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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zastosowanie zaawansowanych technik mikroskopowych oraz nowych metod biologii komérki
umozliwilo wykazanie, ze bakteryjny, chromosomowy DNA jest gesto upakowany zajmujac sto-
sunkowo niewielka czg$¢ komérki. Bakteryjny chromosom (nukleoid) sktada si¢ z topologicznie
niezaleznych, superzwinigtych petli zwanych domenami. Struktura nukleoidu jest dynamiczna —
dzieki domenowej strukturze chromosomu jego poszczegdlne regiony moga bra¢ udziat w réz-
nych procesach komérkowych (replikacja, transkrypcja i segregacja), ktére cz¢sto zachodza jed-
noczes$nie. Niskoczasteczkowe histonopodobne biatka (HU, H-NS, IHF, Fis, Lrp i Dps) oraz
wysokoczasteczkowe biatko SMC (structural maintenance of chromosomes) kondensuja chro-
mosomowy DNA poprzez jego zakrzywianie, taczenie i owijanie. SMC dodatkowo uczestniczy
w procesie segregacji chromosoméw.

chromosom bakteryjny * biatka histonopodobne « SMC

Summary

Recent advances in microscopic and cell biological techniques have revealed that bacterial chro-
mosomal DNA is folded into a compact structure occupying a relatively small part of the cell.
The bacterial chromosome (nucleoid) is organized into independently supercoiled loops called
domains. The structure of the nucleoid is highly dynamic, as the domain organization enables the
chromosomal DNA to undergo structural changes during different cellular processes (replication,
transcription, and segregation) that take place simultaneously in a bacterial cell. Small nucleoid-
associated proteins (HU, H-NS, IHF, Fis, Lrp, and Dps) and the high-molecular-weight protein
SMC (structural maintenance of chromosomes) facilitate compaction of chromosomal DNA by
bending, bridging, and wrapping. In addition, SMC protein is involved in chromosome segrega-
tion.
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Wstep

Do niedawna chromosom bakteryjny (nukleoid) postrze-
gano jako amorficzny twor zanurzony w cytoplazmie.
Dopiero rozw6j zaawansowanych technik biologii mole-
kularnej, a zwlaszcza wykorzystanie biatek fluorescencyj-
nych oraz nowych technik mikroskopowych pozwolity na
lepsze poznanie wewnatrzkomorkowej struktury komorki
bakteryjnej w tym nukleoidu. Chromosom bakteryjny wy-
stgpuje zazwyczaj w postaci pojedynczej, kowalencyjnie
zamknigtej czasteczki dwuniciowego DNA. Istnieja row-
niez mikroorganizmy, ktére maja liniowy chromosom, np.
Borrelia burdorferii [29] czy Streptomyces coelicolor [23].
Ponadto, u niektdrych bakterii stwierdzono obecno$¢ wigcej
niz jednego chromosomu, np. u Burkholderia cenocepacia
wystepuja trzy chromosomy (http://www.genomesonli-
ne.org/). Ciekawym przyktadem jest Agrobacterium — or-
ganizm majacy dwa chromosomy, z ktérych jeden jest li-
niowa, a drugi kowalencyjnie zamknigta czasteczka DNA
(http://www.genomesonline.org/). Wielkos¢ chromosomu
bakteryjnego miesci si¢ najczesciej w zakresie od 0,6 Mz
(Mycoplasma genitalium) do okoto 10 Mz (Streptomyces
avermitilis) (http://www.genomesonline.org/). Nalezy jed-
nak pamigtaé, ze dotychczas poznano niewielki odsetek
bakterii zyjacych na naszej planecie w zwiazku z czym za-
kres ten moze si¢ powigkszy¢. Niedawno odkryto, ze en-
dosymbiotyczna bakteria, Carsonella ruddii (zyje w owa-
dach — koliszkach, zywiacych si¢ sokiem roslinnym) ma
najmniejszy z dotychczas poznanych chromosoméw; skta-
dajacy sig z zaledwie 160 tysigcy zasad [28]. Z kolei analiza
chromosomu bakterii Sluzowej, Sorangium (Polyangium)
cellulosum So ce56 (projekt sekwencjonowania w toku)
wykazata, ze jest on najwigkszy sposrod dotychczas po-
znanych bakteryjnych chromosomoéw; jego wielkos¢ wy-
nosi 13,0 Mz.

W przeciwienstwie do organizméw eukariotycznych, u bak-
terii chromosomowy DNA nie jest zwiazany z histonami,
ani nie jest otoczony btong komérkowa. Jednak i w komor-
ce bakteryjnej chromosomowy DNA musi przyjac taka
strukture przestrzenna, by mégt odpowiednio pomiescié
si¢ w jej wnetrzu. U Escherichia coli, rozwinigta ni¢ chro-
mosowego DNA (1600 um) jest okoto 1000 razy diuzsza
od dlugosci tej komérki bakteryjnej. W okreslonych wa-
runkach nukleoid E. coli zajmuje zaledwie 1/5 objetosci
komorki [7]. Stopieri upakowania DNA — wyrazany przez
stosunek diugosci DNA do dtugosci przedziatu, w kto-
rym jest on zawarty (dla bakterii jest to dlugos¢ komorki)
— w zaleznosci od rodzaju komorki bakteryjnej i fazy cy-
klu komérkowego moze przybiera¢ wartosci od kilkuset
do kilku tysigcy, np. stopienn upakowania chromosomal-
nego DNA w egzosporach Gram-dodatniej bakterii z ro-
dzaju Streptomyces wynosi okoto 3000. Dla poréwnania
stopieri upakowania chromosomu 22 cztowieka (15 mm)
podczas mitozy jest réwny okoto 10 000. Tak wigc upako-
wanie DNA w komérkach bakteryjnych jest mniejsze niz
w jadrach eukariotycznych.

