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1. Streszczenie

Streptomycesto Gramdodat ni e, bakterie gl ebowe, c ha
morfologicznie cyklem Uyciowym obejmujNcyrt
wielogenomowych stylzihpekt worspemiud ajc¢ dino genon
ChromosomStreptomyceg e s t l iniowy a jego organizacj a
kom-rkowego. ObecnoSi duUej | i ¢ zSrgptonkyaep i i c
wymaga precyzyjnego i wydajnego procesu ich kondejnsraz segregacji podczas sporulaciji.

W segregacj i chromosom-w uczestniczy biagko
w globalnej organi zacij. c IparSomoaszo nmwi. N URea riB  hwyi d
czNsteczki -B-Njfosfqran)yt Pdy ki oddziagywaniu z C
oddziagywaniom z DNA, ParB jest w stanie ak
powstania duUych kompleks -w nukleoproteinowy
wykazano, Ue Par B MCek rRetkujuet akcoj nad eSAVECy rpyr oSnu j e
z DNA, zapewni ajoNc amirzacsjtir zeerhmr M mo s o mu i

chromosomowych dalekiego zasingu, obser wowa
Zal eUnN od SMC kohezj i r anStrepoomycdsdoteyporg memu O p |
zbadano jednak, czy rekrutacja SMC wywiera w
czy zaleUna od SMC konde s Stejtanyceshprjoynmoas onnau  pm oz
i ch ki egkowani a [ pooC gheom@enmouw a p 0 d ¢ zraesgi bk ha gk
Celem Pracy doktorskiej byga odpowied¥ na po

W ramach pracy doktorskiej potwierdzono zne
central nej cznSci chromosomuuj pwtc pa® WE a e |
nepi sywany wpgyw SMC Wranalizaclkinnvivd peokksayz athsoy 8 ilhec i e
biagka SMC przySpiesza demontaU kompleks-w F
pot wierdzono, Ue SMC pprBormeuz er owz pNrzzaensi ter zPeanriBa ndi
wi Nz awhanalizachin vittop ot wi er dS2MCn ch,amiilg e akt ywna&ka CT|
ParB w obecnpafcUz yse&kkamen cwyini k @ BMEsvstahiizagiN  n a
k ompl e k suSwerrrzauela®

Zbadano r-wnieU wpdgyw SMC ndac z a s g aknii ezgakcoj Wiz
zarodidlowwdni ono, Ue eliminacja SMC zmieni a
regionu inicjacji replikaciwz gl ndem nukl eoidu w strznpkach

zaobser wowano, Ue br ak bi agka cShMCome pomawn



uS.venezuelae Badania wskazujN na roldgriCBMECoOom: poeay

oraz dl a porrazweibd geogwergeop!|l i kacji chromosom- w.



Abstract

Streptomyceare Grarmositive soil bacteria characterizeddogomplex morphological
life cycle, which includes vegetative growth of multigenomic hyphae and sporulation, leading
to the formation of monogenomic spor&reptomyceschromosome is linear, and its
organization is dependent on the cell cycle stage. Thlesepce of a large number of
chromosomal copies iBtreptomycesells requires a precise and efficient process of their
condensation and segregation during sporulation. The ParB protein is important for global
chromosome organization and segregation. RanBs toparS sequences and also binds and
hydrolyzes CTP (cytidin® -Mjphosphate) molecules. Due to its interaction with CTP and
nonspecific interactions with DNA, ParB accumulates along the DNA, leading to the formation
of large nucleoprotein complexelhiterestingly, in several bacterial species, ParB has been
shown to recruit SMC condensin. SMC recruitment promotes its interaction with DNA,
providing spatial chromosome organization and increasingrange chromosomal contacts,
observed as chromosoraem cohesion. SM@ependent chromosome arm cohesion has also
been described istreptomycesHowever, it has not yet been investigated whether SMC
recruitment affects ParB complexes, nor has it been studied whetherdSpé@dent
chromosome condensation$treptomycespores affects their germination or the positioning
of the oriC region of the chromosome during germination. The aim of this PhD thesis was to
address these questions.

As part of this PhD thesis, the importance of the ParB protein for tdangiof SMC
to the central part of the chromosome during sporogenesis was confirmed. Moreover,
a previously undescribed effect of SMC on ParB complexes was revealeo analyses
showed that the removal of SMC protein accelerates the disassemblisBofdtaplexes and
increases ParB dynamics. Furthermore, it was confirmed that SMC promotes the binding of
ParB toparSand its spreading from the binding site.vitro analyses confirmed that SMC
inhibits the CTPase activity of the ParB protein in the gmes of theparS sequence. The
obtained results indicate the role of SMC in stabilizing the ParB complefevenezuelae

