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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Glebowe promieniowce z rodzaju Streptomyces rosna w postaci grzybni. Kolonie Streptomyces
przechodza ztozony cykl zyciowy, w trakcie ktérego grzybnia wegetatywna réznicuje si¢ w grzyb-
ni¢ powietrzna, a ta z kolei ulega przeksztalceniu w taiicuchy zarodnikéw. Proces réznicowania
podlega $cistej kontroli przez produkty grupy genéw bld i whi. Grzybnia Streptomyces zbudowa-
na jest z przylegajacych do siebie, wydtuzonych komérek zwanych kompartmentami, oddzielo-
nych rzadko rozmieszczonymi poprzecznymi przegrodami. Kompartmenty grzybni wegetatywne;j
zawieraja od kilku do kilkunastu nieskondensowanych chromosoméw. Chromosomy w grzyb-
ni wegetatywnej replikuja si¢ asynchronicznie i nie ulegaja segregacji. Natomiast w grzybni po-
wietrznej synchronicznie powstaje drabinka przegréd poprzecznych. Na tym etapie chromosomy
ulegaja kondensacji i segregacji do jednogenomowych kompartmentéw zarodnikowych. W segre-
gacji chromosomoéw wazna rolg petnig biatka z rodzin ParA i ParB. ParB wiaze DNA i tworzy
duzy nukleoproteinowy kompleks — segregosom. ParA wystepuje w postaci filamentu i umoz-
liwia réwnomierne rozmieszczenie segregosoméw wzdluz grzybni powietrznej, tak aby kazdy
z powstajacych zarodnikéw otrzymat pojedyncza kopi¢ chromosomu. Charakterystyczna, omo-
wiona tutaj szczegétowo cecha Streptomyces, jest czasowo—przestrzenna regulacja jakiej podle-
gaja procesy segregacji chromosomow i tworzenia przegrod.

segregacja chromosomow ¢ podziat komérkowy ¢ replikacja * Streptomyces * ParA * ParB ¢
Ftsz

Summary

Streptomyces, soil-dwelling actinomycetales, grow by forming a mycelium. During the develop-
ment of Streptomyces colonies, vegetative hyphae undergo morphological differentiation which
involves the formation of aerial hyphae and spore chains. Differentiation is controlled by a regu-
latory cascade of bld and whi genes products. Long, multigenomic compartments of vegetative
hyphae are delimited by infrequent crosswalls and remain adjacent to each other. Chromosome
replication in vegetative hyphae is asynchronous. The chromosomes are uncondensed and do not
undergo active segregation. On the other hand, in multigenomic aerial hyphae that undergo syn-
chronized septation, the chromosomes are condensed and segregated into unigenomic compart-
ments. Efficient chromosomal segregation depends on ParA and ParB proteins. ParB binds DNA,
forming a large nucleoprotein complex, a segregosome. ParA assembles into a filament exten-
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ding along the hyphae. The ParA filament enables the regular distribution of the segregosomes,
ensuring that each of the spore compartments receives one copy of the chromosome. A unique
feature of Streptomyces discussed in this review is the spatial and temporal regulation of chro-

mosomal segregation and septation.
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WPROWADZENIE

W2zR0ST | ROZNICOWANIE KOLONII STREPTOMYCES

Streptomyces to Gram-dodatnie, nalezace do grupy pro-
mieniowcoéw bakterie glebowe, ktére wzrostem i ztozo-
nym cyklem zyciowym przypominaja grzyby nitkowate.
Wzrost w postaci grzybni oraz wytwarzanie i rozsiewa-
nie opornych na czynniki zewngtrzne zarodnikéw uta-
twiaja Streptomyces kolonizacj¢ gleby. Grzybnia wege-
tatywna pobiera z podtoza substancje odzywcze, a po ich
wyczerpaniu réznicuje si¢ w grzybni¢ powietrzna, ktéra
nastgpnie przeksztatca si¢ w taiicuchy zarodnikéw [8,12].
Kolejna adaptacja Strepromyces do Srodowiska glebowe-
go jest wytwarzanie enzyméw hydrolitycznych umozli-
wiajacych degradacje szczatkéw organicznych oraz syn-
teze wtornych metabolitow, ktére maja utatwié zdobycie
przewagi nad mikroorganizmami konkurujacymi o te
same nisze ekologiczne. Dzigki zréznicowanej aktyw-
nosci biologicznej wytwarzanych przez Streptomyces
wtoérnych metabolitéw, bakterie te sa szeroko wyko-
rzystywane w przemysle. Oprécz enzyméw o zastoso-
waniu przemystowym, takich jak chitynazy, ksylanazy,
proteazy, czy lipazy, okoto 60% stosowanych antybioty-
kéw pochodzenia naturalnego jest produkowanych przez
Streptomyces, w tym streptomycyna (drugi odkryty anty-
biotyk i pierwszy o dziataniu przeciwgruZliczym), neo-
mycyna, chloramfenikol i tetracyklina, a takze substan-
cje o charakterze cytostatykéw i immunosupresantow
(np. rapamycyna) [6,10,44,73]. Bogactwo szlakéw meta-
bolicznych Streptomyces zawdzigczaja wyjatkowo duze-
mu genomowi (8—10 Mpz) [3]. Modelowym gatunkiem
w badaniach nad Streptomyces jest S. coelicolor [31,33].
S. coelicolor M 145 byt pierwszym szczepem Streptomyces
o poznanej sekwencji nukleotydowej chromosomu (obec-
nie znana jest takze sekwencja chromosomu S. avermitilis)
[3,35]. Na dlugim (8,7 Mpz), bogatym w pary GC (72%)
i, co ciekawe, liniowym chromosomie S. coelicolor ziden-
tyfikowano, az ponad 7000 genéw [3]. Charakterystyczna
cecha Streptomyces jest obecnos$¢ na chromosomie ponad
60 genéw kodujacych czynniki sigma polimerazy RNA
(w przypadku E. coli jest ich tylko 8, a u B. subtilis nie-
wiele ponad 20), dzigki ktérym Streptomyces dostoso-
wuja ekspresje okreslonych genéw do zmieniajacych sie
warunkéw srodowiskowych.