STRUKTURA CHROMOSOMU BAKTERYJNEGO

U bakterii, w przeciwienstwie do organizmoéw eukariotycz-
nych, procesy cyklu komérkowego — replikacja, segregacja
i podziat komoérki, mogg zachodzi¢ jednoczesnie. W komor-
kach bakteryjnych, zwtaszcza szybko rosnacych, chromo-

ciecie enzymem A
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A
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Ryc. 1. Model doswiadczalny (hybrydyzacja microarray), dzieki ktéremu
wykazano, ze chromosom bakteryjny sktada sie z niezaleznie
superzwinigtych domen — petli (na ryc. zaznaczono schematycznie
jedynie kilka domen w rzeczywistosci chromosom ma kilkaset
petli) [wg 30 — zmodyfikowany]. W centrum chromosomu
zaznaczono rdzen biatkowy. W tym doswiadczeniu badano
poziom ekspresji gendw ssg (ssg — supercoiling sensitive genes),
ktérych aktywno$¢ promotorowa jest uzalezniona od stopnia
superskrecenia DNA. W rézne pozycje chromosomu wprowadzono
unikalne sekwencje rozpoznawane przez rzadkotnace” enzymy
restrykcyjne (geny tych endonukleaz obecne na chromosomie).
Przeciecie enzymem restrykcyjnym (indukowana ekspresja
genu kodujacego endonukleaze) miejsca w okreslonej domenie
chromosomu powoduije jej relaksacje, a w konsekwencji spadek
aktywnosci genéw ssg. cDNA otrzymano za pomocg RT-PCR na
matrycy wyizolowanego mRNA i wyznakowano znacznikami
fluorescencyjnymi: Cy3 (zielonym, prébka referencyjna) lub Cy5
(czerwonym, badana prébka). Hybrydyzacje przeprowadzono
z sondg, ktora stanowity zmieszane prébki wyznakowane
oboma znacznikami Cy3 i Cy5. Schematycznie zaznaczono tylko
sygnaty hybrydyzacji pochodzace od dziewieciu genéw: szesciu
ssg i trzech kontrolnych. Zielone plamki wskazujg, ze ekspresja
gendw ssg i kontrolnego w probce referencyjnej jest wyzsza
niz w prébce badanej. Czerwone plamki oznaczaja, ze ekspresja
genu kontrolnego jest na wyzszym poziomie w prébce badanej
niz w prébce referencyjnej. Z6tte plamki wskazuja, ze ekspresja
okreslonych gendw ssg i kontrolnych w obu prébkach jest na tym
samym poziomie

som bakteryjny charakteryzuje si¢ dynamiczna struktura;
jego okreslone regiony sa zaangazowane w rozne procesy:
replikacje, transkrypcje czy segregacj¢. Na podstawie wie-
lu r6znorodnych obserwacji mikroskopowych zauwazono,
ze nukleoid nie jest strukturag homogenna, oraz ze istnieje
Scista wspoéizaleznos¢ pomigdzy organizacja jego okreslo-
nych regiondw, a ich aktywnos$cia np. transkrypcyjna [7].
W chromosomie bakteryjnym mozna wyrézni¢ dwa pozio-
my jego organizacji: w skali makro i mikro, ktére dotycza
odpowiednio globalnej budowy, upakowania chromosomu
i lokalnej struktury DNA chromosomalnego.

Obecnie uwaza sig, ze chromosom bakteryjny sktada si¢
z kilkuset topologicznie niezaleznych, superzwinigtych pe-
tli (domen) przypominajac swoim ksztattem rozete (ryc. 1).
Centralng czgs¢ tej rozety stanowi rdzen, ktdry sktada sig
z biatek i prawdopodobnie rowniez z RNA. Dotychczas
nie udalo si¢ zidentyfikowac bialek rdzenia chromosomu
bakteryjnego. Za struktur¢ chromosomu w skali makro sa
odpowiedzialne topoizomerazy, biatka rdzenia oraz biat-
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Tabela 1. Charakterystyka biatek histonopodobnych £. coli

Biatko, masa czasteczkowa,
liczha czasteczek na komorke*

0ddziatywanie z DNA

Biatka zaginajace DNA

HU 9,5 kDa, 30 000-55 000

wiazanie nieswoiste, zginanie DNA w zakresie 60—140°

IHF 11 kDa, 12 000

rozpoznaje sekwencje 5-C/TAANNNNTTGATA/T-3; $rednio zakrzywia DNA 0 160°

Fis 11,2 kDa, 60 000

rozpoznaje sekwencje 5'-G/TNNC/TA/GNNA/TNNC/TA/GNNC/A-3;, gdzie N dowolny nukleotyd,
zakrzywia DNA w zakresie 50-90°

Biatka kohezyjne —faczace nici DNA

H-NS 15,5 kDa, 20 000 wigzanie nieswoiste

Lrp, 18,9 kDa, 2 500

wigzanie swoiste 5'-AGAATTTTATTCT-3; wokét oktamerdw Lrp moze si¢ owija¢ DNA

Dps, 18,7 kDa, 6 000

wiazanie nieswoiste, tworzenie struktur petli

*W logarytmicznej fazie wzrostu [3].

ka SMC (patrz nizej). Topoizomerazy wprowadzaja lewo-
skretne superzwinigcia w podwdjnej prawoskretnej heli-
sie DNA. Uwaza si¢ réwniez, ze sekwencja nukleotydowa
DNA chromosomu bakteryjnego determinuje jego struk-
turg; wystgpowanie dlugich ciagéw A (n — kilkanascie
nukleotydow) powoduje zakrzywienie DNA, co promuje
tworzenie petli chromosomu. Ponadto, na strukturg chro-
mosomu w skali makro maja wplyw te procesy komoérko-
we, ktére obejmuja rozlegte obszary chromosomu — repli-
kacja, segregacja.