The effect of SMC on the organization of the chromosome during spore germination
was also examined. It was shown that the elinomabf SMC alters the organization of the
chromosome and the location of tr&C region in relation to the nucleoid in vegetative hyphae.
Moreover, the lack of the SMC protein was observed to slow down chromosome replication in
S. venezueladlhese stud®indicate the role of SMC in the positioning of t&C region in

the cell and in the proper progression of chromosome replication.
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2.1. Organizacja chromosomu bakteryjne

Chromosom bakteryjny jest zorganizowany w postaci nuklegoinuniciowego DNA
pogNczonego z biagkami i RNA, zawieszonego b
chromosom st n o wi pojedyncza, kowal encyjnie zamkni

(Badrinarayananwsp.,2015b)Kk o god zi ej .ChwemosodObh a8kt eryjny

dynamicznN, wysoce uporzNdkowanN, zorganizow
supersk nc one domeny (Postow i wsp., 2004) . Un
w kom-rce bakteryjnej. Stopie® upakowania D
dgugoSci upakowanego chr oclol® mzp| mtbeewalbaf a
kom- r kdvwdegoratt, 2003) . JednoczeSni e, mi mo
DNA musi pozostadost Aipny dla biagek zaangaUowanych
obrnbie tj. repli kacj a, naprawa DNA, transk
2003; Badrinaragnan i wsp., 2015b).

W utrzymanie przestrzennej organizacji <c¢h

bi agka NéRoidAssoctedProteins or az b i aSrkcturaldMdittenénaen g .

of Chromosomgs nazywane kondensynamie a npakBa Joey

mol ekul ar ne) oraz sam ksztagt kom-r ki (Badr
Sherratt, 2003) . Superskrncenie DNA jest p o
upakowani a chr omosomu ( Wang, 1974¢egul dopoi :

odpowi edni ego pozi omu superskrnceni a DNA,
superskrnt-w (Bush i wsp., 2015; Szafran i w
organi zacjn chromosomu bakteryjnego jest WA
promuj N tworzenie pfAtli DNA (Kogodziej i wsp.
2.1).

Superskrncone pntle chromosomu stabilizo\y
NAP. PosiadajN one silnie zasadowykDagpdiaar akt e
czisto wi NUON nieswoi Scie DNA z preferencj N d
powoduj N zagincia, nawi janie DNA na kompl eks
fragment -w DNA (Badrinarayanan ni aws phi, a gzkoal 51

wpgywaj N znaczNco na upakowanie nukleoidu w

17



replikacji i regulujNc transkrypcjn okreSlon
2019; Badrinarayanan i wsp., 2015b) (Rysunek 2.1.).

Dzkn wsp-gdziaganiu biagek NAP, kondensyn
powstaj N pfAtle, twor zNcGhromosonal interaation Damanse ny C |

W badaniach konformacji chromosomu typu B®i-C (ang. Chromosome conformation

capturd domeny te wykazujN zwinkszonN cziastoSi «k
(Badrinarayanan, i wsp. , 2015b; Kogodzi ej i
2004).

SMC complex % &%

il
P :

SMC-ScpA-ScpB TR
pA-Scp j‘;?('

N ssggrnonn vorggme B

Rysunek 2. 1. Wpgyw biadgek z grupy NAP oraz biadg
Bagka z grupy NAP powoduj N |l okalne zmiany konfor
promuje powstawanie pnAtli [ oddziagywania dal ek
2015b).

Dodatkowo w przestrzennej organizaciji chromosomu opisanasuiuk y wy Us ze go |
zwane makrodomenami. Makrodomeny to fizyczn
zorgani zowane dulUe fragmenty chromosomu (rz
Najlepiej opisano makrodomeny w chromosoriie coli. Jest on zbudowany ezterech
makr odomen: obej muj Nc e joriCr (ang.ioogm ofi chroncogomal j i r e
replication), region terminacji replikacjiter (ang. replication termination region oraz
makrodomen obejmujNcych prawe i | e waniejr a mi e

18



ustrukturyzowany mi regi on aond (VaBrid A wspt 2004z aj Nc y
Badrinarayanan i wsp. , 2W 1WwdHz y sktokgiocdhz i @a t u n kv
umiejscowienie regionoriCw kom- r kach | est precyzyijsnine ko
pomindzy gatunkami (Trojanowski iCaulelmgier |, 201
crescentugregionoriCznaj duje sin w pobli UOu bieguna ko
ukgadaj N si f ori-tedy, maiomiasyu irnycli (nfksgharithia col, regionoriC
znajduje sin w centralnej cznSci kom-r ki, a
( u k lgfaod-right) (Kahngi wsp., 2003 Kaguni2011;Wang i wsp., 2014; Badrinarayanan

i wsp., 2015b; Trojanowski i wsp., 2018).

