci bakterii te trzy elementy sasiadujg ze soba. Istnieje grupa bakterii, u ktérych tyl-
ko dwa z trzech elementéw bezposrednio ze sobg sasiadujg: przewaznie ekstre-
mum asymetrii z jednym z elementdw inicjacji replikacji (zgrupowaniem boksow
DnaA lub genem dnaA). Opracowana metoda umozliwia wyznaczanie miejsc oriC
w nowo sekwencjonowanych chromosomach bakteryjnych, ktérych liczba przekro-
czy kilka tysiecy w ciggu najblizszych kilku lat.

Praca finansowana przez Ministerstwo Nauki i Informatyzacji (KBN, projekty badawcze nr 3PO4A07922,
2P0O4A06228).
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