Zastosowanie mikroskopii elektronowej pozwolito wyka-
zaé, ze u E. coli wystepuje okoto 500 superzwinigtych petli;
Srednia dlugosé pojedynczej domeny wynosi w przyblize-
niu 10 kpz [13,19,30,36]. Doswiadczenia z wykorzystaniem
genu reporterowego, ktérego aktywnos¢ jest zalezna od
stopnia superskrecenia DNA wykazaly, ze poszczegdlne
domeny sa topologicznie niezalezne, a ich potozenie zmien-
ne (szczegélowy opis tego do§wiadczenia zamieszczono
na ryc. 1, poziom ekspresji genéw topozaleznych badano
za pomoca hybrydyzacji typu microarray). A zatem, wpro-
wadzenie przerw w nici DNA, bedacych skutkiem uszko-
dzenia badZ procesu komoérkowego, powoduje relaksacje
tylko pojedynczej domeny, bez wptywu na topologig ca-
tego chromosomu (ryc. 1). Taka organizacja nukleoidu nie
tylko przyczynia si¢ do jego upakowania [19], ale réwniez
zapewnia jego dynamiczny charakter; chromosom podlega
ciggtym rearanzacjom przestrzennym, w trakcie ktérych
okreslone domeny pojawiaja sig, a inne zanikaja.

Na lokalna strukturg w skali mikro DNA chromosomu maja
wplyw przede wszystkim biatka histonopodobne (patrz
nizej) oraz biatka uczestniczace w okreslonym procesie
komoérkowym zwigzanym z danym, krétkim fragmentem
chromosomu, np. transkrypcja genu.

CHARAKTERYSTYKA BIALEK HISTONOPODOBNYCH

W komoérkach organizméw eukariotycznych, chromoso-
mowy DNA jest silnie zwigzany z zasadowymi biatkami
o malej masie czasteczkowej, zwanymi histonami. Biatka
te odgrywaja rol¢ w upakowaniu materialu genetyczne-

go; osiem czasteczek histonéw tworzy rdzen, wokét kto-
rego jest nawijany DNA, co prowadzi do jego kondensacji
i utworzenia struktury zwanej nukleosomem. Ze wzgledu na
stosunkowo duzy stopieri upakowania DNA w komérkach
bakterii, zaczeto poszukiwaé bakteryjnych, zasadowych
biatek zdolnych do wiazania si¢ z DNA i majacych wptyw
na jego kondensacjg. Najwigcej badan dotyczacych struk-
tury chromosoméw bakteryjnych prowadzono na dwéch
modelowych organizmach E. coli (Gram-ujemna bakteria)
i B. subtilis (Gram-dodatnia bakteria). Chociaz wykaza-
no, ze bakterie nie maja homologéw histonéw, to odkryto
inne mate, zasadowe bialka, ktére petnia podobne do nich
funkcje — odgrywaja role w upakowaniu i organizacji nu-
kleoidu. Biatka te wystgpuja réwniez w stosunkowo duze;j
liczbie kopii w komérce bakteryjnej (tabela 1). Ze wzgle-
du na podobienstwo funkcjonalne do histonéw biatka te na-
zwano histonopodobnymi (histone-like proteins). Biatka te
sg czesto oznaczane skrétem NAP (nucleoid- associated
proteins) i naleza do nich: HU (heat unstable protein), IHF
(integration host factor), H-NS (histon-like nucleoid struc-
turing protein), Fis (factor for inversion stimulation), Lrp
(leucine-responsive regulatory protein) i Dps (DNA-bin-
ding proteins from starved cells). Masa czasteczkowa tych
biatek nie przekracza 20 kDa. NAP wystepuja w postaci
multimeréw: dimeréw (np. IHF, H-NS, HU, Fis), oktame-
réow (Lrp) czy tez dodekameréw (Dps). Biatka te petnia
nie tylko funkcje strukturalne, ale réwniez regulatorowe.
Wiele z nich znanych jest jako regulatory w procesach trans-
krypcji (np. IHF, H-NS, Fis, Lrp), rekombinacji i naprawie
DNA (np. HU) oraz inicjacji replikacji (np. Fis, HU, IHF)
[24,35].Biatka histonopodobne wykazuja r6zna swoistos¢
wzgledem DNA. HU, H-NS, Dps wiaza DNA nieswoiscie.
Natomiast IHF, Fis rozpoznaja kilkunastonukleotydowe od-
cinki DNA o stosunkowo mato rygorystycznej sekwencji
konsensowej. Najwigksza swoistos¢ substratowa wykazu-
je biatko Lrp. W tabeli 1 podano ogdlna charakterystyke
biatek uczestniczacych w kondensacji DNA.

Biatka NAP mozna sklasyfikowaé¢ wedtug ich wptywu
na struktur¢ DNA: biatka zginajace DNA — HU, Fis, IHF
(ryc. 2) oraz biatka taczace sasiednie nici DNA (kohezyj-
ne) — H-NS, Lrp (ryc. 2) [24]. Biatka HU, Fis, IHF zagina-
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BIALKA ZAKRZYWIAJACE
IHF Fis

BIALKA KOHEZYINE
H-NS LRP

HE &

Ryc. 2. Kompleksy DNA z biatkami histonopodobnymi [wg 35 —
zmodyfikowany]. Biatka histonopodobne (bez wzgledu na stopien
ich oligomeryzacji) przedstawiono schematycznie w postaci
zielonych kulek (opis w tekscie)

ja DNA w zakresie od 50° (Fis) do nawet 180° (IHF) (ryc.
2, tabela 1) [31]. Dimery biatek H-NS tacza ze soba dwie
nici DNA w ten sposéb, ze kazda z czasteczek dimeru wia-
ze jedna z dwdch sasiadujacych ze soba nici DNA. W ten
sposéb powstaja potaczenia mostkowe pomigdzy dwoma
ni¢mi DNA. Przypusza si¢ réwniez, ze dimery H-NS moga
si¢ wigzac do jednej z nici DNA, a w wyniku oddziatywan
pomigdzy parami dimeréw dochodzi¢ moze do potaczenia
dwu nici DNA (ryc. 2). Natomiast, oktamery biatka Lrp
petnia nie tylko funkcje tacznika pomiedzy dwoma ni¢mi
DNA, ale réwniez moga owija¢ podwdjng ni¢ DNA wo-
kot pojedynczego oktameru (ryc. 2) [4].