U winkszoSxipl h&klace¢ai ii segregacja DNA zac
Nat omi ast u niekt-rych bakt eStreptomgcesnaresyd®o ny m ¢
sN czasowo i pr zest-Lametmenwsp., 2016; Badunaraybramiesp.( Re y €
2015b; Gerdes ws p . , 2010) . Replikacj a chromosom:- w

w jednym, miejscu na chromosomieegionieoriC (Kaguni2011; ZakrzewskaC z e r wi Es k a

i wsp., 2007; Messer, 2002) . U winkszoSci z
zreplikowarych reg i o noriGwdpowiada system ParABS. Jest on wysoce konserwatywny

i skgada sin z ATPazy (biagko ParA), biagka
sekwencji nukleotydowych obecnych w chromosomie, nazywanych sekwerpgagiang.

partitioning sites) zl okali zowany onC (Balagpeo bwsp.,2021; rJaaly i o n u
i wsp., 2020; Kawalek i wsp., 2020; Gerdes i wsp., 2010). System ParABS jest uniwersalny

i szeroko rozpowszechni ormyoteobekteri (dpHaemdphilesr i i , .
influenza@ orazE.coli kt - r e s N p pazAbpEanB(Merzgewska invspw 2012,
ReyesL a mot he i wsp., 2012) . KonserwatywnN cech
|l okal i zaparpBt wpare-Nwych jeden oopi@(Livmyiwse., 20arb | i Ou
Kim i wsp., 2000).Bi agko Par B wi NUeparSi fit wdp z Nsce k we mp
nNnukl eoprotei nowy zwany segr osomem. Bi agko
przemieszczaj Ncego sifi kompleksu ParB (segr
jego transprtu (Lim i in., 2014; Vecchiarelli i in., 2014; Mierzejewska i wsp., 2012; Ringgaard

i wsp., 2009) . Funkcjfin pomocniczN w segrega
odgrywaj N r-wnieU kondensyny (biagdgko SMC) re
Balaguer i wsp., 2021; Szafran i wsp., 2021; Sullivan i wsp., 2009). W przypadku bakterii,

u kt-rych nie wyst fnpujBterbbakedkpaE. colipkpndengyayc y j n e
(MUKBEF) pegni N waUnN rolfin w segrmapaiwgpi chro
2017b; KogodziBjagkawsip.zaa2n0glad)owanymi w ost
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chr omosomu, s N t akUEtsK ti topoizenieraa atypa 1| ToOpalV)
odpowi adaj Nce za terctwothasoneul(Livmyii \wsp.r260F;i\\amgvspy,
2014; Gogou i wsp., 2021).

Bakterie SciSle koordynujN replikacjn i s
(B°hm i ws p. , 2020) . Podziag kom-rkowy inicj
bAndNce strukturalnym htountodloigny.m Rtukart wbyey
bakteryjnych strukturi zwanN pierScieniem Z,
podziagowych W miejscu powstawani a przegr o

powstania pojedynczyc herokiowsp., 2024 Silbeaikv$pe2030). ny c h
2. 2. Struktura i mechani zm dziagani a F

Biagko ParB uczestniczy w sjeagk egaeine@hr
istotnN rolfn w globalnej organizacji chromos
dosekwencjparS r ozmi eszczonych najriC @Mierdejeivskgiwsy., pob | i
2012). Dodat kowo, bi agk o-5mtafasfBranw(CRP)ievykaznj®lst e c z
akt ywnoSi hydrolazy CTP (CTPazy) {VMeridne a n , 2
i wsp., 2019 i 2021; Soh i w MpxanthuspPB. subtiBsz e r e g L
C.crescentys wy kryto, Ue biagko Ppar§B dpzd fizkwi Nozdadnzii ua
z CTP i niespecyficznym o daftuzmual gogweainwp chgu O DRNN
doprowadzaj Nc do powstania duUyugcabywankohmp | e k
segrosomamiSegrosomywy kor zystuj e sin a@iGwzkamowaei pode
cyklu kom-rkowego (Bartosi k i whbpagk2emoPar
stymuluj Nc jego aktywnoSi ATPazZvalevitho {wbm,| al i
2021; Antar i wsp., 2021; Kawalek i wsp., 2020; Lim i in., 2014).

Kompleksy ParB organizijiprzestrzennie regioariC, cou mo Ul i wegr e ghceej 1. Je
w czasie trwania replikacji nowo powielone regionyiC, a nastnpnie dal
chromosomu, sN aktywnie przemieszczane do ok

ni ekt - rych Ebchekidchie caliii B. fubtil. regiony oriC s N pr zzamai e s z
symetrycznie w kierunku pargeczd swingijchentwume glhiini U
kom-r ki, gdzie powstaje przegroda dziel Nca k
(Wang i wsp., 2013, 2014; Reykamothe i wsp., 2012; Webb i wsp., 199Ratomiast

u innych gat ug@.kreseenthsa ksteeggrrieiga(cnp. nowo repl i kow

jestasymetryczn®r zed r oz p o c onClioekna | riezpuljiek ascijni specyfi
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z biegun-w kom-rki. Nat omi@znowo preplikowanyajCac j i r
jest przenoszone w st r orfamotheiwsp.c201®;Jensen,20§1). bi e