Wzrost grzybni wegetatywnej

Wzrost kolonii Streptomyces rozpoczyna si¢ od wykiet-
kowania z zarodnika pojedynczego lub dwdch strzgpkéw
(ryc.1). Rosnace nitkowato i rozgateziajace si¢ strzgpki two-
rza grzybnig wegetatywna, ktéra przerasta podtoze i pobie-
ra z niego substancje pokarmowe. Charakterystyczna ce-
cha Streptomyces jest wzrost strzgpkéw grzybni w regionie
szczytowym [20,24,70]. U wigkszosci bakterii pateczko-
watych, dzielacych si¢ przez podziat poprzeczny (Bacillus
subtilis, Streptococcus pneumoniae) strefa wzrostu wyste-
puje w $cianie podtuznej w centrum komorki, w okolicy
miejsca podziatu. Oprécz Streptomyces wydhuzanie komé-
rek na biegunach stwierdzono u pateczek Corynebacterium
glutamicum, réwniez nalezacych do promieniowcow [14].
U Streptomyces dochodzi dodatkowo do tworzenia od-
galezien, czyli utworzenia de novo nowego wierzchotka
wzrostu na $cianie bocznej strzgpka. Wzrost szczytowy
wymaga doprowadzenia w poblize wierzcholka strzgp-
kéw enzymow 1 substratéw niezbednych do syntezy no-
wej Sciany. Odbywa si¢ to prawdopodobnie za pomoca
aktywnego transportu [20], ale nieznany jest molekular-
ny mechanizm warunkujacy ten proces. Przypuszcza sig,
ze jednym z jego elementéw jest niedawno zidentyfiko-
wane biatko DivIVA, ktére zlokalizowano na wierzchot-
kach grzybni Streptomyces [21]. Zaburzenie poziomu biat-
ka DivIVA powoduje powazne zmiany ksztattu strzgpkéw;
zwigkszenie jego poziomu prowadzi do charakterystycz-
nego powigkszenia w obszarze szczytowym, natomiast
zmniejszenie wywoluje nadmierne tworzenie bocznych
odgatezien — efekt podobny do obserwowanego podczas
zaburzenia wzrostu wierzchotkowego u grzybow([21]. Nie
wiadomo, w jaki sposéb DivIVA uczestniczy we wzroscie
wierzchotka Streptomyces, ani z jakimi biatkami w komor-
ce oddziatuje DivIVA.

Regulacja rozwoju grzybni powietrznej
Podobnie jak u B. subtilis, ograniczenie sktadnikéw od-

zywczych i stres fizjologiczny sa czynnikami zapoczatko-
wujacymi sporulacje Streptomyces [9,11]. R6znicowanie
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prowadzace do powstania fanicuchéw zarodnikéw rozpo-
czyna si¢ od wzrostu grzybni powietrznej (ryc. 1). A za-
tem, przetaczenie w tryb zarodnikowania powoduje wzrost
kolonii, inaczej niz u B. subtilis, gdzie zarodnikowanie wia-
ze si¢ z catkowitym zahamowaniem wzrostu [8,75]. Biata,
szybko rosnaca, nierozgateziona i hydrofobowa grzyb-
nia powietrzna nadaje ,.kosmaty” charakter koloniom S.
coelicolor dojrzewajacym na statych podtozach. Wzrost
grzybni powietrznej kontroluje kaskada sygnatowa, w sktad
ktérej wchodzg biatka zwane Bld (z jezyka angielskiego
bald — tysy), poczatkowo zidentyfikowane dzigki charak-
terystycznemu fenotypowi, jakie ich mutacje nadaja kolo-
niom [9,42]. Mutacje genéw bld hamuja wzrost grzybni
powietrznej i kolonie mutantéw pozostaja gtadkie. Prosty
model kaskady sygnatowej zaktada, ze kazdy z genéw bld
(bldA,B,C,D,G,H, 1,J,K, L, M, N), warunkuje zapoczat-
kowanie kolejnego procesu fizjologicznego, prowadzace-
go do wzrostu grzybni powietrznej, i obejmujacego m.in.
liz¢ w obrebie niektérych kompartmentéw grzybni wegeta-
tywnej, czy zmiang metabolizmu kolonii. Dotad doktadnie
scharakteryzowano tylko niektére geny kaskady sygnato-
wej. Dobrze opisano np. bldA, kodujacy leucynowy tRNA
swoisty dla rzadkiego u Streptomyces kodonu UUA, ktéry
wystepuje w wielu genach uruchamianych w trakcie réz-
nicowania [10,53]. Produkt genu bldD, niskoczasteczkowe
biatko wiazace DNA jest represorem genow zaangazowa-
nych w réznicowanie. BldD kontroluje transkrypcje¢ m.in.
bldN, ktore z kolei jest czynnikiem sigma polimerazy RNA
niezbednym do transkrypcji bldM. BldM uruchamia dal-
sze etapy kaskady i odpowiada za dojrzewanie grzybni po-
wietrznej (zobacz ponizej) [9,17]. BIdK scharakteryzowano
jako ABC transporter warunkujacy transport matych pep-
tydéw zewnatrzkomodrkowych [42,67]. Wigkszos¢ mutan-
tow bld nie jest w stanie wytwarzaé SapB (spore associated
protein B), niskoczasteczkowego (17 kDa), hydrofobowego
biatka, niezbednego do wzrostu grzybni powietrznej [84].