Posrdd biatek histonopodobnych na uwage zastuguja Dps,
ktére kondensuja DNA w sposéb odmienny od przedstawio-
nych. Charakterystyczna cechg biatek Dps jest ich zdolnos¢
do tworzenia oligomeréw (dodekameréw), ktére przyjmuja
postaé¢ wydrazonej w Srodku kuli. Biatka te wiaza si¢ nieswo-
iScie z DNA, poprzez oddziatywanie dodatnio natadowanych
N-koricowych reszt aminokwasowych, znajdujacych si¢ we
wnetrzu dodekameru z ujemnie natadowanymi grupami fos-
foranowymi DNA, co prowadzi do kondensacji i utworzenia
petli DNA [10,24]. Uwaza sig, ze zwiazanie DNA promuje
oddzialywania pomigdzy dodekamerami Dps, w wyniku cze-
go tworza si¢ réwnolegle utozone plaszczyzny — warstwy do-
dekamerdw biatek Dps (ryc. 2). Taka wielowarstwowa struk-
tura umozliwia efektywne upakowanie DNA.

Ekspresja biatek kondensujacych DNA zalezy od fazy wzro-
stu komérki. U E. coli, w fazie logarytmicznej (tabela 1),
obserwuje si¢ najwigkszy poziom ekspresji biatek Fis, H-
NS, HU (powyzej 20 000 czasteczek na komérke), nato-
miast w fazie stacjonarnej, gdy komoérka musi by¢ odpor-
na m.in. na stres glodowy, biatek Dps i IHF [1]. Poziom
biatka Dps przy przejsciu z fazy logarytmicznej do stacjo-
narnej wzrasta z 600 do 180 000.

Dzigki wykorzystaniu mikroskopii sit atomowych (atomic
force microscopy — AFM) zbadano strukturg nukleoidu E.
coli podczas wzrostu komorki [21]. Wykazano, ze z udzia-
fem biatek histonopodobnych (HU, IHF, H-NS itp.) nukle-
oid przechodzi strukturalne zmiany, w wyniku ktérych two-
rz3 si¢ coraz bardziej ztozone struktury; poczatkowo wtdkna
o grubosci 40 nm, ktére nastgpnie owijajac si¢ wokot siebie
tworza strukture supersolenoidu o grubosci 80 nm. W wy-
niku tych zmian powstaja wspomniane juz pgtle (domeny)

MONOMERY

region m—koﬁcowy region C—i(oﬁcowy

~—T1ami )
(dwie antyrdwnolegte

50 nm Zwiniete o-hellsy

T
7awias
DIMER

Ryc. 3. Struktura domenowa biatka SMC (opis w tekscie) [wg 3238 —
zmodyfikowano]

chromosomu (ryc. 1) — taka strukturg uwaza si¢ za podsta-
wowg posta¢ chromosomu bakteryjnego. W fazie stacjonar-
nej chromosomowy DNA, pod wptywem biatek Dps, ulega
jeszcze wigkszemu upakowaniu; superskrecone petle przyj-
muja strukturg przypominajaca raf¢ koralowa [6].

Komdrki bakteryjne, pozbawione jednego z histonopodob-
nych biatek, maja zazwyczaj prawidtowy fenotyp, co wska-
zuje, ze niektdre z funkcji NAP moga by¢ dopetiane przez
inne, np. pojedyncze mutanty HU i IHF sa zdolne do prze-
zycia, podczas gdy podwdjny mutant HU/IHF moze by¢ le-
talny [20]. Wykazano, ze mutanty pozbawione biatek Dps
nie sa zdolne do przezycia dhugiego okresu gtodu i wyka-
zuja nadwrazliwos¢ na stres oksydacyjny [2,9].

CHARAKTERYSTYKA BIALEK SMC

Istotna rol¢ w kondensacji chromosomalnego DNA odgry-
waja réwniez biatka SMC (structural maintenance of chro-
mosomes), ktére ze wzgledu na duza mase czasteczkowa
(~150-200 kDa) nie sa zaliczane do omawianych w po-
przednim rozdziale biatek histonopodobnych. Biatka SMC
oprécz duzej masy czasteczkowej charakteryzuja si¢ unikal-
na struktura domenowa. Sktadaja si¢ z dwéch N- i C-koni-
cowych domen globularnych (zwanych gtowami), dwéch
a-helis (coiled-coil motif) — ramion oraz centralnie poto-
zonego zawiasu (hinge). Obecnos¢ elastycznego elemen-
tu zawiasowego umozliwia fizyczne zblizanie i oddalanie
dwdéch domen globularnych (ryc. 3). Przeprowadzone ba-
dania in vitro wykazaty, ze biatka SMC wystepuja w roz-
tworze gtéwnie w postaci dimeru, w ktérym ramiona SMC
sktadaja si¢ z dwoch przeciwréwnolegle zwinigtych o-he-
lis. Dlugos¢ kazdego ramienia wynosi okoto 50 nm, co od-
powiada 150 pz DNA [5,11,32].

Analiza poréwnawcza biatek SMC réznych organizméw wy-
kazata obecnos¢ trzech konserwatywnych motywow struk-
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odziatywanie wewnatrzczasteczkowe

é 1 --ATP

pierscien pieréciert
otwarty zamkniety
odziatywanie miedzyczasteczkowe

O S Anan

podwojny rozeta
pierscien

filament

Ryc. 4. 0ddziatywania wewnatrz- i miedzyczasteczkowe biatek SMC
[wg 17 — zmodyfikowany]

turalnych: Walkera A, Walkera B oraz motywu C, ktére wa-
runkuja aktywnos$¢ ATP-azowa biatka. Na N- koricu kazde;j
domeny globularnej biatka SMC znajduje sig, niezbgedny
do wigzania ATP, motyw Walkera A. Z kolei na C-kon-
cu domeny globularnej stwierdzono obecno$¢ motywow:
Walkera B i motywu C, ktére sa odpowiedzialne za wigza-
nie i hydrolize¢ ATP. Wystgpowanie tych trzech motywéw
jest charakterystyczne dla rodziny biatek AAA+ (ATPase
associated with a variety of cellular activities) [33].