Dla kil ku gatunk-w bakteri:i udowodni one,
2022; Sullivan i wsp., 2009; Gruber i Errington02). Rekrutacja SMC promuje jego

oddzi agywanie z DNA,orgpeiwnaaj dcchpramesomana

koheza ramion chromosomu (Bock i wsp., 2022;° h m i wsp., 2020; Tr a
U niekt-rych bakterii,anibzpagjk®aPaAr B 6&8MC: - zaaaocg
jestw oddzi aegzy wahnagkami wi er zc ho gkQ wlytamicump p . D

S. pneumonigdub PopZ (npC. crescentys Nie opisano do tej pory domen odpowiedzialnych

za te oddziagywania. j@d dozdipaogwiweadnniieN wdridd kdid ti e ra
w kom-rce na biegunach kom-rki (Donovan i w
i wsp., 2019; Maurya i wsp., 2016).

o

U wielu bakteriius u ni i c i marABveynw ong u j B subtilisfMp smegmatis

C. glutamiam |, szeroki e spektrum zab waz e dEz i saejg rwe g
kom-r kowych. Dochodzi do wytworzenia wydguU
nukl eoidu (Lee i Grossman, 2006; Ginda i wsp
2020). Natomiastin i e k t bakteyighir C. crescentysd e | e c | parAd et letaina
i dochodzi do zahamowania podziag-w kom-rkow
2.2.1. Budowa domenowa biagka ParB

Biagko ParB zbudO®ameni hektvag- - 8,0 Obaketie Uni e
a jego masa c z4dstkeraz.k oRvaar B os K3§Ba dkao (Bciofwezj t(rNzTeD
ang.N-terminaldomaiy) , central nej domen yDNwbirndidghlonmih DNA (
idomeny Gk o (Ec 0 w e, ang.C-termidal domaih (Rysunek2.2.A)Domena NTD bi a(
Par B j est zaangaUowana w oddziagywani e z

konserwatywnego motywu LG(K/R)G (Bartosik i wsp., 2009; Scholefield i wsp., 2011).

Ponadto, w domenie NTD obecny jest motyw GXRRxXR (tamginine patch , kt  -ay zawi
konserwatywnN reszthi glicyny sNsiaduj NcN z
zaangaUowany jest w wiNzanie i hydroli-zin CTP
Valeriano i wsp., 2019; Soh i wsp., 2019; Kusiak i wsp., 2011). Co ciekaB/esulntilis oraz

S. pneumoniaz aobser wowano, Ue domena NTD jest r.

kondensyny SMC (Bock i wsp, 202.egi on biagka ParB zaangaUo\

z sekwaSzenjaN duje sin wewnNtrz domenyskK¥BbDt i o
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helisa (motyw HTH, z angHelix-Turn-Helix) (Tisma i wsp., 2024; Bartosik i wsp., 2009;

Jaki mowicz i wsp. , 2005; Leonard i wsp., 2
konserwatywna reszta glicyny, po kt -kwasj zZwy k
(l'izyna lub arginina), zaleUnie od gatunku m

aminokwasowe|j wewnNtrz motywu HTH prowadzi
z DNA. Domena CTD odpowiada =za dimeryrzacjn
i wsp., 2021; Fisher i wsp., 2017; Bartosik i wsp., 2009; Jakimowicz i wsp., 2005).

(A) N-domena DBD-domena C-domena

LGXGL GERRXRA

~~IDED @

Motyw oddziatujacy Domenawigzgca Domenawigzgca
z ParA cTP pars

(B)

GERRxRA

J ParA
NTD

HTH

CTD

Rysunek 2. 2. StrukAur &c heée madtk a d &Praeg Bo we | budowy |
N-koEowa (NTD), central na domkao&Ea@WN UNDzaviedBNA ( DB
motyw GERRXRA. DBD zawiera motyw typu helisak rhélista (HTH). CTD odpowiada za
di meryzacjn DtiragktauPar®BrzEd8)r zenna di meru ParB p
zaznaczono r-Unymi (capadstavie Tismaisp.,R202d)bi eski ego

2.2.2. Modele tworzenia kompleksu segregacyjnego

Aktualny model t worzenia segrosomu u bakt
sekwencji par§ j ego rozprzestrzenianie sin wzdguU
sekwencjiparSna skuteko dd zi agywania pomindzy di mer ami l
swoi Scie jako di me rnukiotydgvgch konsdrwatywnych ysekwencji 1 6
parS ( 5TETITTCACGTGAAACA-3 Nj) , zl okal i z ouiCa(Kayvalek i wep.,po b | i [
2020; Jakimowicz i wsp., 2002).Wi ik szoSci organipuBwahai szbaod
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jednego do czterech, jedynie u 23 gatunk- - w
sekwencjparS Co ci ekawe, zaobs e rparGniegestproportaaliai c zb a
do wi el k osSocniu . c hPrroznyok § & dckoieraemo Cket -bryeigo wy kr yt o
trzech miejscparSna wi nkszym chromosomie (chr1l; 2,96
chromosomie (chr2; 1,07 Mpz) (Yamaichi i wsp., 20B@walek i wsp., 2018Breieri wsp.,

2007).

