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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Badania prowadzone w ostatnich latach ujawnity, ze chromosom bakteryjny wykazuje hierar-
chiczng organizacje. Liczne biatka wigzace DNA kondensuja chromosom lokalnie oraz zapew-
niajg jego odpowiednie upakowanie w skali globalnej. Potgczenie zaawansowanych technik
biologii molekularnej oraz wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania DNA pozwala na
precyzyjna analize struktury chromosomu bakteryjnego w skali lokalnej i globalnej. Przyktado-
wo in vivo footprinting oraz ChIP-seq umozliwiajg wyznaczenie miejsc wigzania analizowanych
biatek zaréwno w okreslonym miejscu jak wzdtuz catego chromosomu. Natomiast techniki 3C
pozwalajg na analize oddziatywari przestrzennych w skali globalnej. Wglad w ztozone struktury
tworzone przez biatka odpowiedzialne za organizacje chromosomu bakteryjnego zapewniaja
techniki wysokorozdzielczej mikroskopii fluorescencyjne;.

chromosom bakteryjny - biatka NAP « in vivo footprinting - ChIP-seq « 3C - 4C - 5C - Hi-C - mikroskopia
fluorescencyjna
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Summary

According to recent reports, bacterial chromosomes exhibit a hierarchical organization. The
number of proteins that bind DNA are responsible for local and global organization of the
DNA ensuring proper chromosome compaction. Advanced molecular biology techniques
combined with high-throughput DNA sequencing methods allow a precise analysis of bacterial
chromosome structures on a local and global scale. Methods such as in vivo footprinting and
ChIP-seq allow to map binding sites of analyzed proteins in certain chromosomal regions or
along the whole chromosome while analysis of the spatial interactions on global scale could be
performed by 3C techniques. Additional insight into complex structures created by chromoso-
me-organizing proteins is provided by high-resolution fluorescence microscopy techniques.

bacterial chromosome - nucleoid associated proteins (NAP) - in vivo footprinting - ChIP-seq + 3C 4C 5C
« Hi-C - fluorescence microscopy
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Wsrtep

Podstawowe procesy komdérkowe u bakterii - repli-
kacja chromosomu, segregacja nowo zreplikowanych
regionéw DNA, transkrypcja i translacja zachodza jed-
noczesnie. Poszczegdlne regiony chromosomu musza
by¢ w danej chwili dostepne dla biatek biorgcych udziat
w tych procesach, co indukuje dynamiczne, lokalne
zmiany w organizacji chromosomu. W przeciwiefistwie
do komérek eukariotycznych, chromosom bakteryjny
nie jest oddzielony od pozostatych sktadnikéw komdrki
zadna fizyczng bariera i dlatego dtugo byt uwazany za
amorficzny twér zawieszony w cytoplazmie. Rozwdj
zaawansowanych metod biologii molekularnej oraz
technik mikroskopowych pozwolil na zrewidowanie tego
pogladu. Pierwszy model chromosomu bakteryjnego
zostat zaproponowany w latach 70 ub. w. przez Deliusa
i Worcela [14] na podstawie analizy zdje¢ z mikroskopu
elektronowego, ktére przedstawiaty chromosom Esche-
richia coli uwolniony z komérki przez delikatng lize.
Chromosom sktadajacy sie z kilkuset superskreconych,
topologicznie niezaleznych petli uktadal sie w ksztalt
rozety, ktérej rdzeti tworzyty biatka oraz RNA. Zapropo-
nowany wdowczas rozetowy model organizacji chromo-
somu zostat zrewidowany kilkadziesiat lat péZniej na
podstawie dalszych badad i analiz (m.in. metody opisy-
wane w artykule). Wykazano, ze w wyniku lizy komdrki
nastapita asocjacja zasadowych biatek kotwiczacych
chromosom w btonie komérkowej powodujgc powstanie
charakterystycznego ksztattu rozety [30].