Co ciekawe, mutanty bld tworza prawidlowa grzybni¢ po-
wietrzng, gdy biatko SapB zostanie dostarczone z zewnatrz.
SapB jest wydzielane do podtoza i zwigzane z powierzch-
nia grzybni powietrznej dziata jako surfaktant powodujac
obnizenie napigcia powierzchniowego wody na powierzchni
kolonii [18]. Szybko rosnaca grzybnia powietrzna pokry-
wa si¢ warstwa biatek hydrofobowych (rodliny i chapliny),
ktore nadaja strzgpkom sztywnos¢ [13,18].

Podczas dojrzewania kolonii strzgpki biatej grzybni po-
wietrznej ulegaja przeksztatceniu w szare tarncuchy za-
rodnikéw (ryc.1). Geny, ktérych mutacje powoduja zaha-
mowanie dojrzewania grzybni powietrznej na tym etapie
nazwano whi (white — biate) [7,9]. whiG pozostajacy pod
kontrola BIdD i BIdM jest pierwszym, ,,wczesnym’ genem
whi, ktéry jest konieczny do dojrzewania grzybni. WhiG
jest czynnikiem sigma polimerazy RNA warunkujacym
transkrypcje dalszych genéw regulatorowych: whiH i whil
[9,43]. Zahamowanie wzrostu grzybni powietrznej, ktére
nastepuje przed przeksztalceniem jej w zarodniki jest uza-
leznione od kolejnych genéw whi, niezaleznych od whiG:
whiA 1 whiB. Mutanty genéw whiA i whiB charakteryzuja
si¢ niezwykle dtuga i spiralnie skrgcong grzybnig powietrz-
na [9,22]. Wszystkie pig¢ wczesnych genéw whi (whiG,
whiH, whil, whiB i whiA) jest niezbednych do prawidio-
wej transkrypcji péZnych genéw regulatorowych, takich
jak sigF (kodujacy czynnik sigma polimerazy RNA), pod
ktérego kontrolg pozostaja geny odpowiedzialne za doj-
rzewanie zarodnikéw, np. whiE (dwa geny odpowiadaja-
ce za syntezg¢ szarego poliketydowego pigmentu zarodni-
kéw) [9]. Oprécz najwcezesniej opisanej grupy biatek Whi,
znaleziono takze inne biatka niezbg¢dne do prawidlowego
dojrzewania grzybni powietrznej, np. typowe tylko dla pro-
mieniowcéw biatka rodziny ssgA — SALP (SsgA like pro-
teins: ssgA, B, C, D, E, F, G) [68,77,78]. Szczepy z dele-
cja genu ssgA, w ogdle nie sporuluja, a mutacje w innych

567



Postepy Hig Med Dosw (online), 2007; tom 61: 565-575

genach tej rodziny powoduja réznorodne defekty w tan-
cuchach zarodnikéw. Wciaz jednak niewiele wiadomo na
temat wzajemnych powiazan pomigdzy produktami ge-
néw ssg i whi.

MULTIGENOMOWE KOMPARTMENTY GRZYBNI STREPTOMYCES

Podzialy komoérkowe w grzybni wegetatywnej

W grzybni wegetatywnej Streptomyces nie zachodza typo-
we dla bakterii podzialy komérkowe, w wyniku ktérych
powstaja dwie komoérki potomne. Po osiagnigciu pewnej
dtugosci przez komérke szczytowa w nitkowatym strz¢pku
zostaje utworzona przegroda poprzeczna. Powstajace wy-
dtuzone przedziaty komérkowe (kompartmenty) nie pod-
legaja wzrostowi, az do czasu powstania bocznego odgate-
zienia. W przeciwienistwie do bakterii pateczkowatych (np.
B. subtilis), gdzie podczas podziatu w obrgbie przegrody
zachodzi liza umozliwiajaca fizyczne oddzielenie dwéch
potomnych komoérek, w grzybni Streptomyces kompart-
menty, cho¢ oddzielone sa podwéjna blona, wciaz przyle-
gaja do siebie. Nieznane sg reguly, jakim podlega czgstos¢
tworzenia przegréd u Streptomyces, wiadomo jednak, ze
jest ona rézna w zaleznosci od warunkéw wzrostu i szcze-
pu [20,24].

Pomimo braku typowych podziatéw komérkowych tworze-
nie przegréd poprzecznych w grzybni Streptomyces prze-
biega zgodnie z podstawowym mechanizmem cytokine-
tycznym Prokaryota, ktérego gléwnym elementem jest
biatko FtsZ [60,82]. Biatko to jest strukturalnym homolo-
giem eukariotycznej tubuliny [58,63]. FtsZ wyznacza miej-
sce podziatu komérki poprzez polimeryzacj¢ w postaci we-
wnatrzkomdrkowej, zwigzanej z btona struktury otaczajacej
komorke, zwanej pierscieniem Z. Powstawanie pierscienia
Z uwarunkowane jest rtéwnowaga pomigdzy polimeryza-
cjaidepolimeryzacja FtsZ. U Streptomyces wystgpuja ho-
mologii bialek zaangazowanych w regulacje powstawania
pierscienia Z oraz odpowiadajacych za rozwdj Sciany ko-
morkowej w miejscu powstawania pierscienia Z (FtsI, K,
W, Q) [3,20]. Nie stwierdzono jednak obecnosci genéw
kodujacych niektére biatka, odpowiedzialnych za stabili-
zacje protofilamentéw FtsZ, takich jak ZipA u E. coli czy
Zap A iEzrA u B. subtilis [3,58]. U Streptomyces, w prze-
ciwienstwie do wszystkich badanych bakterii, delecja genu
JftsZ nie jest letalna i nie powoduje ona zahamowania wzro-
stu grzybni wegetatywnej [62]. W grzybni szczepdw z de-
lecja ftsZ nie tworza si¢ przegrody poprzeczne i nie docho-
dzi do wytwarzania zarodnikéw (patrz ponizej). Tak wigc
Streptomyces sa jedynymi bakteriami, u ktérych podziaty
komoérkowe nie sg niezbedne do wzrostu.

