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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W pracy przedstawiono jak rozwéj znacznikéw fluorescencyjnych, poczawszy od odkrycia bial-
ka zielonej fluorescencji i jego réznobarwnych odmian, az do opracowania metod analizy od-
dziatywan migdzyczasteczkowych w oparciu o rézne warianty biatek wptynat na zrewidowanie
pogladéw dotyczacych budowy i organizacji komoérki bakteryjnej. Uzycie nowych metod mikro-
skopowych umozliwito lokalizacj¢ poszczegdlnych biatek oraz fragmentéw chromosomu, a tak-
ze Sledzenie ich migracji w czasie rzeczywistym. Badania te ujawnily przestrzenna organizacje
komorki bakteryjnej obejmujaca swoista subkomoérkowa lokalizacje biatek, obecno$é dynamicz-
nych struktur cytoszkieletowych, uporzadkowana i aktywna segregacj¢ chromosomoéw oraz cza-
sowo-przestrzenng regulacje ekspresji genéw.

mikroskopia fluorescencyjna  biatka fluorescencyjne « FRET  FRAP  cytoszkielet
bakteryjny ¢ organizacja komérki bakteryjnej
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Summary

We have reviewed how the development of fluorescent markers, triggered by the discovery of
green fluorescence protein and its other color variants leading to the establishment of methods
for studies of protein interactions with application of fluorescent proteins, affected the view of
bacterial cell organization. Application of the new microscopic methods allowed localization of
proteins and chromosomal regions, and observation of their migration in real time. These stu-
dies revealed the spatial organization of bacterial cells which includes specific subcellular loca-
lization of proteins, the presence of dynamic cytoskeletal structures, orchestrated and active se-
gregation of chromosomes, and spatiotemporal gene regulation.
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Wstep

Ostatnie lata przyniosty radykalna zmiang pogladéw na te-
mat budowy i struktury komorki bakteryjnej. Przyczynity
si¢ do tego przede wszystkim najnowsze techniki mikro-
skopowe, a szczegdlnie wykorzystanie zjawiska fluorescen-
cji. Zastosowanie barwnikéw fluorescencyjnych wiaza-
cych DNA (DAPI czy jodek propidyny), btong komérkowa
i peptydoglikan (lipofilowy barwnik FM6-64 oraz znako-
wane wankomycyna lub aglutynina) umozliwito wizuali-
zacjg struktur subkomoérkowych, odpowiednio nukleoidu,
btony i Sciany komérkowej.Natomiast zastosowanie zna-
kowanych przeciwciatl pozwolito na subkomoérkowa detek-
cj¢ biatek i ich komplekséw (immunolokalizacja). Jednak
metoda ta jest obecnie wypierana przez coraz czgstsze wy-
korzystanie bialek fluorescencyjnych, jako znacznikéw do
lokalizacji biatek fuzyjnych. Mikroskopia fluorescencyjna
pozwala zar6wno na analiz¢ preparatow utrwalonych, jak
i obserwacje przyzyciowe umozliwiajace §ledzenie migra-
cji poszczegoblnych biatek oraz fragmentéw chromosomu
w czasie rzeczywistym. Wyniki uzyskane w tych ekspe-
rymentach zostaly uzupeinione badaniami biochemiczny-
mi oraz strukturalnymi. Dzigki nim wiadomo, ze bakteria
nie jest, jak diugi czas uwazano, ,,zbiornikiem” wypet-
nionym mieszaning biatek, ale komdrka o $cisle uporzad-
kowanej organizacji, w ktérej umiejscowienie biatek i ich
komplekséw podlega precyzyjnej czasowo-przestrzennej
kontroli sprawowanej przez struktury biatkowe o charakte-
rze cytoszkieletowym [50]. Sg one tworzone przez homo-
logi biatek cytoszkieletu eukariotycznego i odpowiadaja,
podobnie jak u Eukariota, za utrzymanie ksztattu komor-
ki (CreS, homolog filamentéw posrednich nadajacy ksie-
zycowaty ksztatt Caulobacter crescentus czy MreB, ho-
molog aktyny zapewniajacy wydluzony ksztalt bakteriom
paleczkowatym), za podzial komérkowy (FtsZ, homo-
log tubuliny inicjujacy powstanie przegrody podzialowe;j
i MinD kontrolujace jej pozycje) oraz za wtasciwa segrega-
cj¢ chromosomoéw (ParA, zapewniajace aktywny rozdziat
chromosomoéw po replikacji) [32,41]. Badania wewnatrz-
komérkowych struktur u bakterii maja nie tylko znaczenie
poznawcze, ale réwniez praktyczne, poniewaz dostarczaja
informacji na temat mozliwych sposobéw kontroli wzrostu
i namnazania bakterii. Przykladem moze by¢ FtsZ, ktére
jest obecnie badane jako potencjalny cel dla antybiotykéw.

