Rola topoizomerazy | w organizacji chromosomoéw Streptomyces coelicolor
oraz wptyw domeny C-koncowej na aktywnos¢ enzymu

Streszczenie

Utrzymanie witasciwego stopnia superskrecenia chromosomu bakteryjnego zalezy
gtéwnie od dziatania enzymdéw z grupy topoizomeraz. Za usuwanie negatywnych
superskretow odpowiedzialne sg topoizomerazy typu I. Sktadajg sie one z dwdch domen:
konserwatywnej domeny N-koricowej odpowiedzialnej za przeprowadzenie reakcji relaksacji
DNA i zmiennej gatunkowo domeny C-koncowej, ktéra w topoizomerazach typu | wielu
bakterii zawiera motywy palcéw cynkowych, zaangazowane w wigzanie biatka do DNA.
Bakterie nalezgce do promieniowcdéw (np. Streptomyces, Mycobacterium) posiadajg czesto
tylko jedng topoizomeraze typu | (TopA), rdinigcq sie od pozostatych bakteryjnych
homologéw sekwencjg aminokwasowg w obrebie domeny C-koricowej. Nie zawiera ona
palcow cynkowych, ale obejmuje powtarzalne sekwencje o wysokiej zawartosci lizyn, ktore
przypuszczalnie sg istotne dla funkcji biatka i mogg uczestniczy¢ w wigzaniu DNA. TopA S.
coelicolor charakteryzuje sie wyjgtkowo wysokg procesywnoscia dziatania, co
prawdopodobnie jest zwigzane ze strukturg domeny C-koricowe;.

Streptomyces to bakterie glebowe, istotne przemystowo jako producenci licznych
metabolitéw wtdérnych, w tym wielu antybiotykéw. Cykl zyciowy Streptomyces jest
powigzany ze zmianami topologii chromosomu i obejmuje tworzenie wielogenomowe;j
grzybni wegetatywnej oraz sporulacje, w czasie ktérej dochodzi do jednoczesnej kondesacji i
segregacji kilkudziesieciu chromosoméw do zarodnikéw. Delecja genu kodujgcego TopA S.
coelicolor jest letalna, natomiast obnizenie poziomu jego ekspresji opdznia wzrost i hamuje
sporulacje.

W ramach projektu doktorskiego zbadano wplyw obnizenia poziomu TopA na
dynamike chromosomoéw S. coelicolor podczas kietkowania i wzrostu wegetatywnego.
Wykazano, ze deplecja TopA zaburza rozdzielanie chromosoméw po replikacji, co skutkuje
ich nieprawidtowym rozmieszczeniem w strzepce oraz znacznym oddaleniem apikalnego
chromosomu od wierzchotka strzepki. Zaobserwowano takze, ze deplecja TopA hamuje
kietkowanie spor i powoduje zaburzenia wzrostu nowych odgatezien grzybni, co moze by¢
zwigzane ze zmieniong dystrybucjg chromosomow.

Drugim celem wykonanych badan byto wyjasnienie roli C-koricowej domeny TopA
S. coelicolor. Wykazano, ze charakterystyczng cechg promieniowcdéw jest wystepowanie w
obrebie domeny C-koncowej topoizomerazy sekwencji o zmiennej dtugosci ztozonych z
powtarzalnych motywow lizynowych. Przeprowadzone badania in vitro udowodnity, ze sg
one odpowiedzialne za niespecyficzne wigzanie DNA i gwarantujg TopA S. coelicolor wysoka
procesywno$¢ dziatania. Ponadto wykazano, ze chociaz C-koficowa domena TopA E. coli jest
odpowiedzialna za wigzanie ssDNA, nie jest ona w stanie zastgpi¢ funkcji C-koncowej
domeny topoizomerazy | S. coelicolor. Analiza fenotypowa szczepdw produkujgcych
zmodyfikowane biatka TopA pokazata, ze procesywna relaksacja ujemnych superskretow
przez TopA jest najbardziej istotna na etapie sporulacji, kiedy dochodzi do replikacji i
segregacji kilkudziesieciu chromosomoéw.



Uzyskane wyniki pokazujg, ze obnizenie poziomu biatka TopA i tym samym
zwiekszenie negatywnego superskrecenia DNA prowadzi do zaburzen rozdziatu
chromosoméw po replikacji, co wptywa na dystrybucje chromosoméw w strzepkach
wegetatywnych. Natomiast powtarzalne motywy lizynowe, znajdujgce sie w domenie C-

korncowej TopA zapewniajg biatku wysokg procesywnos¢ dziatania, ktéra jest konieczna do
zajscia sporulacji.