Asynchroniczna replikacja chromosoméw w grzybni
wegetatywnej

Przedziaty komérkowe grzybni wegetatywnej Streptomyces
sq multigenomowe; zawieraja od kilku do kilkunastu ko-
pii chromosomu [32,44]. Mikroskopowe obserwacje pre-
paratéw grzybni Streptomyces, w ktérej wybarwiono DNA
sugeruja, ze chromosomy sa nieskondensowane i nie maja
okreslonej lokalizacji w poszczegdlnych kompartmentach.
Préba zlokalizowania okreslonych regionéw chromoso-
mow (regionu inicjacji replikacji — oriC zlokalizowanego
w Srodku chromosomu i regionéw terminacji replikacji fer

— koricow chromosomu) przy zastosowaniu techniki FISH
(fluorescence in situ hybridisation) potwierdzita losowe
ich rozmieszczenie w przedziatach [85]. Zastosowanie fu-
zji podjednostki B polimerazy III DNA z biatkiem zielo-
nej fluorescencji (GFP — green fluorescent protein) pozwo-
lito na lokalizacje maszynerii replikacyjnej (replisoméw)
w grzybni S. coelicolor (ryc.2, schematycznie zaznaczo-
ne na niebiesko) [72]. Wykazano, ze chociaz replikacja
chromosomoéw zachodzi we wszystkich obszarach grzyb-
ni, intensywnos¢ tego procesu jest zréznicowana w obre-
bie kolonii. W niektérych kompartmentach grzybni za-
obserwowano wyrazne skupiska fluorescencyjne, ktére
wskazywaly na aktywna replikacje. Natomiast w innych
kompartmentach tego typu skupisk byto mniej i towarzy-
szyta im fluorescencja rozproszona, co moze by¢ nastep-
stwem montowania/rozmontowania maszynerii replika-
cyjnej. Obserwowano tez przedziaty, w ktérych w ogéle
nie bylo skupisk fluorescencyjnych. Na podstawie powyz-
szych spostrzezen stwierdzono, ze replikacja chromoso-
mow jest asynchroniczna w pojedynczym kompartmen-
cie, a takze pomiedzy poszczegdlnymi kompartmentami
grzybni Streptomyces [72]. Nie wiadomo, jakie czynniki
reguluja liczbg chromosoméw Streptomyces w poszczegdl-
nych kompartmentach grzybni wegetatywnej.

Replikacja i kondensacja chromosoméw w grzybni
powietrznej

Szybki wzrost strzgpkow grzybni powietrznej pociaga za
soba bardzo intensywna replikacje DNA. Obserwacje mi-
kroskopowe poparte analiza statystyczna wskazaty na naj-
wigksze zaggszczenie aktywnych replisoméw (tj. wyraznych
skupisk fluorescencyjnych) w szczytowych kompartmen-
tach grzybni powietrznej [72]. Tuz przed sporulacja strz¢p-
ka grzybni powietrznej o dtugosci kilkudziesigciu mikro-
metréw zawiera okoto kilkudziesigciu nieskondensowanych
chromosoméw. Chromosomy ulegaja kondensacji dopiero
na etapie powstawania przegréd poprzecznych w grzybni
powietrznej (patrz ponizej) [20,32]. Prawdopodobnie gtéw-
nym biatkiem odpowiadajacym za kondensacj¢ chromoso-
mow na tym etapie jest biatko SMC (structural maintenan-
ce of chromosomes). Biatka SMC wystgpuja u wszystkich
bakterii i sa homologami eukariotycznych biatek tej rodzi-
ny. Wszystkie one dzigki charakterystycznej strukturze ,,co-
iled-coil” i tworzeniu struktur oligomerycznych maja zdol-
nos$¢ wiazania i kondensacji DNA [1,76]. U Streptomyces
delecja smc powoduje opdzniona kondensacj¢ chromoso-
mow w grzybni powietrznej i zaburzenia ich segregacji
(A. Kois, dane niepublikowane). Replikacja ulega zahamo-
waniu wraz z zatrzymaniem wzrostu grzybni powietrznej,
przed utworzeniem przegréd i kondensacja chromosomdéw.
Nieznany jest mechanizm warunkujacy zahamowanie re-
plikacji w dojrzewajacej grzybni powietrznej.

Powstawanie przegréod w grzybni powietrznej

Dojrzewanie grzybni powietrznej polega na synchronicz-
nym powstaniu okoto 50 poprzecznych przegréd utozonych
w rownych odstgpach wynoszacych okoto 1,4 um [20,83].
Najwazniejsza cecha przegréd utworzonych w grzybni
powietrznej jest ich zdolnos¢ catkowitego odseparowania
potomnych komoérek — zarodnikéw, co umozliwia ich roz-
proszenie. Dzigki mikroskopii immunofluorescencyjne;j
zaobserwowano powstajaca wzdtuz grzybni powietrznej
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Ryc. 2. Schemat grzybni powietrznej i wegetatywnej S. coelicolor. Zataczone zdjecia przedstawiaja przyktady grzybni widoczne w mikroskopie
fluorescencyjnym. Na schemacie zaznaczono, widoczne réwniez na zdjeciach replisomy (niebieskie), segregosomy (zielone), ParA (czerwone)

oraz przegrody komdrkowe (na zdjeciach szare)

drabink¢ réwnomiernie rozmieszczonych pierscieni FtsZ
[74]. Zastosowanie biatka fuzyjnego FtsZ-GFP wykaza-
fo, ze utworzenie drabinki jest poprzedzone powstaniem
krotkich spiral FtsZ, ktore przeksztalcaja si¢ w serig pier-
Scieni [28]. Tak wigc to samo biatko FtsZ odpowiedzial-
ne jest zaréwno za inicjacj¢ tworzenia przegréd w trakcie
wzrostu wegetatywnego, jak i wzdluz grzybni powietrzne;j,
uruchamiajac w ten sposéb dwa odmienne typy podziatu
komoérkowego [20,24]. Wynika to m.in. ze ztozonej regu-