Dotad nie udalo si¢ skrystalizowac calej czasteczki biat-
ka SMC, prawdopodobnie z powodu jej duzej masy cza-
steczkowej i elastycznej struktury zawiasu. Jednak kilka
grup badawczych otrzymato krysztaly réznych domen.
Van den Ent i wsp. [39] skrystalizowali N-koricowa do-
meng biatka MukB, ktére nalezy do rodziny biatek SMC
i jest funkcjonalnym analogiem SMC w komorkach E.
coli. Wykazano, ze N- i C-koricowa domena SMC tworzy
razem ,.kanapke wiazaca nukleotydy” [22, 39]. Na pod-
stawie wynikéw badan mikroskopii elektronowej biatka
SMC B. subtilis i MukB E. coli podejrzewano, ze SMC
dimeryzuje poprzez regiony coiled-coil, a gtowa SMC jest
tworzona w wyniku oddzialywan mig¢dzyczasteczkowych
pomigdzy N- i C-koricowa domena dwoch réznych cza-
steczek SMC [27]. Jednak analiza uzyskanych krysztatow
elementu zawiasowego wraz z fragmentem ramion biatka
SMC z Thermotoga maritima udowodnita, ze dimeryza-
cja zachodzi poprzez element zawiasowy, a gtowa biatka
sktada si¢ z N- i C-konicowych domen pochodzacych z tej
samej czasteczki SMC [12] (ryc. 3). Uzyskane dane do-
datkowo potwierdzono serig do§wiadczen, w ktérych wy-
kazano istnienie w zawiasie konserwatywnych reszt glicy-
ny (G657, G658, G662, G663) niezbednych w dimeryzacji
i motoryce biatka SMC [14].

Dzigki mikroskopii elektronowej SMC B. subtilis wyka-
zano rézne konformacje biatka, z czego najbardziej re-
prezentowang byla struktura V — zgigcia (V-shaped) (ryc.
3). Zaobserwowano réwniez, ze dimer SMC moze przyj-
mowaé konformacje pierscienia (ring) lub zamknigtego
V-zgiecia (closed V-shaped) (ryc. 4) [27]. Uwaza sig, ze
w wyniku oddziatywan miedzyczasteczkowych pomigdzy
gtowami réznych dimeréw SMC moze dojs¢ réwniez do
utworzenia struktur multimerycznych, takich jak: podwdj-
ny pierscien (double ring), rozeta (rosette), badz filament
(filament) (ryc. 4). Niedawno, dzigki mikroskopii sit ato-
mowych udato sig¢ zaobserwowac strukture rozety ztozona
z 4 do 8 dimeréw, jednak nadal pozostaje niewyjasnione,

- SMC
DNA
_ ADP+Pi
ATP  SCpA ATP
ScpB

@

t@ ATP

Ryc. 5. Hipotetyczny mechanizm kondesacji DNA za pomoca
kompleksow biatek SMC [wg 17 i 38 — zmodyfikowano]

czy takie struktury wystepuja in vivo w komérkach, a jesli
tak to czy sa funkcjonalne [26]. Giéwna role w oddziaty-
waniach wewnatrz- i migdzyczasteczkowych biatek SMC
odgrywa aktywnos¢ ATP-azowa. Udowodniono, ze ATP
wiaze si¢ do kieszeni utworzonej przez motywy Walkera
A i Walkera B jednej podjednostki SMC i oddziatuje z mo-
tywem C drugiej podjednostki. Tak jak w przypadku in-
nych ATP-az z rodziny bialek AAA+ wprowadzenie mu-
tacji w motywie Walkera A (Lys37 — Ile) biatka SMC
z B. subtilis, zapobiega wigzaniu ATP. Natomiast muta-
cja w motywie C (Ser1090 — Arg) pozwala na zwiazanie
ATP, ale uniemozliwia jego hydrolize, co w konsekwencji
zaburza tworzenie kompleksu glowa-gtowa. Z kolei zasta-
pienie glutaminianu w motywie Walkera B przez glutami-
n¢ (Glul118 — Gln) stabilizuje oddziatywanie gtowa-glo-
wa poprzez wolniejsza hydrolize¢ ATP [14].

W przeciwienstwie do organizmoéw eukariotycznych, u kté-
rych wystepuje co najmniej szes¢ réznych biatek SMC, w ko-
morkach prokariotycznych stwierdzono obecnos¢ tylko jed-
nego rodzaju biatka SMC. U Helicobacter pylori, Rickettisia
prowazekii i Methanobacterium thermoautotrophicum nie
zidentyfikowano genu kodujacego homolog biatka SMC.
Nie mozna jednakze wykluczy¢ istnienia funkcjonalnych
analogéw biatka SMC u tych organizméw, tak jak w przy-
padku E. coli, u ktérej funkcjonalnym analogiem SMC
jest biatko MukB.