PoczATKI BADAN NAD LOKALIZACJA BIALEK BAKTERYJNYCH

Pierwsze doniesienia wskazujace na swoista lokalizacje
okreslonych biatek w komérce bakteryjnej pochodza z lat
90. ubiegtego wieku. Uzywajac mikroskopii immunoelek-
tronowej wykazano, ze biatko FtsZ jest umiejscowione
w Srodku komérki, czyli w miejscu powstawania przegrody
podziatowej [7]. Natomiast dzigki zastosowaniu mikroskopii
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Ryc. 1. Struktura przestrzenna biatka zielonej fluorescenji [ID: 1TEMA, PDB]

fluorescencyjnej w potlaczeniu z technikami immunoflu-
orescencyjnymi wykazano swoista lokalizacje biatek kom-
pleksu chemoreceptora na biegunie komoérki Escherichia
coli [34]. Metody immunologiczne, chociaz nie ingeruja
w strukture¢ przestrzenna biatka, sa czasochlonne, a takze
kosztowne, poniewaz wymagaja wysokiej jakosci przeciw-
cial: pierwszorzedowego, ktére swoiscie rozpoznaje bada-
ne biatko oraz drugorzedowego, znakowanego np. barwni-
kiem fluorescencyjnym. Co wigcej, komorki musza zostaé
utrwalone, a struktura ich btony i §ciany komdrkowej naru-
szona tak, aby przeciwciato mogto przenikna¢ do wnetrza.
Uniemozliwia to prowadzenie obserwacji w czasie rzeczy-
wistym z zastosowaniem zywych komorek.

Zastosowanie biatka zielonej fluorescencji GFP (green
fluorescent protein) w biologii komérki rozpoczeto roz-
w0j technologii znacznikéw fluorescencyjnych. To nie-
duze (25,9 kDa) fluorescencyjne biatko, wystepujace na-
turalnie u meduzy Aequorea victoria, odkryli juz w 1962
r. Shimomura i wsp. [53], jednak dopiero 30 lat p6zZniej
zastosowano je jako znacznik biologiczny. GFP jest zbu-
dowane gtéwnie z beta-harmonijek tworzacych strukture
beta-barytki, w srodku ktérej znajduje si¢ chromofor zbu-
dowany z trzech aminokwaséw Ser65-Tyr66-Gly67 pod-
danych posttranslacyjnej cyklizacji i oksydacji (ryc. 1).

Tworzenie chromoforu trwa okoto 2 godzin, a jego najwol-
niejszym i limitujacym etapem jest oksydacja. Proces ten
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nie wymaga obecnosci zadnego enzymu, réwniez do samej
fluorescencji nie sa potrzebne dodatkowe kofaktory badz
substraty. Fluorescencja jest zazwyczaj odporna na wy-
gaszanie Swiatlem. Gtoéwna zaletg zastosowania GFP jest
mozliwos$¢ obserwacji biatek, komplekséw oraz okreslo-
nych fragmentéw chromosoméw w zywej komorce w cza-
sie rzeczywistym, a takze to, ze GFP i jego pochodne nie
sq toksyczne dla bakterii i organizméw eukariotycznych.
Natomiast wada GFP jest tendencja do tworzenia nieroz-
puszczalnych agregatéw, zwlaszcza w wyzszych tempe-
raturach. Ponadto fuzja z GFP moze zaburza¢ strukture
natywng analizowanego biatka, a tym samym wptywac
na zmiang jego funkcjonalnosci i lokalizacji. Najczesciej
w celu zachowania funkcjonalnosci obu biatek wstawia sig
pomigdzy nie krotki tacznik (sktadajacy si¢ z kilku, kil-
kunastu aminokwaséw), ktéry umozliwia niezalezne fat-
dowanie si¢ obu biatek. W 1994 r. Chalfie i wsp. po raz
pierwszy poddali ekspresji gen gfp w komdrkach bakte-
ryjnych (Escherichia coli) oraz eukariotycznych (nicien
Caenorhabditis elegans) 1 zastosowali go jako gen repor-
terowy do analizy aktywnosci promotoréw [11]. Rok p6z-
niej zespdt Losicka [3] wykorzystal GFP do lokalizacji
biatka SpollE, ktére jest zaangazowane w proces sporula-
cji Bacillus subtilis. Wykazano, ze umiejscowienie GFP-
SpollE zmienia si¢ w czasie trwania cyklu komérkowego
— przed rozpoczgciem tworzenia asymetrycznej przegrody
obserwowano dwa skupiska fluorescencyjne, a po jej utwo-
rzeniu juz tylko jedno, w miejscu powstawania przegrody.

Jednym z pierwszych interesujacych doswiadczen z uzy-
ciem fuzyjnego biatka GFP byta wizualizacja w komor-
kach E. coli wspomnianego juz biatka FtsZ — struktural-
nego homologu eukariotycznej tubuliny oraz FtsA. FtsZ
wyznacza miejsce podziatu komdrki bakteryjnej poprzez
polimeryzacj¢ w postaci wewnatrzkomérkowego pierscie-
nia Z, zwigzanego z btong komérkowa (ryc. 2), natomiast
biatko FtsA jest zasocjowane z powstajacym pierscie-
niem Z [33]. Jednak obecno$¢ w komérce samych biatek
fuzyjnych nie byta wystarczajaca do prawidlowej lokali-
zacji i polimeryzacji FtsZ; funkcjonalne polimery biatek
fuzyjnych tworzyly si¢ jedynie w obecnosci niezmodyfi-
kowanych biatek.