lacji ekspresji genu ftsZ. Jeden z trzech promotoréw, ftsZp2
podlega czasowo-przestrzennej regulacji i jest silnie indu-
kowany tylko w grzybni powietrznej. Indukcja promoto-
ra ftsZp2 zalezy od produktéw genéw whi (jest pod bez-
posrednia kontrola whiH); w mutantach whi nie powstaje
drabinka przegréd. Mutacja tego promotora powoduje za-
burzenia sporulacji — grzybnia mutanta ftsZp2 przypomina
grzybni¢ bialych mutantéw [23]. O réznicach pomiedzy
mechanizmem tworzenia przegréd w grzybni wegetatyw-
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nej i powietrznej §wiadczy mutant biatka FtsZ17, ktéry
mimo ze nie wykazuje defektéw pierscieni Z w grzyb-
ni wegetatywnej, nie jest w stanie inicjowa¢ powstawania
przegréod w grzybni powietrznej [29]. Przypuszcza sig,
Ze nastgpstwem tej mutacji sa zaburzenia oddzialywania
FtsZ17 z nieznanym biatkiem, obecnym tylko w sporulu-
jacej grzybni. Dodatkowo wykryto, ze tworzenie przegréd
w czasie sporulacji jest hamowane przez niektore antybio-
tyki B-laktamowe (cefalosporyny, kwas 6-aminopenicyla-
nowy), podczas gdy przegrody w grzybni wegetatywnej
nie sg wrazliwe na antybiotyki z tej grupy. Sugeruje to, ze
w budowe obu rodzajéw przegrod moga by¢ zaangazowa-
ne rézne biatka z grupy PBP (penicilin binding proteins)
odpowiadajace za tworzenie $ciany [24].

SEGREGACJA CHROMOSOMOW STREPTOMYCES

Charakterystyka biochemiczna bialek ParA i ParB

Biatka kodowane przez operon parAB biora udzial w se-
gregacji chromosoméw i sa niezbgdne do aktywnej i wy-
dajnej segregacji niskokopijnych plazmidéw E. coli (P1,
F) [26,30,52]. Mutacje delecyjne chromosomalnego genu
parB daja zréznicowane efekty fenotypowe (ryc. 3), naj-
czgsciej powoduja zaburzenia segregacji chromosoméw
do komoérek potomnych. Analizy krystalograficzna i bio-
chemiczna ortologu biatka ParB Thermus thermophilus
(oznaczone symbolem Spo0J u. T. termophilus i B. subtilis)
wykazaty, ze N- i C-konicowa czgs$¢ biatka jest odpo-
wiedzialna za dimeryzacje, natomiast motyw HTH (he-
lix-turn-helix, helisa-skre¢t-helisa) obecny w srodkowej
czgsci biatka umozliwia oddziatywanie z DNA (rys. 3)
[50,52]. Chromosomalne biatka ParB swoiScie wigza sie
do 14—-16-merowych sekwencji parS, wystepujacych naj-
czgsciej w okolicy regionu oriC (origin of chromosomal
replication) [1,5,26,30,56]. Wiazanie sekwencji parS wa-
runkuje tworzenie duzego kompleksu nukleoproteinowego
zwanego segregosomem. Zastosowanie mikroskopii flu-
oroscencyjnej pozwolito na obserwacje wyraznych sku-
pisk ParB. Obserwowano najczgsciej 2 kompleksy, ktére
byly umiejscowione w pozycjach % i % dlugosci komé-
rek pateczkowatych. Za gtéwna funkcje biatka ParB uwa-
Za sig przestrzenng organizacj¢ nowo zreplikowanych re-
gionéw oriC i ich kondensacjg, a takze prawdopodobnie
,.zakotwiczanie” regionu oriC przy biegunie komoérki
[1,30,47,48]. Podobnie jak wszystkie biatka z tej rodzi-
ny, ParB S. coelicolor zawiera motyw HTH i oddziatu-
je z konserwatywnymi sekwencjami parS. W chromoso-
mie Streptomyces zidentyfikowano 24 sekwencje parsS.
Za pomoca metody immunoprecypitacji in vivo, potwier-
dzono wigzanie ParB do 22 z nich. Sa one rozmieszczo-
ne na odcinku o dtugosci okoto 400 tys. pz w centralnej
czgsci chromosomu, w okolicy regionu oriC (ryc.3) [38].
Dzigki zastosowaniu immunoprecypitacji udowodniono
takze, ze fragmenty chromosomu pomigdzy sekwencja-
mi parS réwniez uczestnicza w tworzeniu duzego nukleo-
proteinowego kompleksu. Badania in vitro (opdZniona
migracja w zelu i ochrona przed trawieniem DN-azg I)
potwierdzily, ze bialko ParB w wyzszych st¢zeniach wig-
ze si¢ nieswoiscie do DNA i oligomeryzuje dzigki czemu
tworza si¢ wysokoczasteczkowe nukleoproteinowe kom-
pleksy [38]. Sugeruje to, ze ParB Streptomyces, podob-
nie do plazmidowych ortologéw, wykazuje tendencje do
rozprzestrzeniania si¢ wzdtuz DNA [52,71].