Organizacja chromosomu bakteryjnego

Chromosom bakteryjny (czesto nazywany nukleoidem)
wystepuje w komdrce w postaci DNA zwigzanego z biat-
kami oraz RNA. U wiekszosci mikroorganizméw chro-
mosom jest pojedyncza, kowalencyjnie zamknieta
czasteczka, jednak niektére bakterie maja wiecej niz
jeden chromosom (np. Vibrio cholerae [49]) lub chromo-
som liniowy (np. Streptomyces coelicolor [26], Borrelia burg-
dorferi[21]). Wielko$¢ genomu bakteryjnego jest réwniez
zréznicowana - waha sie od 0,6 Mpz (Mycoplasma genita-
lium [46]) do nawet 14,0 Mpz (Sporangium cellulosum [41]).
Chromosom bakteryjny, aby zmiesci¢ sie w niewielkiej
komérce bakteryjnej, musi ulec prawie 1000-krotnemu
skondensowaniu [33]. Najnowsze badania prowadzone
na organizmach modelowych, takich jak E. coli, Bacillus
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subtilis czy Caulobacter crescentus, ujawnity, ze struktura
chromosomu bakteryjnego jest dynamiczna, a zarazem
wysoce zorganizowana [27,51,52]. W ujeciu globalnym
chromosom E. coli sktada sie z duzych segmentéw DNA,
zwanych makrodomenami, ktére zajmuja state pozycje
w komorce oraz nie ulegaja rekombinacji miedzy soba.
Chromosom E. coli sktada sie z czterech takich makro-
domen: Ori, lewego (L) i prawego ramienia chromosomu
(R) oraz makrodomeny Ter [20,52] (ryc.1). Makrodomeny
Ori i Ter obejmuja odpowiednio region oriC - miejsce
startu replikacji DNA oraz region terminacji replikacji.
Rozmieszczenie makrodomen chromosomalnych rézni
sie u poszczegdlnych gatunkéw bakterii. Chromosom
przyjmuje utozenie L-Ori-R (konfiguracja makrodomen
chromosomalnych wzdtuz dtugiej osi komérki) m.in.
w wolno rosngcych komérkach E. coli czy w trakcie wege-
tatywnego wzrostu u B. subtilis. Konfiguracja makrodo-
men Ori-Ter jest charakterystyczna m.in. dla V. cholerae
(chromosom 1), szybko rosnacych E. coli i sporulujacych
komdrek B. subtilis [59,61]. Warto réwniez zaznaczy¢, ze
chromosom nie wszystkich bakterii sktada sie z czterech
makrodomen. W chromosomie C. crescentus zidentyfiko-
wano az 23 domeny interakcji chromosomalnych (CID
- chromosomal interaction domains), ktérych granice
zbiegaja sie zwykle z potozeniem genéw charakteryzuja-
cych sie wysokim poziomem ekspresji [27]. Rekombina-
cja zachodzi gtéwnie w obrebie poszczegblnych domen
CID C. crescentus, podobnie jak w przypadku makrodo-
men E. coli.

Biatka odpowiedzialne za organizacje chromosomu

U E. coli, DNA w kazdej z poszczegSlnych makrodomen
jest zorganizowane w kilkaset superzwinietych, topo-
logicznie niezaleznych petli o wielko$ci okoto 10 kpz,
zwanych mikrodomenami [38]. Za odpowiednie upako-
wanie i kondensacje DNA na tym poziomie odpowiadaja
liczne, zaréwno wysoko-, jak i niskoczgsteczkowe biatka.
Najbardziej liczna grupa biatek zwiazanych z organiza-
cja chromosomu bakteryjnego sa niewielkie (ich masa
czgsteczkowa nie przekracza 20 kDa), zasadowe biatka
zwane biatkami NAP (nucleoid associated proteins) [29].
Dotychczas zidentyfikowano u E. coli kilkanascie gtéw-
nych grup tych bialek, a ich homologi wystepuja réw-
niez u innych bakterii. Do najlepiej poznanych biatek
NAP naleza: biatka HU (heat-unstable proteins), THF
(integration host factor), Fis (factor for inversion stimu-
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lation), H-NS (histon-like nucleoid structuring protein),
Lrp (leucine-responsive element) oraz Dps (DNA-binding
proteins from starved cells) [29,45]. Biatka te kondensuja
DNA zaginajac badZ owijajac jego nié¢ wokdt siebie (np.
HU, IHF, Fis) lub taczg ze soba sgsiednie nici DNA (np.
H-NS) (ryc. 2). Oprécz funkgji strukturalnej, biatka NAP
s zaangazowane w rézne inne procesy komérkowe, jak
np. replikacja DNA (HU, IHF, Fis), rekombinacja i naprawa
DNA (HU) oraz regulacja transkrypcji (THF, H-NS, HU). Ze
wzgledu na réznorodne funkcje biatek NAP, ich poziom
w komérce zmienia sie w réznych etapach wzrostu [15].
W fazie adaptacyjnej przewazaja biatka zaangazowane
w proces inicjacji replikacji (HU, IHF), a w pdZniejszych
etapach wzrostu (np. stacjonarnego) wiekszg role odgry-
waja biatka Dps, ktére w poréwnaniu do innych biatek
NAP, maja zdolno$¢ wydajnego kondensowania chromo-
somu [1,15].

Do wysokoczasteczkowych biatek organizujacych chro-
mosom naleza, wystepujace u wielu gatunkéw bakterii,
biatka SMC (structural maintenance of chromosomes)
oraz ich funkcjonalny homolog u E. coli - MukB [54].
Biatka SMC/MukB sktadaja sie z ramion zbudowanych
z a-helis zakoriczonych globularnymi domenami, zwa-
nymi glowami oraz elastycznego zawiasu laczacego
obydwa ramiona. Biatka te wigza DNA nieswoiscie -
oddziatywanie odbywa sie przez dodatnio natadowane
reszty aminokwasowe znajdujace sie w domenie zawia-
sowej [8,24,42]. Kondensacja DNA przez biatka SMC jest
$cile skorelowana z procesem segregacji chromosoméw
potomnych. U B. subtilis biatka SMC sa rekrutowane
przez nukleoproteinowy kompleks biatka segregacyj-
nego ParB i sekwencji parS (zlokalizowanych w poblizu
oriC), zwany segrosomem, co zapewnia efektywng segre-
gacje i organizacje nowo zreplikowanych regionéw chro-
mosomu [47].