Badanian a d b i a § M.ixantimusoPaaB. |ibtilisu d o wo d ni eyno CTPe(Jalali N U
iin., 2020; Osorieva |l er i ano i in. , 2019; Soh i in. , 2
okoge500eM, co przy kom-rkowym sti@eéoM® CTP,
wskazuje, Ue windnkszoSi biagka ParB w kom-rc:
i i n. , 2020; Soh i i n., 2019). Wi Nzanie CTP
domeny Nk o Ec owe | , promuj Nc ut worzenie dddgt kow
monomer ami ParB (Rysunek 2DarQdohodyid o Poa mkwi iNfE@in

sin dimeru ParB wok-§ nici D WzAa mk npi(Ryzwyekii c i a t
2.3.). Dimer ParB w konformaciiz a mkapinma tmniejsze powinowactwo dparS co

promuje zwolnieniewi Nz @arS @azpr z e mi e s zw olaunkierenkashwia d § u U
czNst eczkParBxspdadifyjang.ednoczeSnie umoUl i wiaj Nc
ParB doparS(Rysunek 24.A)Co ci ek awe, di mer ParCBP (ap@z 2z wi N
Par B) moUe zwi NzpardlS salfle dnoi es edkowcehnocdjzii do zmi a
w zwi Nzku z czym ParB nie rpar8.Badan@adrParBni a ¢
B. subtilisorazM. xanthusvnvy k aza gy, Ue akt ywn strdulon@iapraez o wa b
wi Nzanie sifn bi apgnStBalagueri®sp.d2021;s)ald iwspn 200 i 2021;
OsorioValeriano i wsp., 2021; Antar i wsp., 2021; Soh i wsp., 2019). Hydroliza CTP nie jest
wymagana do rozprzest ruzle nDddARi @ r iy Tredykirgupk & i Ma
ParB z nici DNA. Hydroliza CTP skutkuje otwarciem struktury dimeru ParB i uwolnieniem
biagka z nici DNA. Powoduje to odtworzenie p
ponowne wi Nz a rparg(Balaguer§wsp., 202T)Rysunek 2.3.). Nie wiadomo
jednak, czy obie czNsteczki CTP na dimerze P

opuScil chromosom (Jalal i wsp., 2020).
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Wiazanie CTP

. % Rozpoznanie i zwigzanie
Uwolnieniem ParB P a

- CTP : e
7 nici DNA 7/7 \ sie do sekwencji parS

parS
Wiazanie CTP przez

EEPER ParB

Hydroliza CTP Zmiana konformacji
domeny NTD.
Uwigzienie czasteczki DNA
pomiedzy dimerem ParB

b =

>

Rozprzestrzenia si¢ ParB

Rysunek 2.3. Tworzenie kompleksu ParB.Rysunek przedstawia schematycznielefne kroki
tworzenia kompl eksu i zmi any konf or maVajrianoPar B (
i wsp., 2021).

Alternatywny mechanizm powstawania segros
zdol noSi do mostkowania od®carRlyidging h fdiza g ke ntc-z\
niewielka liczba dimer-w ParB jest w stanie
o dgugoSci kil ku tysincy par 5 P D akdnipldk®Ry s un e
obejmuj Ncy pntle DNA jesdcyfoidazrkymoodd aiba §y v
ParB z sekwencjami znaj dupaSB@aBansBDNA) w €dlswed
ten spos-b, oddziagywania mindzy biagkami Pa
w regionieoriC (Tisma i wsp., 2024; Balaguewsp., 2021; Jalal i wsp., 2020; Graham i wsp.,
2014; Broeder sz i wsp. , 2014) . Dodat kowo z;
w klatced (ang.ParB caging |, w kt-rym wiNzanie arSjegbi agk a
rozprzestrzenianie oraz mostkowanie AN t worzygoby przestrzenr

prowadzNce do lokalnego zwinkszenia stnUenia
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-

Taki model r-wnieU wyjaSnia akupaSJaatijvsp., c z Ns't
2020; Fisher i wsp., 2017; Funh2016; Sanchez i wsp., 2015).

A
A\'Z\ \'Z\'Z
< <+ parS > >
~-
B
C
Rysunek 2. 4. Al ternatywne model e mont aUu nukl e

(A) Mo d e | 1: Par B rozprzestr z parS(ang. ParBpreading bu ki e
(B) Model 2: ParB poprzez mostkowanan@.ParB bridging powoduj e kondensacjn |
3: Tworzenie kompl eksu pr PaBzcaghg aompyzéstazaniapgie ovaz k | at ¢
mostkowanie DNA (na podstawie Jalal i Tung B. K. Le 2020).