Chromosomalne i plazmidowe biatka ParA to ATP-azy
oddziatujace z ParB. Poréwnanie sekwencji aminokwa-
sowej rodziny chromosomalnych biatek ParA pozwolito
na identyfikacje w N-koricowej czg¢sci biatka konserwa-
tywnych motywéw: odpowiadajacego za wiazanie ATP
Walker A i umozliwiajacego hydroliz¢ ATP Walker B
[26,30]. Struktura krystalograficzna ParA T. termophilus
wskazuje, ze biatko to tworzy dimery, zalezne od hydro-
lizy ATP (ryc.3) [51]. Obserwacje komplekséw ParB B.
subtilis i Vibrio cholerae wskazuja, ze ParA uczestniczy
w ich organizacji, a takze bierze udziat w aktywnym trans-
porcie segregosomoéw [25,61]. Ponadto, zdolnos¢ ParA do
tworzenia dynamicznych filamentéw nasuwa przypuszcze-
nie, ze moze by¢ ono odpowiednikiem biatek cytoszkiele-
tu [30,51,52]. Podobnie jak ParB, ParA Streptomyces wy-
kazuje duza homologi¢ z biatkami ParA plazmidowymi
i chromosomalnymi innych bakterii (ryc. 3). Tak jak u in-
nych bakterii (P. areuginosa, C. crescentus czy B. subtils)
[2,19,61] u Streptomyces potwierdzono oddziatywanie
ParA z ParB za pomoca bakteryjnego systemu dwuhybry-
dowego [41]. Dodatkowo, przeprowadzona analiza wia-
zania biatka ParB do DNA in vitro (op6Zniona migracja
w zelu, SPR — powierzchniowy rezonans plazmonéw) do-
wiodta, ze w obecnosci ParA, ParB wiaze sekwencje parS
wydajniej i szybciej, zwlaszcza przy nizszych stgzeniach
tego biatka [41].

Kompleksy ParB w grzybni wegetatywnej

Zastosowanie szczepu S. coelicolor wytwarzajacego biatko
ParB w fuzji z GFP pozwolito na obserwacje skupisk flu-
orescencyjnych w grzybni S. coelicolor (ryc.2) [39]. Biatko
ParB-GFP z mutacja w obrebie motywu HTH w ogéle nie
tworzyto skupisk fluorescencyjnych. Dowodzi to, ze fluore-
scencyjne skupiska to nukleoproteinowe kompleksy ParB,
ktére powstaja w wyniku zwiazania biatka z sekwencjami
parS. W przedziatach grzybni wegetatywnej zaobserwo-
wano po kilka nieréwnomiernie rozmieszczonych skupisk
ParB-GFP. Jedyna prawidlowoscia, jaka zaobserwowano
w lokalizacji skupisk ParB-GFP w grzybni wegetatywnej,
byto ich wystgpowanie w poblizu wierzchotkéw grzybni.
WyraZne skupiska znajdowano w statej odlegtosci 1,4 um
od wierzchotkéw grzybni wegetatywnej (w 90% strze-
pek). Nieznana jest jednak rola apikalnych komplekséw
biatka ParB. Podobnie jak podczas obserwacji repliso-
mow zauwazono, ze niektore skupiska biatka ParB byty
wyrazne, a inne rozmyte. Sugeruje to, ze tworzg si¢ one
w sposéb asynchroniczny, co moze posrednio odzwiercie-
dla¢ asynchroniczno$¢ precesu replikacji [39,72]. Mozna
przypuszczad, ze powstawanie duzego kompleksu nukle-
oproteinowego ParB obejmujacego region oriC hamu-
je powstawanie kompleksu inicjujacego replikacje. A za-
tem, wigzanie w okolicy regionu oriC biatka ParB moze
by¢ jednym z mechanizméw regulujacych czgstos¢ repli-
kacji [38,45]. Podobna funkcje ParB w regulacji czesto-
$ci inicjacji replikacji zasugerowano dla homologu ParB
u B. subtilis [47,48,69].

Powstawanie segregosoméw w grzybni powietrznej

W grzybni powietrznej Streptomyces chromosomy ulegaja
kondensacji i segregacji do powstajacych przedziatow za-
rodnikowych i na tym etapie rozwoju zaznacza si¢ rola bia-
ek ParA i ParB [41,45]. Zaburzenia segregacji chromoso-
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B — poréwnanie gtéwnych elementdw maszynerii segregacyjnej chromosomow: biatek ParA, ParB i sekwencji parS u rdznych bakterii
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moéw do zarodnikéw (okoto 15% zarodnikéw bez DNA) sa
najbardziej widocznym fenotypowym nastgpstwem dele-
cji operonu parAB u Streptomyces. Kompleksy ParB-GFP
w miodej grzybni powietrznej, podobnie jak w wegetatyw-
nej, obserwuje si¢ w postaci nielicznych rozmytych sku-
pisk i jednego wigkszego kompleksu na wierzchotku grzyb-
ni. Natomiast w dtuzszych strzgpkach grzybni powietrznej
biatko to tworzy regularnie rozmieszczone kompleksy wi-
doczne jako wyrazne skupiska (ryc.2). Takie skupiska sa
widoczne w strzgpkach, w ktérych chromosomy jeszcze nie
ulegty kondensacji i w ktérych nie ma jeszcze przegréd po-
przecznych [39]. Kompleksy ParB sa obecne podczas two-
rzenia przegréd oraz w nowo powstatych kompartmentach
zarodnikowych zawierajacych juz skondensowane chromo-
somy. Na tym etapie kazdy z kompartmentéw zawiera po-
jedyncze skupisko ParB. Charakterystyczna cecha kom-
plekséw ParB jest ich bardzo regularne rozmieszczenie,
w odlegtosciach co 1,4 um (takich samych jak odlegtosci
pomiedzy przegrodami), przy czym rozmieszczenie takie
obserwowane jest jeszcze przed powstaniem przegrod po-
przecznych [39]. Co ciekawe, w biatych mutantach genéw
whi nie zaobserwowano obecnosci intensywnych i regular-
nie rozmieszczonych skupisk ParB w grzybni powietrznej
[40]. Okazalo sig, ze jeden z dwoch promotoréw reguluja-
cych ekspresj¢ operonu parABp2, podobnie jak promotor
JftsZp2, podlega czasowej i przestrzennej regulacji i jest sil-
nie indukowany podczas wzrostu grzybni powietrznej, tuz
przed sporulacja. Do indukcji parABp2 niezbgdne sa pro-
dukty genéw whi, zwlaszcza whiA i whiB. Mutacja w ob-
rebie tego promotora powodowata catkowity brak skupisk
ParB-GFP w grzybni powietrznej, a co za tym idzie zabu-
rzenia segregacji chromosoméw do zarodnikéw. Natomiast
skupiska ParB-GFP w grzybni wegetatywnej tego mutanta
wygladaty jak w typie dzikim. Tymczasem, delecja konsty-
tutywnego promotora parABpl chociaz nie wptywata na
powstawanie komplekséw ParB w grzybni powietrznej, po-
wodowata zanik skupisk biatka ParB w grzybni wegetatyw-
nej [40]. Podsumowujac, powstajace w grzybni powietrz-
nej kompleksy nukleoproteinowe biatka ParB sg istotne dla
prawidlowego rozmieszczenia i prawdopodobnie organiza-
c¢ji chromosoméw wzdtuz dojrzewajacej grzybni powietrz-
nej i wszelkie mutacje powodujace zaburzenia powstawania
tych komplekséw (mutacja w motywie HTH, delecja pro-
motora parABp2 i oczywiscie delecja samego genu parB)
powoduja zaburzenia segregacji chromosoméw.