Rozplatanie poszczegdélnych regionéw DNA w cza-
sie transkrypcji oraz replikacji chromosomu indukuje
lokalne zmiany topologiczne na chromosomie. Za utrzy-
manie homeostazy topologicznej chromosomu odpowia-
dajg inne wysokoczasteczkowe biatka - topoizomerazy
[57]. Te wyspecjalizowane w kontroli superskrecenia
DNA enzymy usuwajg dodatnie lub ujemne superskrety
DNA nacinajac i przemieszczajac ni¢ DNA, a nastepnie
religujac wigzanie fosfodiestrowe. Wyréznia sie dwa
gtéwne typy topoizomeraz o odmiennym mechanizmie
dziatania: topoizomerazy typu I relaksuja DNA nacina-
jac jedna ni¢, natomiast topoizomerazy typu II nacinajg
obydwie nici DNA [10,50]. U wiekszo$ci bakterii mini-
malny zestaw topoizomeraz tworzg usuwajaca ujemne
superskrety topoizomeraza typu I oraz dziatajaca prze-
ciwstawnie gyraza, bedaca topoizomerazg typu II [48].

Oprécz biatek NAP, SMC i topoizomeraz w ramach
poszczegblnych makrodomen za organizacje i upako-
wanie DNA moga dodatkowo odpowiada¢ biatka wyste-
pujace tylko w obrebie okre$lonej makrodomeny.
Przyktadem takiego biatka u E. coli jest niedawno ziden-
tyfikowane MatP, ktére rozpoznaje krétkie sekwencje

DNA wystepujace tylko w obrebie makrodomeny termi-
natorowej [32]. W komérkach bakteryjnych wystepuja
réwniez biatka determinujgce lokalizacje komérkowa
konkretnych makrodomen, np. biatko ParB bierze udziat
w organizacji regionu oriC u B. subtilis i odpowiada za
jego aktywna segregacje w miare postepu replikacji DNA
[23]. Inne bialka, jak np. PopZ z C. crescentus [6,18] czy
biatko HubP z V. cholerae [62], kotwicza makrodomene Ori
na okreslonym biegunie komérki.

Metody analizy organizacji chromosomu bakteryjnego

in vivo — oddziatywania DNA-biatko

Postep w biologii molekularnej oraz rozwéj wysokoroz-
dzielczych technik mikroskopowych umozliwit analize
oddziatywan biatko-DNA, ktére sa podstawa organizacji
chromosomu bakteryjnego. W potaczeniu z wysokoprze-
pustowymi metodami analizy DNA oraz bioinformatycz-
nym opracowaniem zgromadzonych danych, metody
te umozliwiaja badania nad organizacja i dynamika
chromosomu bakteryjnego [13,22,27,31,36,39,58].
Przedmiotem pracy jest przedstawienie technik wyko-
rzystywanych do ,rekonstrukcji” struktury chromo-
somu bakteryjnego in vivo zaréwno w ujeciu lokalnym
(mikrodomeny chromosomalne), jak i w skali global-
nej (makrodomeny chromosomalne) (ryc. 1). Metody
umozliwiajgce analize organizacji chromosomu in
vivo na poziomie liniowym opieraja sie na ,,zamroze-
niu” oddzialywan DNA-biatko w zywych komdrkach
w celu wyznaczenia miejsc wigzania konkretnych biatek
wzdtuz chromosomu (m.in. footprinting in vivo, ChIP-
-seq). W ujeciu globalnym, analize organizacji i dynamiki
chromosomu umozliwiaja techniki mikroskopowe (m.in.
lokalizacja subkomdérkowa fragmentéw chromosomu
lub catych makrodomen) oraz metody 3C, 4C, 5C i Hi-C
(analiza interakcji - utozenie DNA pomiedzy i wewnatrz
makrodomen).

Struktura chromosomu na poziomie liniowym —
wyznaczanie miejsc wigzania badanego biatka

Analiza organizacji chromosomu bakteryjnego na pod-
stawowym, liniowym poziomie zaktada wyznaczenie
sekwencji DNA wigzanych przez dane biatko na chro-
mosomie lub konkretnym jego fragmencie. Metodami
umozliwiajacymi okre$lenie miejsc wigzania badanego
biatka sg m.in. footprinting in vivo i immunoprecypita-
cja chromatyny bakteryjnej in vivo potaczona z gtebokim
sekwencjonowaniem (ChIP-seq) [7,25].