W ciagu nastepnych paru lat, GFP wykorzystano do wizu-
alizacji wielu innych biatek [40]. Opisano umiejscowienie

Ryc. 2. Tworzenie pierscienia Z przez biatko FtsZ-GFP
w centrum komorki £. coli [33, zazgodal; A, B
— obrazy przedstawiajace komdrke z w petni
uksztattowanym pierScieniem Z; C, D — obrazy
komérki zawierajacej niekompletny pierscier
Z; skala: 1 pm

w komérkach E. coli lub B. subtilis biatek zaangazowanych
w gléwne etapy cyklu komérkowego, na przyktad: uczest-
niczacych w podziale komérkowym: MinC [23], MinD
[36,47], MinE [22,46], FtsI [63], FtsH [62], FtsL [21,54]
FtsQ [12], ZipA [22], odpowiadajacych za organizacje chro-
mosomu HU [64] i SMC [9], zaangazowanych w replikacje
DNA PolC [24,29] 1 SeqA [8,38] oraz uczestniczacych w se-
gregacji potomnych chromosoméw ParA, ParB [31,35,44],
FtsK [67] i DivIVA [18]. Okreslono réwniez lokalizacje
w komérkach E. coli i Caulobacter crescentus bialek CckA
[25], Che [55], Divl i PleC [65], DivK [26] uczestniczacych
w przekazywaniu sygnatu oraz w komoérkach B. subtilis
CotE [61], DacF [30], SigE [28], SpollE [3,5], SpolIGA
[19], SpoIVA [30,42], SpolVFB zaangazowanych w spo-
rulacje. Pierwsze zastosowania GFP ograniczaly si¢ gtow-
nie do modelowych organizméw — E. coli, B. subtilis, C.
crescentus, ale pdzZniej zaczgto je stosowac do lokalizacji
biatek w komérkach innych gatunkéw bakterii szczegdlnie
chorobotworczych np. Mycobacterium tuberculosis, Vibrio
cholerae, Helicobacter pylori [45,60,66]. Ciekawym zasto-
sowaniem GFP byta wizualizacja cytoszkieletowych biatek,
krescentyny i Ccrp, ktére nadaja komdrkom bakteryjnym
charakterystyczny ksztalt: krescentyna odpowiada za ksig-
zycowaty ksztalt C. crescentus, natomiast biatko Cerp (co-
iled coil rich protein) za helikalny ksztatt H. pylori [4,60].

NOWE WARIANTY I KOLORY BIALEK FLUORESCENCYJNYCH

Coraz szersze stosowanie GFP sprawito, ze zaczgto po-
szukiwac jego ulepszonych wariantéw. Wprowadzane mo-
dyfikacje dotyczytly gtéwnie: zwigkszenia intensywnosci
fluorescencji i fotostabilnosci biatka, rozszerzenia zakre-
su spektralnego, zmniejszenia tendencji do oligomeryza-
¢ji i wrazliwosci na pH, a takze przyspieszenia dojrzewa-
nia chromoforu. Pierwszym udoskonalonym biatkiem byto
EGFP (enhanced green fluorescent protein) [14,15], kt6-
re uzyskano wymieniajac jedynie dwa aminokwasy w ob-
rebie chromoforu biatka GFP. EGFP wykazuje znacznie
wyzsza (ponad 35 razy) intensywnos¢ fluorescencji w po-
réownaniu do GFP oraz obnizong tendencje do agregacji
w 37°C. Pdzniej, gtéwnie przez wprowadzanie przypad-
kowych mutacji w GFP, uzyskano biatka fluorescencyjne
emitujace w réznych zakresach spektralnych: niebieskim
(blue fluorescent protein — BFP), niebiesko-zielonym (cyan
fluorescent protein — CFP) oraz z6ttym (yellow fluorescent
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Ryc. 4. Mikroskopia fluorescencyjna biatek fuzyjnych GFP-MreB i MreC-
mCherry w komérkach C. crescentus [17]. Projekja to ztozenie
obrazéw z 10 pfaszczyzn, schemat — interpretacja graficzna;
skala T pm

protein — YFP). Wszystkie wymienione biatka maja struk-
turg biatka GFP, a jedyne réznice dotycza chromoforu.

Najwigkszym wyzwaniem w konstrukcji znacznikéw fluore-
scencyjnych stato si¢ otrzymanie biatek emitujacych w za-
kresie czerwonych i pomaranczowych regionéw spektral-
nych. Wielokrotnie podejmowane préby konstrukeji tych
biatek w wyniku mutacji wprowadzanych w obr¢bie chro-
moforu biatka GFP nie dawaty zadnych rezultatéw. Przetom
nastapit dopiero po odkryciu biatka czerwonej fluorescen-
cji (DsRed) pochodzacego z koralowca Discosoma striata
[37]. Biatko DsRed przyjmuje postac tetrameru. Struktura
monomeru DsRed, mimo bardzo niskiej homologii ami-
nokwasowej (~23%), wykazuje wiele podobieristw z kon-
formacja przestrzenna biatka GFP. W oparciu o biatko
DsRed w wyniku losowej i ukierunkowanej mutagenezy,
uzyskano warianty, ktére utracity zdolnos¢ do tetramery-
zacji: dTomato, mRFP1, mStrawberry, mPlum i mCher-
ry [49]. Wsréd obecnie dostgpnych biatek fluoryzujacych
w czerwonym zakresie spektralnym najlepsze wtasnosci
ma mCherry: charakteryzuje si¢ wysoka fotostabilnoscia
i intensywnoscia fluorescencji (okoto potowa intensywno-
Sci EGFP) oraz moze by¢ stosowane w eksperymentach
z dtugim czasem obrazowania [48].