Mechanizm kondensacji chromosoméw bakteryjnych
przez biatka SMC jest stabo poznany. Wykazano, ze B.
subtilis SMC oddziatuje zaréwno z ssDNA jak i dsDNA.
Bialka te wigza si¢ nieswoiscie z DNA poprzez dodatnio
natadowane reszty aminokwasowe umiejscowione w za-
wiasie. Udowodniono réwniez, ze obecno$¢ domen glo-
bularnych SMC nie jest warunkiem koniecznym do wia-
zania DNA [17]. Wedtug Hirano [15] ATP ma wptyw na
sposéb wigzania DNA przez biatko SMC. Jedynie postac
niezwigzana z ATP moze si¢ przylaczy¢ do DNA, two-
rzac stabilng strukturg pierscienia. Wskazuje sig, ze praw-
dopodobnie aktywnos¢ ATP-azowa SMC odgrywa wazna
rol¢ w procesie kondensacji poprzez kontrolg oddziatywan
wewnatrz- i migdzyczasteczkowych pomigedzy domena-
mi globularnymi (ryc. 5). Prawdopodobnie fizyczne zbli-
zenie gtéw SMC prowadzi do kondensacji DNA [16, 38].
Niedawne badania prowadzone nad bakteryjnymi SMC
wykazaly istnienie dwoch kwasnych biatek o matej ma-
sie czasteczkowej, bialek oddzialujacych z SMC — ScpA
i ScpB [34]. Dervyn i wsp. [8] sugeruja, ze u B. subtilis
dwie czasteczki ScpA oddziatuja bezposrednio z dwoma
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gtowami dimeru SMC, podczas gdy ScpB wiaze si¢ do
SMC za posrednictwem ScpA. Stechiometria tego kom-
pleksu nie jest doktadnie poznana [8]. Zaobserwowano, ze
silne oddziatywanie dwéch domen N- i C-koricowej SMC
wystepuje w obecnosci biatka ScpA, co sugeruje, ze jego
zwigzanie promuje utworzenie globularnej domeny gto-
wy biatka SMC. Dotychczasowe wyniki badan, wskazuja,
ze ScpA stabilizuje zamknigta konfiguracje biatka SMC
przez zahamowanie hydrolizy zwigzanego ATP. Tym sa-
mym, przylaczenie podjednostek ScpA do domeny gltowy
SMC, ktéra jest zwigzana z DNA, stabilizuje oddziatywa-
nie kompleksu biatko-DNA [40]. Dowiedziono, ze wia-
zanie ATP, badzZ jego hydroliza nie sa wymagane do two-
rzenia kompleksu SMC z ScpA i ScpB [26]. Co ciekawe,
biatko ScpB zawiera motyw helisa-skret-helisa, stad za-
ktada sig, ze moze sig¢ wiaza¢ z chromosomowym DNA in
vivo [37]. Podsumowujac, ATP oraz biatka towarzyszace
ScpA i ScpB prawdopodobnie tworza wspdlny system re-
gulacji aktywnosci ATP-azowej SMC.

WEWNATRZKOMORKOWA LOKALIZACJA BIALEK HISTONOPODOBNYCH
1SMC

Wewnatrzkomdérkowa lokalizacja bialek NAP i SMC stata
si¢ mozliwa dzigki zastosowaniu fuzji tych bialek z biatka-
mi fluorescencyjnymi lub swoistym przeciwcialom skiero-
wanym przeciwko tym biatkom. Systematyczne badania lo-
kalizacji poszczegdlnych histonopodobnych biatek u E. coli
wykazaty, ze w zaleznosci od swoistosci tych biatek wzgle-
dem rozpoznawanych sekwencji DNA, biatka te sa umiej-
scowione réwnomiernie (H-NS, Hu, Dps) lub w okreslo-
nych skupiskach na obszarze chromosomu (Fis) [3]. Biatko
IHF stanowi wyjatek, poniewaz mimo stosunkowo duzej
swoistosci substratowej w poréwnaniu z biatkami: H-NS,
Hu, Dps nie wystepuje w postaci okreslonych skupisk, ale
podobnie do tych biatek wydaje si¢ zwigzane réwnomier-
nie z DNA catego chromosomu. Dotychczas nie zbadano
wewnatrzkomoérkowej lokalizacji biatka Lrp.

Badania nad bakteryjnymi biatkami SMC (MukB) bytly pro-
wadzone gtéwnie na dwoch organizmach: B. subtilis i E.
coli. Wstepne badania wykazaty, ze biatka te nie charak-
teryzuja sig¢ okreslona swoistoscia substratowa wzgledem
DNA. Wydaje sig, ze SMC nie sa biatkami strukturalnymi
per se chromosomu, ale dziatanie ich polega na kondensacji
nici DNA i jest sprzgzone z procesem segregacji chromo-
soméw do potomnych komoérek. Analiza lokalizacji biat-
ka SMC podczas trwania cyklu komérkowego wykazata,
ze we wczesnej fazie tego cyklu skupiska biatka SMC sa
obecne w srodku komorki. Natomiast w péZniejszym eta-
pie sa rozdzielone i utozone blisko obu biegunéw komorki
— przysztych centréw nowo powstatych potomnych komé-
rek [25,26] (ryc. 6). Rozdzielenie skupisk SMC nastgpuje
w krétkim czasie po zainicjowaniu replikacji, podobnie jak
w przypadku nowo zreplikowanych regionéw oriC (origin
of chromosome) [41]. Postuluje si¢, ze biatka SMC kon-
densuja nowo zreplikowane regiony sukcesywnie w miarg
postepu replikacji chromosomu (ryc. 6). W komorkach B.
subtilis zauwazono, ze biatka ScpA i ScpB sq umiejscowio-
ne w tych samych pozycjach co biatko SMC, a kompleksy
tych trzech bialek przemieszczaja si¢ z centrum komoérki

biatka odpowiedzialne za

<= replisom < seqregacje DNA (Soj, Spo0J)
zwigzane w okolicy regionu oriC
& SMC (00 skondensowany DNA

— kierunek segregacji nowo zreplikowanych
regiondw chromosoméw

Ryc. 6. Kondensagja i segregacja nowo zreplikowanych regionéw oriC.

w kierunku jej biegunéw wraz z biatkami odpowiedzial-
nymi za segregacj¢ chromosoméw, Soj i SpoOJ — homolo-
gii odpowiednio biatek ParA (ATP-aza) i ParB (wiaze se-
kwencje parS, zlokalizowane w sasiedztwie regionu oriC).
U B. subtilis mutanty delecyjne genéw smc, a takze scpA
i scpB charakteryzowaly si¢ nie tylko brakiem kondensa-
¢ji chromosoméw, ale réwniez zaburzeniami w segregacji
chromosomoéw do komérek potomnych (brak chromoso-
mow u 12% komorek). Natomiast podwoéjne mutanty de-
lecyjne genéw smc (badZ scpA lub scpB) oraz spoOJ (gen
kodujacy biatko SpoOJ) wykazaty znacznie wigksze zabu-
rzenia w segregacji niz mutanty pojedyncze (mutant spoOJ
— brak chromosoméw w 1-2% komérek) [18], gdyz brak
chromosoméw obserwowano az u 28% komorek.