Metody footprintingu umozliwiajg badanie oddzialywan
biatek z DNA na poziomie struktur pierwszorzedowych:
rozpoznanie i potwierdzenie miejsc wiazania biatek do
DNA, a takze wyznaczanie sekwencji konsensowych
dla tych miejsc. Technika polega na modyfikacji DNA
w czasie hodowli bakterii z zastosowaniem odpowiednio
dobranych czynnikdéw, a nastepnie jego wyizolowaniu
i analizie in vitro. Analiza opiera sie na przeprowadze-
niu na otrzymanej w powyzszy sposéb matrycy DNA
reakcji elongacji DNA z uzyciem swoistych starteréw
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Ryc. 1. Poziomy organizacji chromosomu bakteryjnego. A — oddziatywania biatko-DNA na poziomie liniowym. B — tworzenie struktur DNA wyzszego rzedu poprzez
oddziatywania z biatkami, ktére moga spinac sasiednie nici lub je zakrzywia¢, wptywajac tym samym na strukture mikro— i makrodomen chromosomalnych. C -
organizacja chromosomu bakteryjnego na poziomie pojedynczej komdrki — podziat chromosomu E. coli na 4 makrodomeny: Ori, Ter oraz lewe (L) i prawe (R) ramie

chromosomu

9 HU

IHF

«» Fis
v SMC
D H-NS

Ryc. 2. Rodzaje biatek odpowiedzialnych za organizacje chromosomu bakteryjnego. HU, IHF i Fis kondensuja DNA poprzez jego zaginanie lub owijanie; H-NS oraz

wysokoczasteczkowe SMCHaczg lub zblizaja do siebie sasiednie nici DNA

i polimerazy DNA (reakcja PE - primer extension). Przy-
ktadem takiej metody jest DMS footprinting, w ktérym
do pozywki podaje sie niskoczasteczkowy zwigzek siar-
koorganiczny DMS (siarczek dimetylu), ktéry wnika do
komérek bakteryjnych i metyluje reszty guaniny w DNA
nie zmieniajac jego topologii [7]. Miejsca na DNA, ktére
byly zwigzane przez biatka, sa ostoniete przed dzia-
taniem DMS, a ich wykrycie jest mozliwe, poniewaz
polimeraza DNA zatrzymuje proces syntezy w chwili
zetkniecia sie z modyfikowang zasada. DMS footprinting
in vivo zastosowano m.in. w badaniu wiazania biatka Lrp
na chromosomie E. coli [31].

Inna metoda footprintingu opiera sie na wtadciwos$ciach
$wiatla UV i jego dzialaniu na DNA: intensywne $wiatto
laserowe o dtugosci fali 266 nm z fatwoscia penetruje
zywe komérki w hodowli i moze wprowadzaé modyfika-
cje w strukturze DNA, najczesciej tworzgc dimery piry-

midynowe (gtéwnie TAT i TAC), ktére zahamowujg dalszg
synteze w reakcji PE [34]. Efektywno$¢ tworzenia dime-
réw wigze sie z lokalng topologia DNA - zwigzanie bia-
tek moze powodowaé lokalne zagiecia helisy, co utrudnia
dimeryzacje pirymidyn przez ich fizyczne oddalenie.
Wykorzystujac te wladciwos$é przeprowadzono wiele
eksperymentéw majacych na celu potwierdzenie loka-
lizacji swoistych miejsc wigzania biatka IHF na chromo-
somie E. coli [34,53]. IHF moze zagina¢ ni¢ DNA nawet
o0 ponad 180°, utrudniajac tworzenie dimerdéw pirymidy-
nowych, tym samym umozliwiajac wykrycie miejsc wia-
zania biatka w technice UV footprintingu [40].

Powyzsze rozwigzania stuza do wykrywania oddziatywan
biatko-DNA na poziomie lokalnym. Technikg umozliwia-
jaca lokalizacje oddziatywari globalnych jest IPOD (in
vivo protein occupancy display) [55]. IPOD bazuje na sie-
ciowaniu biatek z DNA, po ktérym nastepuje liza komé-
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rek i fragmentacja DNA (np. za pomocg ultradZwiekéw
- sonikacja), a fragmenty DNA niezwigzane z biatkami
sa trawione DNaza I i ekstrahowane z lizatu. Po oczysz-
czeniu otrzymane fragmenty DNA o dtugosci okoto 50
pz sa znakowane i hybrydyzowane z mikromacierza
DNA o duzej gesto$ci, zawierajacg caly genom bakte-
ryjny podzielony na krétkie fragmenty. Analiza macie-
rzy pozwala na stworzenie wysokorozdzielczego profilu
oddziatywari biatko-DNA dla catego genomu. W ten spo-
séb na chromosomie E. coli zidentyfikowano regiony
szczegdlnie podatne na wiazanie sie biatek, zaréwno
w regionach niekodujacych, jak i kodujacych [55].