Zastosowanie nowych wariantéw biatek fluorescencyjnych
uruchomito lawing doniesien dotyczacych juz nie tylko swo-
istej lokalizacji pojedynczych bialek, ale przede wszyst-
kim umozliwito jednoczesna wizualizacje kilku biatek
w komorce. Dzigki wykorzystaniu bialek fluorescencyj-
nych wykazano obecnos¢ w komoérce bakteryjnej ztozo-
nych i dynamicznych struktur biatkowych potwierdzajac
wstepne doniesienia o istnieniu cytoszkieletu bakteryjnego.

YFP-MinD MinE-CFP

Ryc. 3. Umiejscowienie biatek MinD oraz MinE
w szczepie E. coli wytwarzajacym jednoczesnie
YFP-MinD oraz MinE-CFP [51, za zgoda].
A — Nomarski, B — fluorescencja YFP, C
— fluorescencja CFP, D — naktadajace sie
fluorescencje YFP i CFP; skala: 1 pm

W wielu badaniach skupiono si¢ na biatkach bedacych ho-
mologami eukariotycznych biatek cytoszkieletu — FtsZ,
MreB i unikalnym dla bakterii systemie MinCDE, ktéry
kontroluje miejsce podziatu komérki. Biatko MinC, wraz
z MinD, hamuje polimeryzacj¢ FtsZ i co za tym idzie two-
rzenie pierscienia Z w poblizu biegunéw komorki, nato-
miast MinD znosi inhibicje MinCD w centrum komorki.
Wykorzystanie dwdch koloréw YFP i CFP umozliwito np.
jednoczesna lokalizacje w komoérkach E. coli biatek MinD,
ktore oscyluje pomigdzy biegunami komérki oraz MinE,
ktére tworzy dynamiczny pierscien (ryc. 3). Dzigki zasto-
sowaniu dwoch biatek fluorescencyjnych pokazano, ze dy-
namiczna lokalizacja MinD zalezy od MinE, a takze zi-
dentyfikowano mutanty MinE, w ktérych oscylacja MinD
byta zaburzona [51]. Jednoczesna lokalizacje MinD-YFP
wraz z FtsZ-CFP udato si¢ takze zbada¢ w komérkach mu-
tanta E. coli pozbawionych biatka MreB, ktére zapewnia
utrzymanie wydtuzonego ksztattu komérki [52]. Okazato
sig, ze oscylacja MinD i tworzenie pierscienia FtsZ nie sa
zaburzone w kulistych mutantach pozbawionych mreB.

Lokalizacja biatek MreB i MreC w komérkach Caulobacter
crescentus byta jednym z pierwszych eksperymentéw wy-
korzystujacych znacznik mCherry i mRFP1 do badar bio-
logii komérki bakteryjnej [17]. Na podstawie mikroskopo-
wych obserwacji zaproponowano, ze MreB polimeryzuje
tworzac spiralny filament, ktéry stanowi rusztowanie po-
zwalajace na odpowiednie rozmieszczenie bialek odpo-
wiedzialnych za syntez¢ $ciany komorkowej (ryc. 4). Co
wigcej, zauwazono, ze rowniez MreC wykazuje zdolnosé
do tworzenia spiralnych filamentéw, ktére sa niezbg¢dne
do prawidiowej lokalizacji prekursoréw peptydoglikanu.

NoWE METODY ZNAKOWANIA BIALEK

Jeden z nowych typéw znacznikéw opiera si¢ na wyko-
rzystaniu dwéch domen zamka leucynowego eukariotycz-
nych czynnikéw transkrypcyjnych Jun i Fos (Jun?, Fos*?).
W systemie tym jedna z domen wystgpuje w polaczeniu
z analizowanym biatkiem, natomiast druga z biatkiem flu-
orescencyjnym; utworzenie dimeru pomigdzy Jun# i Fos“#
umozliwia wizualizacje¢ analizowanego biatka. Najwigksza
zaleta stosowania tej metody jest to, ze w przeciwienistwie
do GFP obie dimeryzujace domeny sa dos¢ krétkie (diu-
20$¢ Jun“ i Fos wynosi odpowiednio 41 i 77, a GFP 240
aminokwasow) i dlatego w znacznie mniejszym stopniu za-
burzaja funkcjonalnos$¢ analizowanego biatka.