PobpsumowaniE

Struktura chromosomu bakteryjnego jest dynamiczna
i niejednorodna. Jest wypadkowa dziatania biatek odpo-
wiedzialnych za upakowanie chromosomu w skali mikro
(biatka NAP) i makro (SMC, topoizomerazy) oraz biatek
uczestniczacych w danym momencie w okreslonym pro-
cesie komorkowym, zwiazanym z DNA chromosomowym
(replikacja, transkrypcja, segregacja). Pomimo znacznego
postepu w badaniach nad struktura bakteryjnego chromo-
somu, jaki dokonat si¢ w ostatnich kilku latach nadal nie-
wiele wiadomo o mechanizmach dziatania wielu z tych
biatek, a zwlaszcza biatek z rodziny SMC.

Chromosom nie jest odizolowana struktura w komorce
bakteryjnej. Ostatnie badania wskazujg na istnienie w ko-
morce bakteryjnej cytoszkieletu (jego waznym sktadni-
kiem jest biatko MreB, homolog aktyny). Wstgpne dane
sugeruja, ze chromosom czy raczej jego okreslone regio-
ny sa zwiazane z cytoszkieletem, ale nic nie wiadomo na
temat mechanizméw tego rodzaju oddzialtywan ani biatek
odpowiedzialnych za przymocowanie DNA do cytoszkie-
letu. Zapewne w niedalekiej przysztosci zagadnienia te
zostana wyjasnione.

PobziekowaNIA

Dzigkujemy dr Dagmarze Jakimowicz i dr Annie Pawlik
za krytyczne uwagi.

539



Postepy Hig Med Dosw (online), 2007; tom 61: 534-540

PismiennicTwo

[1] Ali Azam T., Iwata A., Nishimura A., Ueda S., Ishihama A.: Growth
phase-dependent variation in protein composition of the Escherichia
coli nucleoid. J. Bacteriol., 1999; 181: 6361-6370

[2] Altuvia S., Almirén M., Huisman G., Kolter R., Storz G.: The dps pro-
moter is activated by OxyR during growth and by IHF and sigma S in
stationary phase. Mol. Microbiol., 1994; 13: 265-272

[3] Azam T.A., Hiraga S., Ishihama A.: Two types of localization of the
DNA-binding proteins within the Escherichia coli nucleoid. Genes
Cells., 2000; 5: 613-626

[4] Beloin C., Jeusset J., Revet B., Mirambeau G., Le Hegarat F., Le Cam
E.: Contribution of DNA conformation and topology in righthanded
DNA wrapping by the Bacillus subtilis LrpC protein. J. Biol. Chem.,
2003; 278: 5333-5342

[5] Britton R.A., Lin D.C., Grossman A.D.: Characterization of a proka-
ryotic SMC protein involved in chromosome partitioning. Genes Dev.,
1998; 12: 1254-1259

[6] Ceci P., Cellai S., Falvo E., Rivetti C., Rossi G.L., Chiancone E.: DNA
condensation and self-aggregation of Escherichia coli Dps are coupled
phenomena related to the properties of the N-terminus. Nucleic Acids
Res., 2004; 32: 5935-5944

[7] Dame R.T.: The role of nukleoid-associated proteins in the organiza-
tion and compaction of bacterial chromatin. Mol. Microbiol., 2005;
56: 858-870

[8] Dervyn E., Noirot-Gros M.F., Mervelet P., McGovern S., Ehrlich
S.D., Polard P., Noirot P.: The bacterial condensin/cohesin-like pro-
tein complex acts in DNA repair and regulation of gene expression.
Mol. Microbiol., 2004; 51: 1629-1640

[9] Frenkiel-Krispin D., Ben-Avraham 1., Englander J., Shimoni E., Wolf
S.G., Minsky A.: Nucleoid restructuring in stationary-state bacteria.
Mol. Microbiol., 2004; 51: 395-405

[10] Grant R.A., Filman D.J., Finkel S.E., Kolter R., Hogle J.M.: The cry-
stal structure of Dps, a ferritin homolog that binds and protects DNA.
Nature Struct. Biol.,1998; 5: 294-303

[11] Graumann P.L.: SMC proteins in bacteria: condensation motors for
chromosome segregation? Biochimie, 2001; 83: 53-59

[12] Haering C.H., Lowe J., Hochwagen A., Nasmyth K.: Molecular ar-
chitecture of SMC proteins and the yeast cohesin complex. Mol Cell.,
2002; 9: 773-788

[13] Higgins N.P., Deng S., Pang Z., Stein R., Champion K., Manna D.:
Domain behavior and supercoil dynamics in bacterial chromoso-
mes. The Bacterial Chromosome. Higgins, P.N. (Ed.), ACM Press,
Washington, DC, 2005, Chapter 6, 133—-153

[14] Hirano M., Anderson D.E., Erickson H.P., Hirano T.: Bimodal activa-
tion of SMC ATPase by intra-and inter- molecular interactions. EMBO
J.,2001; 20: 3238-3250

[15] Hirano M., Hirano T.: Positive and negative regulation of SMC-DNA
interactions by ATP and accessory proteins. EMBO J., 2004; 23:
2664-2673

[16] Hirano M., Hirano T.: Opening closed arms: longdistance activation
of SMC ATPase by hinge-DNA interaction. Mol. Cell., 2006; 21:
175-186