Technika umozliwiajacg globalne mapowanie miejsc
wigzania poszczegdlnych biatek na chromosomie jest
ChIP-seq (ChIP-seq - chromatin immunoprecipitation
with DNA sequencing) [25] (ryc. 3). Oprécz wyznaczenia
sekwencji konsensowej, na podstawie analizy zidenty-
fikowanych miejsc wigzania w genach, obszarach mie-
dzygenowych i regionach promotorowych, mozliwe
jest wyznaczenie potencjalnych genéw regulowanych
przez badane biatko. Technike ChIP-seq wykorzystano
m.in. do zidentyfikowania miejsc wigzania biatek HU
i IHF na chromosomie E. coli [39]. Podstawg metody jest
precypitacja komplekséw biatko-DNA z wykorzysta-
niem przeciwciata skierowanego przeciwko badanemu
biatku lub z zastosowaniem komercyjnie dostepnych
przeciwciat skierowanych przeciwko krétkim metkom
dotgczanym do badanych biatek, np. czesto uzywanemu

motywowi FLAG [19]. Zastosowanie jako epitopu oligo-
peptydu, ktéry nie wystepuje w warunkach naturalnych
w komérce zapewnia wieksza swoisto§é metody. Wazne
jest réwniez aby dodana metka nie zaburzata funkcji
analizowanego biatka. W takim uktadzie eksperymen-
talnym kontrolg negatywng immunoprecypitacji moze
by¢ szczep typu dzikiego z niezmodyfikowanym genem
badanego biatka (pozbawionym metki). W przypadku
wykorzystania przeciwciata skierowanego przeciwko
interesujacemu nas biatku konieczna jest konstruk-
cja mutanta delecyjnego jako kontroli negatywnej (co
nie zawsze jest mozliwe, jesli delecja danego genu jest
letalna).

W pierwszym etapie eksperymentu zostaja ,zamro-
zone” in vivo oddzialtywania biatko-DNA z zastoso-
waniem czynnika sieciujacego, np. formaldehydu.
Usieciowang hodowle poddaje sie lizie enzymatycznej
lub mechanicznej. Uwolniony z komérek DNA chromo-
somalny zwigzany z biatkami jest nastepnie fragmento-
wany np. przez sonikacje. Oczekiwany zakres wielko$ci
komplekséw biatko-DNA zalezy od pézZniejszej metody
sekwencjonowania, zazwyczaj wymagane sg fragmenty
o dlugosci ponizej 500 pz [9,35]. Lizat zawierajgcy pofrag-
mentowane kompleksy biatko-DNA jest poddawany pre-
cypitacji z wykorzystaniem przeciwciata swoistego dla
badanego biatka. W tym celu stosuje sie ztoza agarozowe
oplaszczone przeciwciatem lub biatkiem A, ktére ma
duze powinowactwo do immunoglobulin. Alternatywa

"MW

[
\
I|
GGC o

|

If
AW \/MDGIIM]MM
-l il e[y
HD-Sal=al [l el

przeciwcialo
immobilizowane na ziezu

Ryc. 3. Schemat przebiequ i immunoprecypitacji chromatyny bakteryjnej in vivo pofaczonej z gtebokim sekwencjonowaniem (ChIP-seq — chromatin
immunoprecipitation with DNA sequencing). Technika ChIP-seq polega na,zamrozeniu” oddziatywan biatek z DNA, a nastepnie precypitacji komplekséw biatko-DNA
zwykorzystaniem przeciwciata skierowanego przeciwko badanemu biatku. W kolejnych etapach izoluje sie uzyskane w wyniku immunoprecypitacji fragmenty DNA
i poddaje gtebokiemu sekwencjonowaniu w celu mapowania miejsc wiazania danego biatka na chromosomie (szczegétowy opis w tekscie)
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dla ztéz agarozowych sg kulki magnetyczne optaszczone
odpowiednim przeciwciatem, ktére umozliwiajg izo-
lacje komplekséw przeciwciato-biatko-DNA z uzyciem
magneséw [11]. W celu ograniczenia wystepowania nie-
swoistych oddziatywan podczas inkubacji lizatu z prze-
ciwciatem stosuje sie niewielkie stezenia detergentéw
w buforach do immunoprecypitacji. Po usunieciu nie-
zwigzanej frakcji komplekséw nukleoproteinowych
i przeptukaniu ztoza, odwraca sie proces sieciowania
i izoluje uzyskane w wyniku immunoprecypitacji frag-
menty DNA. Dalsza analiza zaktada wykorzystanie gle-
bokiego sekwencjonowania do zmapowania miejsc
wigzania badanego biatka na chromosomie. Uzyskane
fragmenty sg odpowiednio znakowane i amplifikowane
w celu uzyskania nadreprezentacji obszaréw wigzanych
przez badane biatko. Tak skonstruowane biblioteki pod-
dawane sg wysoko przepustowemu sekwencjonowaniu.
Otrzymane w wyniku sekwencjonowania odczyty sa
przyréwnywane do sekwencji chromosomu referencyj-
nego w celu przygotowania mapy wigzania badanego
biatka [35]. W ten sposéb, przez poréwnanie map wig-
zania biatek MukB i MatP, zidentyfikowano oddziaty-
wanie kompleksu MukBEF z biatkiem MatP, ktére wigze
sekwencje matS w obrebie makrodomeny Ter na chro-
mosomie E. coli [36].