Rola biatka ParA w segregacji chromosomoéw
w grzybni powietrznej

Zastosowanie immunofluorescencji umozliwito lokalizacje
biatka ParA w utrwalonej grzybni S. coelicolor. W bardzo
mtodych i krétkich strzgpkach grzybni powietrznej mozna
zaobserwowac biatko ParA umiejscowione na samym wierz-
chotku grzybni. Lokalizacja ParA na wierzchotku grzyb-
ni moze sugerowa¢ oddzialywania tego biatka z DivIVA,
ale nie potwierdzono jeszcze takich oddziatywan. Wraz ze
wzrostem grzybni powietrznej biatko ParA tworzy charak-
terystyczne filamenty o ksztalcie podwojne;j spirali rozcia-
gajace si¢ wzdtuz strzgpka [41]. Filament ParA towarzyszy
powstajacym wzdtuz grzybni regularnie rozmieszczonym
kompleksom ParB, po czym wraz z dojrzewaniem grzybni
filament ParA zanika, podczas gdy skupiska ParB wciaz
sa widoczne. Sugeruje to, ze obecnos¢ ParA sprzyja po-
wstaniu duzych nukleoproteinowych komplekséw ParB

w okolicy regionu oriC. Konstrukcja mutanta delecyj-
nego genu parA potwierdzila, ze jest ono niezbgdne do
utworzenia w petni funkcjonalnych komplekséw segrega-
cyjnych ParB w grzybni powietrznej [41]. W szczepie z de-
lecja genu parA kompleksy ParB-GFP, byly drobniejsze
i wykazywatly obnizona intensywnos¢ fluorescencji (okoto
60% intensywnosci fluorescencji obserwowanej w szcze-
pie dzikim). Stwierdzono takze, ze mutant delecyjny parA
wykazuje bardzo duze zaburzenia segregacji chromoso-
mow — liczba przedziatéw zarodnikowych pozbawionych
DNA (29%) byta nawet wyzsza niz w przypadku mutan-
ta parB (okoto 17%). Zaobserwowano takze nieregularne
utozenie przegréd i obecnos$¢ znacznego odsetka (16%)
bardzo krétkich kompartmentéw (0,7 um — potowa diu-
gosci prawidlowego przedziatu) powstatych przez niere-
gularnie tworzace si¢ przegrody. Sugeruje sig, ze filament
ParA stanowi pewnego rodzaju rusztowanie wspomagaja-
ce odpowiednie rozmieszczenie komplekséw ParB wzdiuz
grzybni [41]. Wykazano takze, ze aktywnos¢ ATP-azo-
wa ParA H. coelicolor ma znaczenie przy aktywnej i dy-
namicznej lokalizacji skupisk ParB. Konstrukcja szcze-
pu, ktéry wytwarzat ParA z mutacja w motywie Walker
A wigzacym ATP (ParAK44E) pozwolila na stwierdzenie,
ze aktywnos¢ ATP-azowa biatka ParA jest niezbgdna do
segregacji chromosméw — mutant ParAK44E wykazywat
takie same zaburzenia segregacji jak szczep z delecja ca-
fego genu parA, tzn. brak DNA w zarodnikach i nieréwno-
mierne utozenie przegrdd [41]. A zatem biatko ParA moze
by¢ elementem biatkowego cytoszkieletu, ktéry podobnie
jak u Eukaryota, takze w komorce bakteryjnej petni istot-
na role podczas podziatu komérki.

Punkt kontrolny segregacji chromosomow
— tworzenie przegrod komorkowych

U Streptomyces nie zidentyfikowano jeszcze systemu se-
lekcjonujacego miejsca powstawania przegrod. Nie stwier-
dzono obecnosci systemu zwanego ,,nucleoid occlusion”,
ktéry u bakterii pateczkowatych zapobiega powstawa-
niu przegrody w miejscu, gdzie znajduje si¢ chromo-
som. U Streptomyces przegrody w grzybni powietrznej
tworza si¢ wtedy, gdy chromosomy sa jeszcze nieskon-
densowane i wydaja si¢ rozciagnigte wzdtuz grzybni po-
wietrznej [20,24,64]. W chromosomie Streptomyces bra-
kuje genéw kodujacych wszystkie elementy systemu Min
(biatka MinCDE) [3,24], ktéry u bakterii paleczkowatych
kontroluje miejsce powstawania przegrody; biatka MinC
i MinD hamuja tworzenie pierscienia FtsZ [1,59]. Z ko-
lei biatko MinE (u E.coli DivIVA) odpowiada za lokali-
zacje MinCD na biegunach i usuwajac je z centrum ko-
morki umozliwia polimeryzacje FtsZ w tym miejscu. Co
prawda genom S. coelicolor zawiera kilka biatek czgscio-
wo homologicznych do MinD, brakuje im jednak cha-
rakterystycznego motywu istotnego dla wiazania z btona
komérkowa [24,34]. Przypuszcza sig, ze u Streptomyces
biatko ParA moze odgrywac role punktu kontrolnego ta-
czacego segregacje chromosomow z tworzeniem przegrod.
Swiadczg o tym wspomniane powyzej zaburzenia w mu-
tancie parA dotyczace zaréwno powstawania skupisk se-
gregacyjnych biatka ParB jak i nieréwnych kompartmen-
téw zarodnikowych [41].