Oddzialywanie domen zamka leucynowego bialek Jun
i Fos postuzyto do okreslenia lokalizacji biatka SpolllE
w sporulujacych komérkach B. subtilis [43]. SpolllE petni
funkcje translokazy wykorzystujacej energie pochodzaca
z ATP do przeniesienia nowo zreplikowanego chromoso-
mu z komoérki macierzystej do prespory. W prowadzonych
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Ryc. 5. Umiejscowienie biatka SpolllE w sporulujacych
komérkach B. subtilis [43, za zgoda]. Zdjecia
mikroskopowe oraz schematy (umieszczone

z prawej strony) przedstawiajg fluorescencje

S pochodzaca od biatka Fos'-GFP obecnego
48% w szczepach wytwarzajacych odpowiednio: (A)
\_(191) niezmutowane biatko SpolllE oraz (B) biatko
D% SpolllE pozbawione domeny . Grotami strzatek
oznaczono skupiska GFP, procenty okreslaja
liczbe komdrek, w ktdrych skupiska SpolllE-

0% Jun' obserwowane byty po stronie komorki
182) ) macierzystej lub prespory, n — liczba wszystkich

komérek

badaniach prébowano ustali¢ wptyw obecnosci subdome-
ny Y (wchodzacej w sktad domeny translokacyjnej biatka
SpollIE) na miejsce wigzania si¢ translokazy do przegro-
dy, a tym samym na kierunek przenoszenia nowo zrepli-
kowanego chromosomu. Analizowano komorki szczepu
B. subtilis, w ktorych biatko SpolllE poddano ekspresji
w fuzji z Jun*4, natomiast wytwarzanie znacznika fluore-
scencyjnego, GFP-Fos'* odbywato si¢ w presporze lub
w komodrce macierzystej w zaleznosci od badanego szcze-
pu. W przypadku niezmutowanego biatka SpollIE fluore-
scencyjne skupiska obserwowano wytacznie w szczepie,
w ktérym GFP-Fos'? wytwarzane bylo w komérce ma-
cierzystej, a zatem SpolllE umiejscowione byto po jed-
nej stronie przegrody (ryc. 5A). Natomiast biatko SpollIE
pozbawione subdomeny Y umiejscowione byto po obydwu
stronach przegrody (ryc. 5B).

Obecnie coraz czgsciej stosowane sg syntetyczne barwni-
ki stanowiace alternatywe dla biatek fluorescencyjnych,
np. FlasH i ReAsH. Barwniki te silnie wigza sekwencje
zawierajace cztery reszty cysteinowe (Cys-Cys-X-X-Cys-
Cys), a zatem badane biatko musi mie¢ jedynie krétki ogon
heksapeptydowy. Najwigksza zaleta stosowania tego typu
znacznikéw jest niewielka zmiana w strukturze trzeciorzg-
dowej analizowanego biatka, a takze mozliwos¢ usunigcia
barwnika. Barwniki te znalazty zastosowanie w lokaliza-
cji biatka FliC w komérkach E. coli [13]. FliC jest mono-
merem flagelliny, kurczliwego biatka, ktére polimeryzujac
tworzy widkna — podstawe konstrukeji rze¢ski bakteryjne;j.

Stosunkowo niedawno wprowadzono znaczniki o $cisle
kontrolowanej i odwracalnej fluorescencji [39]; jednym
z pierwszych takich biatek byto PA-GFP (photoactivable
— GFP). Znacznik ten stanowi pewnego rodzaju przelacz-
nik molekularny, ktéry z tatwoscia przechodzi ze stanu
,uspionego” w stan fluorescencyjnie wzbudzony wsku-
tek intensywnego naswietlania. Co wigcej biatko to moze

przechodzi¢ nawet kilkaset takich cykli. Dotychczas biat-
ko PA-GFP wykorzystano w badaniach nad organizmami
eukariotycznymi.

BADANIE DYNAMICZNE) LOKALIZAC)I BIALEK BAKTERYJNYCH

Jedna z technik pozwalajacych na badanie dynamiki/ruchu
biatek w komdrkach jest FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching). Metoda ta polega na wygaszeniu fluore-
scencji we fragmencie struktury subkomoérkowej zawiera-
jacego znakowane fluorescencyjnie biatko. Do wygasze-
nia uzywa sig lasera o wysokiej intensywnosci, a nastgpnie,
w okreslonym czasie, monitoruje si¢ dyfuzje nowych cza-
stek fluorescencyjnych w miejscu, w ktérym wygaszono flu-
orescencj¢. Pozwala to na analize¢ wlasnosci kinetycznych
i motorycznych bialek, wspotczynnika dyfuzji czy szybko-
Sci transportu w zywej komorce. Przywrdcenie fluorescen-
cji w wygaszonym miejscu w krétkim czasie oznacza, ze
w badanej strukturze zachodza aktywne procesy wymia-
ny. Zastosowanie metody FRAP pozwolito §ledzi¢ zmiany
w umiejscowieniu biatek w zywych komoérkach i znacz-
nie przyspieszyto badania nad dynamika bakteryjnych bia-
ek cytoszkieletowych, np. biatka FtsZ, ktére podobnie jak
tubulina ma aktywnos$¢ GTP-azowa i wykazuje zdolnos¢
do tworzenia protofilamentéw in vitro [2]. Badania meto-
da FRAP nad znakowanym fluorescencyjnie FtsZ w ko-
morkach E. coli i B. subtilis wykazaly, ze struktura ,,pier-
Scienia Z” tworzonego przez biatko FtsZ jest niezwykle
dynamiczna — polowiczny czas przywracania fluorescen-
cji wynosi 8-9 s u tych bakterii. To oznacza, ze nastgpu-
je intensywna wymiana ,,wygaszonych” czasteczek FtsZ-
GFP na nowe, pochodzace prawdopodobnie z cytoplazmy
(ryc. 6) [56].