Poszczegdlne etapy techniki ChiP-seq wymagaja opty-
malizacji odpowiednich parametréw w zalezno$ci od
specyfiki badanego biatka. Przyktadowo dobér ilosci
catkowitego biatka inkubowanego ze ztozem zalezy od
swoisto$ci wigzania badanego biatka do DNA oraz od
poziomu tego biatka w komdrce. Ze wzgledu na ztozo-
no$¢ i czuto$¢ metody, konieczna jest optymalizacja pod
katem wybranego modelu badawczego.

Analiza oddziatywan przestrzennych — struktura mikro-
i makrodomen chromosomalnych

Wymienione wcze$niej techniki footprintingu i immu-
noprecypitacji pozwalajg na badanie odpowiednio
lokalnych i globalnych oddziatywan biatek z chromoso-
malnym DNA, jednak uzyskane dzieki nim dane nie daja
odpowiedzi na pytanie jaki uktad przestrzenny tworza
kompleksy biatko-DNA, a jedynie dostarczaja informacji
na temat rozmieszczenia miejsc (sekwencji) wigzanych
przez analizowane biatko. Poznanie tréjwymiarowe;j
organizacji chromosomu jest mozliwe dzieki metodzie
3C (chromosome conformation capture), ktérg zastoso-
wano po raz pierwszy do okre$lenia struktury 3D chro-
mosomu I1I drozdzy Saccharomyces cerevisiae [13].

Gltéwna zasada dziatania metod 3C opiera sie na usiecio-
waniu i tym samym ,,zamrozeniu” oddziatywar biatek
z chromosomalnym DNA (najcze$ciej za pomocg for-
maldehydu), aby kowalencyjnie zwigza¢ ze soba sgsia-
dujgce przestrzennie regiony chromosomu. Po lizie
komérek DNA jest fragmentowane enzymami restryk-
cyjnymi, po czym ligowane. Ligacje przeprowadza sie
W znacznym rozcieficzeniu, dzieki czemu promowane
jest powstawanie produktéw wewnatrzczgsteczkowych

- a wiec takich, w ktérych ligacja nastgpita miedzy frag-
mentami DNA wystepujacymi w danym kompleksie
nukleoproteinowym. W ten sposéb kazdy produkt liga-
cji odzwierciedla interakcje miedzy dwoma czesto odle-
glymi segmentami DNA, a tym samym ich przestrzenne
potozenie w komérce. Powstalg w ten sposdb biblioteke
fragmentéw DNA, ktdre fizycznie zblizyly sie do siebie
w komérce bakteryjnej, poddaje sie oczyszczaniu i dal-
szej analizie.

Obecnie znanych jest juz wiele odmian metody 3C, ktére
réznig sie od siebie gléwnie sposobami analizy produk-
téw ligacji. W klasycznym podejsciu do 3C pojedyncze
produkty ligacji sa wykrywane w reakcji PCR z uzyciem
starteréw swoistych dla danego locus. Otrzymuje sie
w ten sposéb profil interakcji badanego obszaru z frag-
mentami chromosomu znajdujacymi sie w jego bliskim
otoczeniu. Nowsza generacja 3C wykorzystuje techniki
glebokiego sekwencjonowania do analizy catkowitej
mieszaniny po ligacji. W metodzie 4C (circular chromo-
some conformation capture) produkty ligacji sa wykry-
wane z uzyciem ,,odwréconej” reakcji PCR (inverse PCR),
umozliwiajac wykrycie oddziatywari konkretnego locus
z nieznanymi wcze$niej partnerami [43]. Inne generacje
metod z rodziny 3C do analizy bibliotek ligowanych frag-
mentéw wykorzystuja glebokie sekwencjonowanie DNA:
stosujac 5C (carbon copy chromosome conformation
capture) po raz pierwszy wyznaczono globalne powigza-
nia dla konkretnych loci na chromosomie. Zaletg takiego
podejscia jest mozliwo$é natozenia na siebie wynikéw
dla wielu fragmentéw DNA, a to umozliwia modelowa-
nie 3D domen chromosomu, co wykorzystano przy two-
rzeniu modelu chromosomu w komérkach C. crescentus
[51]. W technice Hi-C modyfikacja polega na dotaczeniu
biotynylowanych adapteréw do ligowanych koricéw,
ktére umozliwiaja oczyszczenie na ztozu ze streptawi-
dyna produktéw ligacji z puli catkowitego wyizolowa-
nego DNA [4]. Nastepnie uzyskane DNA analizuje sie za
pomoca gtebokiego sekwencjonowania. Stosujac metode
Hi-C wyznaczono 23 domeny CID (odrebne, wewnetrz-
nie oddziatujace ze soba regiony superskreconego DNA)
w chromosomie C. crescentus [27]. Taki rodzaj hierar-
chicznej organizacji chromosomu przypomina zaob-
serwowane wcze$niej w eukariontach domeny TAD
(topologically associated domain) [16,37]. Wykazano,
ze domeny CID sa stabilne w czasie cyklu komérkowego
C. crescentus. Ponadto sprawdzono wptyw delecji dwéch
gendw kodujacych biatka zwigzane z nukleoidem, HU1
i HU2, na organizacje chromosomu C. crescentus [27].
Analiza Hi-C mutanta delecyjnego Ahup1Ahup2 wykazata,
ze uktad CID pozostaje bez wiekszych zmian, natomiast
czesto$é wystepowania oddziatywar bliskiego zasiegu na
chromosomie znaczaco zmalata, co wskazuje na udziat
biatek HU w zblizaniu sgsiednich fragmentéw chromo-
somalnego DNA u C. crescentus.