Kolejnym biatkiem, ktére kontroluje proces segregacji
chromosomu podczas powstawania przegrod u E. coli jest
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FtsK. Podczas sporulacji B. subtilis homolog FtsK (okre-
Slany symbolem SpollIE) jest zaangazowany w transport
chromosomu przez potozona w poblizu bieguna przegro-
de do powstajacej endospory. W mutantach spollIE zda-
rza si¢ utworzenie przegrody przecinajacej chromosom,
co wiaze si¢ z powstaniem komorek zawierajacych nie-
kompletny chromosom [1,82]. U Streptomyces homolog
FtsK ulega ekspresji w grzybni powietrznej i umiejscawia
si¢ w obrebie nowo powstajacych przegréd poprzecznych
[80]. Wydaje sig, ze ma on znaczenie podczas kondensacji
chromosoméw w grzybni powietrznej, zapewniajac upako-
wanie calego chromosomu w obrebie pojedynczego prze-
dziatu zarodnikowego.

Poréwnanie segregacji chromosomow u Strepromyces
i bakterii paleczkowatych

Segregacja chromosoméw u bakterii pateczkowatych prze-
biega jednoczes$nie z zachodzaca najczesciej w centrum
komorki replikacja [1,49]. Wkrétce po powieleniu, nowo
zreplikowane regiony oriC sa zaangazowane w tworzenie
komplekséw segregacyjnych z udziatem biatka ParB i ak-
tywnie przemieszczane z centrum komoérki w strong prze-
ciwlegtych biegunéw, gdzie ulegaja kondensacji [54,79,81].
Przypuszcza sig, ze ParB peini rolg¢ w organizacji regio-
nu oriC ijego zakotwiczaniu w poblizu bieguna komorki.
Tymczasem, u Streptomyces w wielogenomowej grzybni
wegetatywnej replikacji chromosomoéw nie towarzyszy wi-
doczna ich segregacja. Natomiast w grzybni powietrznej
intensywny proces replikacji zostaje stopniowo wygaszony
i rozpoczyna si¢ synchroniczna segregacja i kondensacja
kilkudziesigciu chromosoméw do nowo powstajacych za-
rodnikéw. Pomimo tych réznic biatka ParAB Streptomyces
wykazuja duza homologi¢ do bialek ParAB bakterii pa-
teczkowatych. Biatko ParB S. coelicolor jest réwniez ho-
mologiczne do plazmidowych ortologéw Streptomyces. Na
duzym (356 kpz), liniowym plazmidzie SCP1, naturalnie
wystepujacym u S. coelicolor, kodowane sa dwa biatka
w okoto 30% homologiczne do chromosomalnego ParB.

PismiennicTwo

Jak wykazata analiza mikroskopowa, sa one w stanie —
przynajmniej czgSciowo — zastapi¢ chromosomalne biat-
ko i znies$¢ defekty segregacji w szczepie AparB [4]. Co
ciekawe, plazmid SCP1 nie zawiera sekwencji parS przy-
pominajacych te obecne na chromosomie. Natomiast cha-
rakterystyczng cecha chromosomu Streptomyces jest wyjat-
kowo duza liczba sekwencji parS, wiazanych przez biatko
ParB (22, a dla poréwnania: chromosom B. subtilis zawie-
ra 8 parS a C. crescentus 5, patrz ryc. 3). Przypuszcza sig,
ze precyzyjne ulokowanie duzego liniowego chromosomu
w przedziale zarodnikowym wymaga utworzenia, z udzia-
fem az 22 sekwencji parsS, rozlegtego nukleoproteinowe-
go kompleksu. Ze wzgledu na wymoég réwnomiernego
rozmieszczenia chromosoméw wzdluz grzybni powietrz-
nej wazna role przypisuje si¢ biatku ParA Streptomyces.
Biatko to u bakterii pateczkowatych wykazuje dynamicz-
na lokalizacje, przemieszczajac si¢ pomigdzy biegunami
komorki prawdopodobnie po spiralnym torze [15,25,27],
podczas gdy u Streptomyces tworzy wyjatkowo wydtu-
zone filamenty (do 100 um), wzdluz grzybni powietrznej
[41]. Prawdopodobnie, tak jak biatka plazmidowe, ParA
odpowiada za réwnomierne rozmieszczenie komplekséw
ParB wzdtuz tworzonego filamentu [16,41]. Wciaz jed-
nak, zaréwno u Streptomyces jak i u bakterii pateczkowa-
tych, trwaja poszukiwania innych bialek zaangazowanych
w proces segregacji, na przyktad bialek cytoszkieletu, kto-
re mogtyby oddziatywac z ParA.

Podsumowujac, nalezy podkreslié, ze podstawowe réznice
pomiegdzy segregacja chromosoméw u Streptomyces i bak-
terii pateczkowatych wynikaja ze ztozonego cyklu zycio-
wego Streptomyces. Najbardziej charakterystyczng cecha
segregacji i podziatéw komoérkowych u Streptomyces jest
tkankowa” swoisto$¢ obu proceséw, a zatem brak segre-
gacji nieskondensowanych chromosoméw w wielogenomo-
wych przedziatach grzybni wegetatywnej, a takze charakte-
rystyczna wytacznie dla grzybni powietrznej synchroniczna
segregacja kilkudziesigciu chromosoméw 1 powstawanie
przegréd wzdtuz calej strzepki.
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