Badania z wykorzystaniem techniki FRAP pozwolity tak-
ze na analiz¢ dynamicznego zachowania czasteczek MreB
w komorkach B. subtilis (ryc. 7); przywrécenie fluorescencji

118



Donczew M. i wsp. - Odstona tajemnic komérki bakteryjnej - zastosowanie...

przed wygaszeniem

Ryc. 6. Przyktad techniki FRAP wykorzystanej do
obserwacji pierscieni FtsZ w komodrkach £. coli
[56, za zgoda]. Strzatka oznaczono fragment
pierscienia Z, w ktérym fluorescencja zostata
wygaszona. Dla kazdego zdjecia podano czas,
jaki minat po wygaszeniu fluorescencji; skala:
2um

Ryc. 7. Analiza ruchu biatka GFP-MreB w komdrkach
B. subtilis wykorzystujaca technike FRAP
[16, za zgoda]. Obrazy mikroskopowe
obserwowane: Pre — przed wygaszeniu
laserem; 0 — w chwili wygaszenia; 1, 2, 3,
4, 5 — kolejno po wygaszeniu w odstepach
1-minutowych. Przerywanym kotkiem

po wygaszeniu znakowanych GFP filamentéw MreB naste-
puje juz po 2 min, co oznacza, ze biatko to tworzy struktu-
ry charakteryzujace sig¢ stosunkowo duza dynamika [16].

ZNACZNIKI FLUORESCENCYJNE W BADANIU ODDZIALYWAN BIALEK

Obecnie do najwazniejszych metod wykorzystujacych
znaczniki fluorescencyjne w celu obserwacji oddziaty-
wan bialkowych w komdrce w czasie rzeczywistym na-
leza BiFC i FRET.

Pierwsza z nich, BiFC (bimolecular fluorescence comple-
mentation) jest technika oparta na rekonstrukcji znacznika
fluorescencyjnego wewnatrz komérki. Kazde z badanych
(potencjalnie oddziatujacych ze soba) biatek (lub pepty-
déw) podlega ekspresji w fuzji z potowa funkcjonalnego

oznaczono region, w ktérym wygaszono
fluorescencje; strzatkami miejsce w komdrce
po wygaszeniu fluorescencji; trojkatami
dynamiczng lokalizacje filamentéw MreB-
GFP; kreskami oznaczono korice komorek lub
septy pomiedzy komérkami; skala: 2 pm

biatka fluorescencyjnego. Rekonstrukcja znacznika (naj-
czesciej jest nim YFP lub GFP) nie zachodzi spontanicz-
nie w komorce, lecz jest nastgpstwem oddziatywania mig-
dzy biatkami (lub peptydami), ktére sa potaczone z danym
fragmentem chromoforu. Co wigcej, pomiar intensywnosci
fluorescencji technikami mikroskopii fluorescencyjnej po-
zwala na oszacowanie sity oddziatywan migdzy biatkami.

Technika BiFC stanowita podstawe badan, ktérych celem
byto okreslenie oddziatywan migdzy biatkami MreB i Mbl
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w zywych komérkach B. subtilis [16]. Obserwacje prowa-
dzono na komérkach szczepéw kodujacych kombinacje
dwéch biatek fuzyjnych: YN-MreB i YC-MbI. W przypad-
ku szczepéw wytwarzajacych pojedyncze biatka YN-MreB
(ryc. 8A), YC-MblI (ryc. 8B) oraz YC-Mbl i sam fragment
YN (ryc. 8C) widoczne bylo jedynie tto fluorescencyjne.
W obrazie mikroskopowym komoérek wytwarzajacych jed-
noczesnie biatka YN-MreB oraz YC-MbI (ryc. 8D) moz-
na byto dostrzec wyrazne sygnaty fluorescencyjne w wielu
miejscach wzdtuz Sciany komérkowej. Badania te potwier-
dzity istnienie oddzialywari migdzy analizowanymi biatkami.

FRET (Forster/fluorescence resonance energy transfer) po-
dobnie jak BiFC jest technika wykorzystujaca znakowane
fluorescencyjnie biatka. Opiera si¢ na zastosowaniu zja-
wiska przenoszenia energii migdzy dwoma chromofora-
mi bedacymi w odlegtosci nie wigkszej niz 10 nm. Jeden
z chromoforéw, bedacy w stanie wzbudzonym (chromofor
donorowy), przekazuje energi¢ rezonansu drugiemu chro-
moforowi (chromofor akceptorowy). Wzbudzenie chro-
moforu bedacego donorem nastgpuje po naswietleniu go
fala o dtugosci odpowiadajacej maksimum jego absorp-
cji. Potwierdzeniem istnienia oddzialywan migdzybiat-
kowych jest emisja fali o dlugosci odpowiadajacej maksi-
mum emisji chromoforu stanowiacego akceptor. Technika
FRET zostata wykorzystana do analizy procesu chemotaksji
w komoérkach E. coli [58]. Szczegbdlng uwage skupiono na
dwdch biatkach o aktywnosci fosfatazy cytoplazmatycznej,
CheY i1 CheZ oraz kinazie CheA, ktéra wchodzi w sktad
kompleksu receptorowego znajdujacego si¢ wewnatrz blo-
ny komérkowej na jednym z biegunéw komoérek E. coli.
Skonstruowano szczep, w ktérym jednoczesnie poddano
ekspresji biatka CheZ i CheY w fuzji z odpowiednio CFP
i YFP. Na podstawie otrzymanych wynikéw dowiedziono
oddziatywania biatek CheY i CheZ oraz mozliwe stato si¢
takze okreslenie przestrzennego rozmieszczenia komplek-
séw oddziatujacych biatek wewnatrz komorki.