Stworzono réwniez kombinacje 3C z immunoprecypi-
tacja. Przykladem moze byé metoda ChIA-PET (chro-
mainteraction analysis by paired-end Tag sequencing),
w ktérej ligowane fragmenty DNA wylapywane sa przez
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technikami uzytymi do analizy biblioteki DNA (szczegétowy opis w tekscie)

przeciwciato skierowane przeciw konkretnemu biatku,
wiazgcemu odlegte cze$ci chromosomu, a nastepnie
sekwencjonowane [12,28]. Analiza wynikéw ChIA-PET
umozliwia wykrycie na poziomie globalnym interakcji
fragmentéw chromatyny, w ktérych posredniczy dane
biatko. Umozliwia to rozgraniczenie potaczern DNA-
-biatko-DNA od DNA-DNA, ktére powstaja w komdrce
bez udziatu badanego biatka.

Wyniki uzyskane w metodach 3C wskazujg na prawdopo-
dobietistwo, z jakim dwa odlegle fragmenty chromosomu
moga zblizy¢ sie do siebie w komdéree na tyle, by méc ze
sobg oddziatywa¢. Nalezy jednak pamietad, ze sa to dane
statystyczne zebrane dla danej populacji, tak wiec struk-
tura chromosomu modelowana na podstawie 3C jest $red-
nig struktur wszystkich komérek w populacji w danych
warunkach. Poszczeg6lne komdérki moga sie miedzy
soba znacznie réznié. Dlatego istotne jest, aby mozliwie
doktadnie zsynchronizowa¢ hodowle bakteryjng majaca
postuzy¢ za materiat wyj$ciowy do badati typu 3C.

Jak wykazano na przyktadzie C. crescentus, techniki 3C
pozwalaja poréwnac ze soba strukture chromosomu na
réznych etapach cyklu zyciowego bakterii, a takze wyko-
rzysta¢ mutanty delecyjne genéw kodujacych biatka
zasocjowane z DNA do lepszego poznania ich udziatu
w organizacji chromosomu.

Organizacja chromosomu bakteryjnego na poziomie
pojedynczej komérki — mikroskopia epifluorescencyjna

Analize dynamiki i organizacji chromosomu w pojedyn-
czej komérce w czasie rzeczywistym umozliwiaja tech-
niki mikroskopii fluorescencyjnej. Stosujac fuzje réznych
biatek wigzacych DNA z biatkami fluorescencyjnymi
mozna lokalizowa¢ okre$lone regiony chromosomu bak-
teryjnego (cate makrodomeny) lub ich fragmenty w cyklu
komérkowym w czasie rzeczywistym [2,22,58,60]. Przykta-
dami metod wykorzystywanych w tym celu sg FROS (flu-
orescent-represor-operator system) i system ParB-parS.
W technice FROS wykorzystuje sie oddzialywanie repre-
sora z rozpoznawanymi przez niego sekwencjami operato-
rowymi. Stosujac fuzje represora TetR lub Lacl z réznymi
biatkami fluorescencyjnymi mozna lokalizowaé konkretne
regiony chromosomu, w ktérych wprowadzono wielokrot-
nie powt6rzone sekwencje operatorowe — odpowiednio tetO
lub lacO. Lokalizacja poszczegdlnych regionéw chromo-
somu za pomoca systemu ParB-parS polega na wykorzysta-
niu oddzialywania biatka ParB ze swoiécie rozpoznawanymi
sekwencjami parS. Fuzja biatka ParB z biatkiem fluorescen-
cyjnym pozwala na lokalizacje wybranych fragmentéw
chromosomu, w ktérych wprowadzono sekwencje parS [60].
Techniki FROS oraz ParB-parS zastosowano m.in. do lokali-
zacji makrodomeny Ori oraz ustalenia konfiguracji ramion
chromosomu E. coli [58].
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Wizualizacje nukleoidu w czasie rzeczywistym prze-
prowadza sie stosujac fuzje biatek fluorescencyjnych
z biatkami wigzacymi DNA nieswoiscie, ktére wystepuja
w komdrce bardzo licznie, np. biatko HU (E. coli HU: ok.
30 000 - 50 000 czgsteczek na komérke [1]). Fuzje biatka
HU z biatkiem czerwonej fluorescencji mCherry zasto-
sowano do rekonstrukcji organizacji nukleoidu E. coli
w czasie rzeczywistym [22]. Wykorzystanie odpowied-
niego uktadu fluoroforéw umozliwia réwniez lokalizacje
subkomérkowg kilku biatek jednoczesnie, np. biatek NAP
oraz SMC.