2.3. Struktura i mechani zm dziagani a S

Biagka z gr up yStruQuhC Ma(ntenargce of Chromosome s N szer ok
rozpowszechnione we wszystkich domenach Uyci
umoUIiwiajN kohezjn ramion chromosom:- w, bior

naprawihkDMArwe zar - -wno ,pakterbrgaai eamewnwwUs
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i wsp., 2006). WSr . .sdzeeSilWaycbnbi wged)s,SMEuU j €SeM
t wor zBKbiwaeami pomocniczymi funkcjonalne het
w trzy gupy: kohezyny, kondensyny i kompleksy Smds Kohezyny (SMC:SMC3) §Nc z N
siostrzane chromatydy w czasie replikacji, kondensyny (SMC3 MC 4 ) biorN wud
w organizacji i upakowaniu chromosomu podczas mitozy, natomiast kompleksy -Sénc5
uczest mprawe®NAYYU iwsp., 202Eoencamg wsp., 2023).

U winkszoSci bakteri.i posiadaj Ncychipui agka
kompleks SMC- ScpASpB. Z kolei w przypadku Enterobakterii (ng- coli) , u kt-rych
wystiapuj N biagka segregacyjne Par AB obecny
homologiem strukturalnym i funkcjonalnym kompleksu SMICSc p AB ( B¢r mann i
2017b; Lioy iwsp., 2018b; Kpo d z i e j [ wsp. , 2019) .

2.3.1. Budowa biagek SMC

Podobnie jak inne kondensyB.yaql) bcahka rearkytjenrey :
sifi wysokN masNidZRstkddadkowy d@GulU®nN struktu
t worzenia dimerowan&tpreesNbisa@kha | pamocnicze
SMC moUna wyodrnbniiClkotEcpwedomgnyp ey No voIr & Nn N
zwanN gJgowN.iNRegcowy ©6ddzielone sN wydguUoi
dgugoSci) 0 st r ukecoiledcdlle zawiearhajl Nsym (domgenn  z
hinge . Domena zawiasowa jest bogata w reszty ¢
regi onowi i umoUliwia zaDomena Ja®casbwappaa
jesswoddziagywanie kbihiimewsip.SMC2QQBd;c Kogodzi e] [
2007) (Rys.2.3.1.A.)Domena globularna zawiera konserwatywne motjyWwyalker A i B na

N-k 0 Ec u ,-k @a@Eowvo We j i Mootmewm i @. Wal ker A i B sN odp:
czNsteczki ATP,eja hmodtryow i €n.zaDZi nki obecno
o aktywnoSci ATPazowej, biagka SMC zalicza :
i wsp., 2001 ; Hirano i wspNi,Nzaa0e&; ABPr mamorl
oddziagywania z dmudN mdoemenyM glionteulzaer mMN a gk a
wewnNtrzczNsteczkowe) l ub pomi ndzy dwo ma r.
miidzyczNsteczkowe). KaUda z dw-ch domen gl
byl zaangaUowana w twogdanvani e oddziagywa® ggo
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https://www.nature.com/articles/s41580-023-00609-8#auth-Claire-Hoencamp-Aff1

2. 3. 2. Mechani zm dziagani a

Najnowszym model em wyjaSniajNcym mechani z
jest Awypnt | ardogmextrusioni. ZNMAGadang.n, Ue DNA zam
pierScienia twor zoné PopABBi adgk ok SmmplAe ksNyc z§FMaA o
j ednej z podjednostek SMC z ggowN drugi e]j p
uwi nzienia DNA (Bock i wsp., 202 2; B¢er mann
gNczN sifn kolejno biagka ScpB (B¢rmann i wsp
Kompl eks biagek SMC oraz biagek potmeani czyc
konformacjach Az amkniAg®e$redni ej o or az Kohformagjart ej 0
Azamknifitad kompleksu jest wt edy, SMg) ko mp |
aramonas NgoUone r-wnol edglee ddbe hoidehi o oddziagy
SMC. Jedynie regiony zawiasu ramienia sN zes

SMCwstanie niezwi Nz2SMEyma stwktuZ P ctAPoi owo ot w,

ramionami(konformacjap o Sr edni a) | ub pdzasnkaj étwjkonfor n
Nat omi ast wi Nzanie ATP i powodufedynanicgnes amidang SMC
strukturalne w czfinSci gg-w oOr awregiaigzavdasu d i mer
ramienid SMC pr zyj nojjiNcA ktomd rotr Nima, w kt - (Bogk DNA n
i wsp., 2022;Lee iin.,, 2020B ¢ r mann i (Rysynek,25.DC1 3K i wykor zys
ener gi i pochodzNcej z hydrolizy ATP, kompl ek

wprowadzal z micdBNA (Kimikspn2022r Vaaquez Nunez i wsp., 2021.,
2019; Kamada i wsp., 2017; Fudenberg i wsp., 28i6nen i wsp., 201pWang i wsp., 2015;
Cobbe i wsp., 2006) (Rysunek 2.5.).
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Konformacja
n»posrednia”