ZNACZNIKI FLUORESCENCYJNE W BADANIU DYNAMIKI CHROMOSOMU

Zastosowanie biatek w fuzji z GFP pozwolito takze na
badanie dynamiki chromosoméw w trakcie cyklu komor-
kowego. Czasoprzestrzenna organizacja replikowanego
chromosomu opisywana jest giéwnie poprzez lokalizacje
i analize dynamiki swoistych chromosomalnych loci oraz
analize globalnej topologii nowo syntetyzowanego DNA.
Lokalizacja poszczegdlnych regionéw chromosomaéw jest
mozliwa dzigki zastosowaniu systemu FROS (fluorescent
repressor-operator system), ktéry polega na wprowadze-
niu w rézne regiony chromosomu (np. w okolice regionu
oriC — inicjujacego replikacje¢) kasety swoiscie wigzanej
przez biatko potaczone z fluorescencyjnym znacznikiem.

Ryc. 8. Analiza oddziatywan miedzybiatkowych
wykorzystujaca technike BiFC [16, za zgoda].
Szczepy B. subtilis wytwarzajace biatka: A —
YN-MreB, B — YC-Mbl, € — YC-Mbl i YN, D —
YN-MreB oraz YC-Mbl; skala: 2 pm

Jako kasety wykorzystuje si¢ powtdérzone (kilkasetkrotnie)
sekwencje operatorowe ferR i/lub lacO. Ekspresja w ko-
morce biatek represorowych TerR i/lub Lacl w fuzji z biat-
kami fluorescencyjnymi (np. TetR-YFP oraz Lacl-CFP),
pozwala na wizualizacje kompleksu nukleoproteinowe-
go utworzonego w miejscu wprowadzenia kasety. FROS,
w przeciwienstwie do wczesniej stosowanej techniki FISH
(fluorescence in situ hybridization, lokalizacja okreslo-
nych miejsc na chromosomie za pomoca hybrydyzacji ze
znakowanymi sondami), umozliwia badania przyzyciowe.
System ten wykorzystano m.in. do lokalizacji kilkudzie-
sigciu réznych loci chromosomalnych podczas cyklu ko-
morkowego C. crescentus wprowadzajac za pomoca trans-
pozondéw kasety w rézne miejsca chromosomu. Badania
te wykazaty istnienie mechanizmu, ktéry warunkuje upo-
rzadkowany transport kolejnych nowo zreplikowanych frag-
mentéw chromosomu z miejsca replikacji w strong przeciw-
legtego bieguna komérki [59]. W przypadku V. cholerae,
Gram-ujemnych pateczek, ktére maja dwa koliste chromo-
somy (I iII) system FROS umozliwit jednoczesnie Sledze-
nie lokalizacji regionéw oriC obu chromosoméw (oriCI
i oriCII) w trakcie procesu replikacji. Analiza mikrosko-
powa pozwolita stwierdzié, ze powielone regiony oriCI sa
umiejscowione najczegsciej w poblizu biegunéw komorki,
podczas gdy nowo zreplikowane regiony oriCII sa umiej-
scowione w pozycji ¥4 i % komorki (ryc. 9). Proces prze-
mieszczania si¢ regionéw oriC jest skoordynowany z cy-
klem komérkowym V. cholerae. Zaproponowano ciekawy
mechanizm rozdziatu nowo zreplikowanych regionéw oriC
— oriCl ulega niesymetrycznej segregacji z pozycji polar-
nej, z jednym oriCI pozostajacym na biegunie i drugim,
ktory ulega przemieszczeniu na przeciwlegly biegun ko-
morki, natomiast oriCII podlega symetrycznej segregacji
z centrum komérki do pozycji Y4 1 34 [20].

ZASTOSOWANIE BIALEK FLUORESCENCYJNYCH W BADANIACH
EKSPRESJI GENOW

Badania przeprowadzone przez Chalfiego i wsp. po raz
pierwszy ukazaty uzytecznos¢ GFP w analizie aktywnosci
promotoréw [11]. Zaleta stosowania gfp jako genu repor-
terowego jest tatwos¢ detekcji tego biatka i fluorescencja
niezalezna od kofaktoréw. Zastosowanie biatek fluorescen-
cyjnych moze tez pozwoli¢ na jednoczesne badanie kilku
promotoréw przez zastosowanie wariantow biatka emituja-
cego w réznych dtugosciach fali. Problemem podczas ozna-
czen ilosciowych zwtaszcza w badaniach prowadzonych in
situ, gdzie nie jest mozliwa Scista kontrola warunkow eks-
perymentu jest dtugi czas faldowania GFP i tworzenia si¢
chromoforu. Moze to uniemozliwi¢ pomiary aktywnosci
promotora w czasie, poniewaz utrudnione jest okreslenie
czasu rozpoczecia transkrypcji.
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QY