Tradycyjna mikroskopia epifluorescencyjna czesto nie
pozwala na lokalizowanie biatek bakteryjnych tworza-
cych zlozone struktury z zadowalajaca rozdzielczoscia.
Problem mozna rozwiazaé wykorzystujac algorytmy
dekonwolucyjne podczas analizy danych lub stosu-
jac mikroskopie konfokalng. Wyciszenie sygnatu spoza
plaszczyzny ogniskowej, jakie umozliwia otwér konfo-
kalny znajdujacy sie przed uktadem detekcyjnym mikro-
skopu pozwala na uzyskanie wyzszej rozdzielczosci niz
w tradycyjnym mikroskopie fluorescencyjnym. Lep-
sze rezultaty zapewniaja jednak techniki wysokoroz-
dzielczej mikroskopii fluorescencyjnej. Metody takie
jak PALM (photoactivated localization microscopy) czy
STORM (stochastic optical reconstruction microscopy)
umozliwiajg lokalizacje pojedynczych czasteczek fluoro-
foru ze $rednig rozdzielczo$cig 10-55 nm (w przypadku
mikroskopu epifluorescencyjnego jest to 200-250 nm)
[5,44]. Mikroskopia PALM wymaga stosowania fuzji inte-
resujacego nas biatka z fotoaktywowalnym fluoroforem,
a w mikroskopii STORM badane biatko jest znakowane
wrazliwym na na$wietlanie organicznym barwnikiem
skoniugowanym z przeciwciatem. Technika PALM umoz-
liwia prowadzenie obserwacji przyzyciowych, natomiast
STORM wymaga wcze$niejszego utrwalenia preparatéw.
Do analizy organizacji chromosomu bakteryjnego tech-
niki te mozna stosowaé w celu §ledzenia ruchliwosci lub
lokalizacji pojedynczych czasteczek. Ma to zastosowanie
w przypadku biatek charakteryzujacych sie swoista loka-
lizacja subkomérkowa, czego przyktadem moze by¢ ana-
liza ilo$ciowa i lokalizacja czasteczek biatka MukB z E. coli
za pomoca mikroskopii PALM [2].

PobsumowaNiE

Poglady na temat organizacji chromosomu bakteryjnego
ulegty zmianie w ostatnich latach. Poczgtkowe przeko-

PismiennicTwo

nanie, ze nukleoid wystepuje w komérce bakteryjnej
w postaci amorficznego tworu zawieszonego w cyto-
plazmie zostato zrewidowane w wyniku licznych badan
z zastosowaniem technik biologii molekularnej i analiz
mikroskopowych. Hierarchiczna struktura chromosomu
bakteryjnego swoja ztozonoscig niemal doréwnuje euka-
riotycznej chromatynie. Gléwna role w organizacji chro-
mosomu odgrywaja liczne biatka z nim zwigzane, m.in.
biatka NAP i SMC/MukB oraz topoizomerazy, ktére kon-
troluja topologie DNA w cyklu komérkowym. Wplywaja
na organizacje poszczegdlnych regionéw chromosomu
oraz reguluja poziom superskrecenia DNA podczas repli-
kacji i transkrypcji, zapewniajac utrzymanie homeostazy
topologicznej chromosomu. Niektére z nich (biatka NAP)
mogg kontrolowa¢ ekspresje genéw przez wprowadzanie
licznych zagieé, petli czy taczac sasiednie nici DNA, co
zapewnia dostosowanie profilu transkrypcji do zmien-
nych warunkdéw $rodowiska. Podstawg przystosowania
organizmdw chorobotwdrczych do bytowania w komér-
kach gospodarza jest regulacja ekspresji niezbednych do
przetrwania genéw m.in. przez kontrole superskrecenia
DNA oraz dziatanie globalnych czynnikéw transkrypcyj-
nych. Przyktadowo, biatko Lsr2 (homolog biatek H-NS
z E. coli) jest globalnym regulatorem transkrypcyjnym,
koniecznym do przetrwania Mycobacterium tuberculosis
podczas infekcji [3], natomiast szczep Helicobacter pylori
pozbawiony genu kodujgcego biatko HU nie przezywa
w fazie stacjonarnej [56]. Inny mechanizm przystoso-
wawczy organizméw chorobotwérczych ilustruje kon-
trola ekspresji gendw wirulencji w zaleznosci od zmian
poziomu superskrecenia DNA u Salmonella enterica [17].
Szczegbtowe badania organizacji chromosomu bakte-
ryjnego oraz biatek stanowigcych podstawe jego hie-
rarchicznej struktury sa kluczowe w kontekscie analizy
mechanizméw bakteryjnej patogenezy.
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