Konformacja
,zamknieta” Konformacja Konformacja
P »posrednia” ,otwarta”
< (A
~ ) K 9*:9,,. t
2 e 'S ’ Y AT\
Stan niezwigzany . 1)
z ATP Zawias %

Apo (brak kontaktow)

Zawias
Konformacja
»posrednia” ,,zamknieta”

2, S
Apo. ’S’e% &
- " = . (D
Stan melg_nganv z ’04/‘\0 & Stan ) Stan
\e@ zwigzany z ATP zwigzany z ATP
o@
L2 1
£4

Stan wstepnie
zwigzany z ATP

Rysunek 2.5. Me c hani zm -ScpAB.dRgsanek pazedawgarmghématycznie S MC
kol ejne kroki zmi any konfor macj i SMC wywogane 2z
Vazquez Nunez i wsp., 2021).

2.3.3. Rola kondesyn w organizacji chromosomu bakteryjnego

Biagka z grupy kondensdlineg@ydhkrie gidod -nw SR
Awyphntlania nici DNAO promujN kondensacjn ch
odpowiedzialnych =za segregacjn chromosom:-w
sposoby organizacji chromosomu. Pierwszy z nich jest agtenystyczny dla bakterii
posiadad)t y ch bi agka systemu sBe subtiigg& dgdanmengnad Par A
B. subtilisorazS. pneumoniae@ d owodni ono, Ue kompleks-ParB |
ScpAB w p o boric.(Nie wiadomd jednaina jakimd ok Jadni e et api e
segrosomu ParB rekrutuje SM@ly k a z an o, Ue region w ramieniu
niezbndny do -PatBr adBogk BMWsp. , 2022) . Po z
przemieszczaj N sin wzdguU dehr ojmeodsmoruz evEnk eer
ramiona chromosomu,c o powoduj e, Oe chromosarier. pr zyb

Udowodni oB euptilisOrazC.ucrescentubr ak biagka ParB w kom
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wi Nzaniu sifi SMC do DNA, chomgsom(Bodkiysp., 2022;a k k o |
Tran i wsp., 2017; Wang i wsp., 20 SE&MAB, ( Ry sul
kompleks MukBEF rekrutowany | est |l osowo do r
kohezji ramion c¢chr omosomu, aD NNAe dwy nd ter fizbbilei Uras
(Begrmann i wsp. 2017b; Lioy i wsp. , 2018b;

SMC-ScpAB MukBEF

€D

@ ParB
parS Q“Z
SMC-ScpAB
 {ub MUKBEF ! l Q
C. crescentus .
B. subtilis E. coli

Rysunek 2. 6. Mechanizm dzi aBaafghko b&8¥Cresgemysnych Kk
B.subtili jest rekr udiOpranez Raip8bk owiUMz a nearg Nalsweampmji &
przemi eszczane jest wzdBH.uweol) cwirNolCheo ssoiniu.z Biha ko shbun
mi ej scach, nastfipnie spina DNA tworzNc pitle (na

Usunifncie gen-mdeksdwjyNcwycvwho gkug e FHEi colyi el u |
B. subtilis, C. crescentys s zer oki e spektrum zaburze® wzros
segregac].i chromosom- w. Dochodzi do wytwor z
pozbawionych nukleoidu, spowodowane pr zez Agi | optzgzpowahia¢ dlc 0]
przegrogégpodzi agowN (Sawitzke i wsp., 2000; Wang
delecji gen-w koduj Ncych kondensyny moUe sug
organi zacj i chrobmosdomuzi ajanabhe Wopdensyn, opa
wsp-gdziaganiu 2z innymi systemami mol ekul ar
MksBEF (ang. MukBEFRlike SMC proteins obecnych m.in. u Corynebacterium,

MycobacteriunorazPseudomonas aeruginof@etrushenko i wsp., 2011).
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2.4. Charakterystyka bakterii z rodzaju Streptomyces

Streptomyceso Gramd odat ni e bakterie tlenowe naleU

(Actinomycetalgs . Bakterie te sN szeroko rozpowsze
gd- wnlieebi e. Prawdopodobnie zaczigy zasiedlal
kiedy trwad@iaeriolpmdeacjiael one roSliny (Barka
i wsp., 2009; Har i rStréptomysemy s 2 6 p 8 ) Nsku@vpdBymp d o wie g
gdzi e mo g N byl symbi ont ami gNbek mor skic
zewnNtrzkom-rkowych enzym- w hydrolitycznych

odgrywaj N kluczowN rolin w rozkgadzie Scian
Streptanycesws p - § Uy j N z o wa dAzromyrmexnoptospinopu - lwkka mi o S1 i n
Nieliczne gatunkBtreptomyces N p at o g e scabies r lolSH i a& $hmaliensisk a  (
S. sudanensjgKirby i wsp., 2012; Lerat i wsp., 2009).