Ryc. 9. Wizualizacja regiondw oriC/ (A) i oriCll (B)
w komérkach Vibrio cholerae systemem FROS
(fluorescent repressor-operator system)
[20]. A — fluorescencja pochodzaca od
Lacl-CFP, swoiscie wigzanego do sekwengji
operatorowych lacO znajdujacych sie przy
oricl,, B — fluorescencja pochodzaca od
TetR-CFP, swoiscie wigzanego do sekwengji
operatorowych tet0 znajdujacych sie przy
oriC//V(, Strzatkami oznaczono komdrki,

w ktdrych dwa nowo zreplikowane regiony
oriC znajduja sie blisko siebie; skala: 2 pm

$ciana komérkowa/GFP Sciana komérkowa/DNA

Zastosowanie GFP w badaniach ekspresji genéw bakteryj-
nych pozwolito na weryfikacje tez o czasowo-przestrzen-
nej regulacji ekspresji genéw bakteryjnych. Pierwsze do-
niesienie o wykorzystaniu GFP, jako genu reporterowego
w bakteriach pojawito si¢ w 1995 r. Zesp6t Losicka [61]
badajac sporulacje B. subtilis wykazat swoista dla komorki
macierzystej lub dla prespory aktywnos¢ promotoréw za-
leznych odpowiednio od podjednostek sigma polimerazy
RNA sigE lub sigF. Zréznicowanie przestrzenne aktyw-
nosci tych dwoéch czynnikéw sigma pozwala na réznico-
wanie si¢ dwoch kompartmentéw komoérki (komorki ma-
cierzystej i prespory). Pod kontrolg SigE znajduje si¢ m.in.
gen cotE, ktérego produkt odpowiedzialny jest za optasz-
czenie endospory. Wprowadzenie genu gfp pod kontrola
promotora genu cotE wykazato, ze ekspresja cotE wyste-
puje w komoérce macierzystej — fluorescencja pochodza-
ca od biatka GFP obserwowana byta jedynie w tym kom-
partmencie. Gen gfp wklonowany do plazmidu pBET131
pod kontrolg promotora regulowanego przez sigF (aktyw-
ny jedynie w presporze), wykorzystano w badaniach se-
gregacji plazmidow niskiej kopii w komérkach B. subtilis
[6]. Obserwowana fluorescencja wskazywata na obecnos¢
plazmidu pBET 131w presporze (ryc. 10). W ostatnich 15
latach GFP i inne biatka fluorescencyjne byly wykorzysty-
wane jako geny reporterowe dla wielu réznych mikroor-
ganizmoOw np. Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi,
Streptomyces coelicolor, Anabaena do badania regula-
¢ji rozmaitych procesow, takich jak na przyktad réznico-
wanie, wirulencja, transport czy biosynteza metabolitow
wtérnych [1,10,27,57].

PismiennicTWO

DNA Ryc. 10. Wykorzystanie gfp jako genu reporterowego

w komérkach B. subtilis w celu zbadania
segregacji plazmidu pBET131 do prespory
[6, za zgoda]. Strzatkami oznaczono prespore;
skala: Tpm

PobpsumowaNIE

Badania biologii komérki rozwingty si¢ dzigki uhonorowanym
w 2008 r. Nagroda Nobla badaniom Osama Shimomura (od-
krywca GFP), Martina Chalfie (zastosowat GFP, jako fluore-
scencyjny znacznik) oraz Rogera Tsiena (zmodyfikowat GFP
otrzymujac ulepszone warianty). Wprowadzenie w ostatnich
kilku latach nowych, réznorodnych znacznikéw fluorescen-
cyjnych oraz nowoczesnych technik obrazowania pozwala
obserwowaé w czasie rzeczywistym umiejscowienie, prze-
mieszczanie i dzialanie jednoczesnie kilku biatek i/lub okre-
Slonych struktur komérkowych oraz regionéw chromosoméw
wewnatrz zywej komorki. Nowe techniki wizualizacji umozli-
wiaja réwniez §ledzenie zmian lokalizacji okreslonych struk-
tur komérkowych pod wptywem réznorodnych czynnikéw.

Wyniki badan, w ktérych zastosowano techniki fluorescen-
cyjne catkowicie zrewolucjonizowaty nasze poglady na te-
mat komorki bakteryjnej. Do niedawna pokutowat poglad,
ze w przeciwienistwie do komérek eukariotycznych, w ko-
morce bakteryjnej nie mozna wyrézni¢ okreslonych struktur
subkomdrkowych (odpowiednikéw eukariotycznych organel-
li) — wyobrazano sobie, ze wnetrze komorki bakteryjnej to
amorficzny twor ztozony z réznorodnych makroczasteczek.
Z takim obrazem komorki bakteryjnej mozna jeszcze spotkac
si¢ w wielu podrecznikach. Obecnie wiemy, ze bakterie maja
cytoszkielet, ktory uczestniczy w aktywnej segregacji potom-
nych chromosoméw i cytokinezie oraz utrzymywaniu okre-
Slonego ksztaltu komorki bakteryjnej. Nalezy podkresli¢, ze
oprécz oméwionych tu zastosowar, techniki obrazowania sa
wykorzystywane w mikrobiologii lekarskiej i Srodowiskowe;.
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