[17] Hirano T.: At the heart of the chromosome: SMC proteins in action.
Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2006; 7: 311-322

[18] Ireton K., Gunther N.W., Grossman A.D.: Spo0J is required for nor-
mal chromosome segregation as well as the initiation of sporulation
in Bacillus subtilis. J. Bacteriol., 1994; 176: 5320-5329

[19] Johnson R.C., Johnson L.M., Schmidt J.W., Gardner J.F.: Major nucle-
oid proteins in the structure and function of the Escherichia coli chro-
mosome. The Bacterial Chromosome. Higgins P.N. (Ed.), ACM Press,
Washington, DC, 2005, Chapter 5, 65-131

[20] Kano Y., Imamoto F.: Requirement of integration host factor (IHF)
for growth of Escherichia coli deficient in HU protein. Gene., 1990;
89: 133-137

[21] Kim J., Yoshimura S.H., Hizume K., Ohniwa R.L., Ishihama A.,
Takeyasu K.: Fundamental structural units of the Escherichia coli nuc-
leoid revealed by atomic force microscopy. Nucleic Acids Res., 2004;
32:1982-1992

[22] Lammens A., Schele A., Hopfner K.P.: Structural biochemistry of ATP-
driven dimerization and DNA stimulated activation of SMC ATPases.
Curr. Biol., 2004; 14: 1778-1782

[23] Lin Y.S., Kieser H.M., Hopwood D.A., Chen C.W.: The chromosomal
DNA of Streptomyces lividans 66 is linear. Mol. Microbiol., 1993; 10:
923-933

[24] Luijsterburg M.S., Noom M.C., Wuite G.J., Dame R.T.: The architec-
tural role of nucleoid-associated proteins in the organization of bac-
terial chromatin. A molecular perspective. J. Struct. Biol., 2006; 156:
262-272

[25] Mascarenhas J., Soppa J., Strunnikov A.V., Graumann P.L.: Cell cyc-
le-dependent localizoation of two novel prokaryotic chromosome se-
gregation and condensation proteins in Bacillus subtilis that interact
with SMC protein. EMBO J., 2002; 21: 3108-3118

[26] Mascarenhas J., Volkov A.V., Rinn C., Schiener J., Guckenberger R.,
Graumann P.: Dynamic assembly, localization and proteolysis of the
Bacillus subtilis SMC complex. BMC Cell Biol., 2005; 6: 28

[27] Melby T.E., Ciampaglio C.N., Briscoe G., Erickson H.P.: The sym-
metrical structure of structural maintenance of chromosomes (SMC)
and MukB proteins: long, antiparallel coiled coils, folded at a flexible
hinge. J. Cell Biol., 1998; 142: 1595-1604

[28] Nakabachi A., Yamashita A., Toh H., Ishikawa H., Dunbar H.E., Moran
N.A., Hattori M.: The 160-kilobase genome of the bacterial endosym-
biont Carsonella. Science, 2006; 314: 259-260

[29] Picardeau M., Lobry J.R., Hinnebusch B.J.: Physical mapping of an ori-
gin of bidirectional replication at the centre of the Borrelia burgdorferii
linear chromosome. Mol. Microbiol., 1999; 32: 437-445

[30] Postow L., Hardy C.D., Arsuaga J., Cozzarelli N.R.: Topological do-
main structure of the Escherichia coli chromosome. Genes Dev., 2004;
18: 1766-1779

[31] Schneider R., Lurz R., Luder G., Tolksdorf C., Travers A., Muskhelishvili
G.: An architectural role of the Escherichia coli chromatin protein FIS
in organising DNA. Nucleic Acids Res., 2001; 29: 5107-5114

[32] Sherratt D.J.: Bacterial chromosome dynamics. Science., 2003; 301:
780-785

[33] Smith P.C., Karpowich N., Millen L., Moody J.E., Rosen J., Thomas
P.J., Hunt J.F.:ATP binding to the motor domain from an ABC trans-
porter drives formation of a nucleotide sandwich dimer. Mol. Cell.,
2002; 10: 139-149

[34] Soppa J., Kobayashi K., Noirot-Gros M.E., Oesterhelt D., Ehrlich S.D.,
Dervyn E., Ogasawara N., Moriya S.: Discovery of two novel families
of proteins that are proposed to interact with prokaryotic SMC prote-
ins, and characterization of the Bacillus subtilis family members ScpA
and ScpB. Mol.Microbiol., 2002; 45: 59-71

[35] Stavans J., Oppenheim A., DNA-protein interactions and bacterial
chromosome architecture. Phys. Biol., 2006; 3: R1-R10

[36] Stein R.A., Deng S., Higgins N.P.: Measuring chromosome dynamics
on different time scales using resolvases with varying half-lives. Mol.
Microbiol., 2005; 56:1049-1061

[37] Strunnikov A.V.: SMC complexes in bacterial chromosome conden-
sation and segregation. Plasmid, 2006; 55: 135-144

[38] Thanbichler M., Shapiro L.: Chromosome organization and segrega-
tion in bacteria. J. Struct. Biol., 2006; 156: 292-303

[39] van den Ent F., Lockhart A., Kendrick-Jones J., Lowe J.: Crystal struc-
ture of the N-terminal domain of MukB: a protein involved in chro-
mosome partitioning. Structure, 1999; 7: 1181-1187

[40] Volkov A., Mascarenhas J., Andrei-Selmer C., Ulrich H.D., Graumann
P.L.: A prokaryotic condensin/cohesin-like complex can actively com-
pact chromosomes from a single position on the nucleoid and binds to
DNA as a ring-like structure. Mol. Cell Biol., 2003; 23: 5638-5650

[41] Webb C.D., Teleman A., Gordon S., Straight A., Belmont A., Lin D.C.,
Grossman A.D., Wright A., Losick R.: Bipolar localization of the re-
plication origin regions of chromosomes in vegetative and sporula-
ting cells of B. subtilis. Cell., 1997; 88: 667-674

540




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments false
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002000d>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /POL <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


