STRESZCZENIE

Wysokoprocesywna topoizomeraza | ze Sterptomyces coelicolor-
dynamika procesu relaksacji DNA oraz rola biologiczna enzymu.

U wiekszosci bakterii segregacja chromosoméw przed podziatem
komérkowym rozpoczyna sie w juz czasie replikacji DNA i wymaga aktywnosci
biatek segregacyjnych ParAB, jednak sam przebieg tego procesu jest rézny u
réznych grup mikroorganizmoéow. W przypadku nitkowatych bakterii glebowych z
rodzaju Streptomyces, segregacja chromosomoéw zachodzi podczas sporulacji
indukowanej w sytuacji stresu Srodowiskowego, kiedy wielogenomowa strzepka
grzybni przeksztatcana jest w jednogenomowe zarodniki. W Streptomyces
biatko ParA tworzy rozciggajgce sie wzdtuz strzepki filamenty, podczas gdy
biatko ParB rozpoznaje i wigze sekwencje parS zlokalizowane w centralnej
czesci liniowego chromosomu Streptomyces w regionie oriC (z ang. origin of
chromosome replication), tworzac nukleoproteinowy kompleks nazywany
segrosomem (Rys. 1).

Poszukujagc nowych biatek zaangazowanych w proces segregacji
chromosoméw u Streptomyces coelicolor zidentyfikowano biatko ScTopA
(SCO3543). Badania in vivo oraz in vitro potwierdzity, ze biatko ScTopA wigze
sie do komplekséw segregacyjnych za posrednictwem DNA. Na podstawie
homologii wzgledem innych biatek bakteryjnych sklasyfikowano biatko ScTopA
jako topoizomeraze typu IA, réznigca sie jednak od innych bakterii dtuzszg i
pozbawiong palcéw cynkowych domeng C-kohncowg. W  testach
enzymatycznych biatko to wykazywato cechy charakterystyczne dla
topoizomeraz typu IA tj. usuwanie negatywnych superskretéw z czgsteczki DNA
(relaksowanie) w sposéb zalezny od jondw magnezu, lecz niezaleznie od ATP.
Wykorzystanie techniki putapkowania magnetycznego pozwolito na doktadne
opisanie dynamiki usuwania negatywnych superskretéow przez biatko ScTopA na
poziomie pojedynczych czgsteczek oraz wyznaczenie liczby superskretéow
usuwanych w jednym cyklu aktywnosci enzymu (150 skretéw/cykl). Ponadto
pokazano, ze do swojej aktywnosci biatko ScTopA wymaga obecnosci
jednoniciowych regiondow DNA (ssDNA). Uzyskane wyniki wskazujg, ze biatko
ScTopA wykazuje duzo wyzszg procesywnos¢ niz opisane dotad homologi u

innych organizméw. Zasugerowano, ze wynika ona z obecnosci nietypowej



domeny C-kohcowej. Badania zmodyfikowanych szczepdw S. coelicolor
udowodnity, ze biatko ScTopA jest niezbedne do prawidtowego wzrostu, a
obnizenie jego komérkowego poziomu zatrzymuje rdéznicowanie sie kolonii.
Analiza z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej pokazata, ze szczepy z
niskim poziomem biatka ScTopA charakteryzujg sie zaburzong lokalizacja
komplekséw segregacyjnych ParB-DNA podczas sporulacji, jak réwniez
niezdolne s do prawidtowego tworzenia przegréd poprzecznych
rozdzielajgcych prespory.

Otrzymane wyniki pozwolity na uzupetnienie modelu segregacji
chromosoméw u S. coelicolor o nowe biatko - ScTopA (Rys. 1.), ktére jest
rekrutowane w sgsiedztwie komplekséw segregacyjnych (ParB-DNA), gdzie
odpowiada za usuwanie stresu topologicznego moggcego sie tworzy¢ podczas
powstawania segrosomOw w trakcie rozdzielania dziesigtek chromosoméw do
prespor. Ponadto wysoka procesywnos$¢ usuwania negatywnych superskretéw,
obserwowana w przypadku biatka ScTopA wydaje sie by¢ istotna ze wzgledu na
fakt rozdzielania do prespor jednoczes$nie dziesigtek chromosomoéw
znajdujgcych sie w jednym kompartmencie komérkowym.

Rys. 1. Model segregacji chromosoméw u
bakterii S. coelicolor. W grzybni powietrznej
biatka ParA tworza filament wzdtuz strzepki
stanowigcy rusztowanie dla segrosomow
(komplekséw ParB-DNA). Formowaniu segrosomoéw
towarzyszg zmiany w strukturze DNA prowadzace
do powstania lokalnych naprezeh. Tworzgce sie w
ten spos6b w obrebie chromosomu naprezenia
J i/lub regiony jednoniciowe (ssDNA) stanowia
v miejsce wigzania biatka ScTopA, ktére redukuje
stres topologiczny w sasiedztwie miejsc parS i
umozliwia ich rozdzielenie. Prawidtowo rozdzielone
chromosomy sq nastepnie stopniowo
kondensowane przy udziale biatek SMC.
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