Streptomycesechujezd | noSi do produkcji szeregu nat
0 zastosowaniu farmaceutycznyc BtreptampcesaagjrNoc her
ogromne znaczenie jako organizmy przemysgowe
streptomycyna (produkvany przezS. griseusantybiotyk odkryty w 1943 r. jako drugi po
penicylinie), aktynorodynaS. coelicolo}, chloramfenikol i jodomycynaS. venezueldge
kanamycyna $%. kanamycetics neomycyna $%. fradiag, nowobiocyna $. niveup
itetracyklina 6. aweofacieny ( Bar ka i wsMar2080h@;z FewsPndepl.
2013; Sekurova i wsp., 2016; Ulrych i wsp., 200Ryeptomycewy t war zaj N r - wni e (
o aktywnoSci przeciwnowot worowej, przeci wwi
dziagajNce jako herbicydy lub pestycydy. Co
hydrolityczne (lipazy, nathulgzyaszpsowahiear
gagnziach przemysgu (Kieser i wsp., 2000;
rozpoznawal nN subst Stemggmycesweysttwag e@snmli npar,z erza d ¢
charakterystyczny zapach (Gust i wsp., 2004).
Streppmycex har akteryzuje sin dgugliOn,Mga,nidlway np arh-r
chromosomomE. coli ma wi el koSi okogo 4, 6 Mp z) o] \
G-C ( ok o @680).S. Boelicolorb ypierwszymmodelowym gatunkienStreptomyces
(szczep M145pn a j wc zpezBSamej sekwencji nukleotydowej chromosor@hromosom
S.coelicolosk gada sin z Bzawet78 3B 7gepmarwz@bkbiad I wsp.
i wsp., 2014, Bentley i wsp., 2002). WSr-.-d
czynnki sigma polimerazy RNA (w przypadKkz. colijest ich tylko 8, a uB. subtilisniewiele
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ponad 20) (Jaki mowi cz 2007; Chat e mgenon@0 1) .

Streptomyces j e s t naj wyUszN, j ak N odnot owano dl
zsekwencjonowargy h bakteryjnych genom- w. Kodowane p
pozwal ajN bakterii dostosowal ekspresjn okre
war unki Srodowi skowe (Jakimowicz 2007) . Obec

przedstawicieliSreptomyces jak S. avermitilis, S. lividans, S. clavuligerus, S. griseus,
S. scabiesoraz S. venezuelaek t - s N og-l nodostnpne na str

http://strepdb.streptomyces.org.uk/.

2. 5. Cy kStreptognycéso wy

Przedstawiciele rodzajgtregomycesvy r - Uni aj N sifn zgoUonym mo
Oyci owy m ( R$teptomgckk o2l.06n.i)z.uj N gl ebn dziAki wzr
t worzNcych pseudogrzybnin oraz zdolnoSci wy t
zewnntrzne( akiomowikeczazw 2007 ; FIl2rdh i wsp, 20
Wzrost kolonii Streptomyces ozpoczyna sin od pojedynczego
t worzNc strznpki wegetatywne. RosnNce nitk:

pseudogr zybniziwawmeNg ert-antnyiventN,substratowN (FIl ar

Schlimpertiwsp., 2016; Santse nei t i wsp., 2017). W przeci wi
pagec zk &walif B subtiliy( k o rBtreptemiyces echuj N sin apikaln
(Fl&2ar3dh 20009, 2012) . W kom-rkach wegetatywny
odgagnzi e &, kt - rych wzrost zapoczNt kowany j
wzrostu wzdguU Sciany bocznej. Za apikalny
DivlI VA ,(F2¢03d;h Hempel i wsp., 2008) . Opr -cz

S. coelicolorzaangaUowane s N Filamanh fiorenidg PFoteih iPScy((ang. g .

Streptomyces cytoskelétal Ws zyst ki e trzy biadgka wchodzN w

wierkowhBNgstrefn iWHPRPOEG$ahglip OrganizingCé&nier ( Fr °j d i w
2019; Hol mes i ws p. , 2013) . Co Wi ncej z |
segregacyjne biagko ParA, kt - re Sueptoneyses ni c zy
(Ditkowski i1 n. , 2013) . W wydguUonych Skeptomycek ac h
powstajN w nieregularnych odstnpach przegr
pozwal aj Nce na transport substanciji pomindz
w przypadkun-p&kdawieg®u ukdakteri.i jednokom-r ko
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w pseudgrzybni Streptomyces ni ¢cj owane | est przez biagko Ft
Barka i wsp., 2016; Santd&®eneit | wsp., 2017; Schlimpert i wsp., 2017; Silber i wsp., 2020).
W przeciwigEs t wi e do bakter i i Streptothycesx @ anz ir XK ®wy ah ,e

zsynchroni zowane z replikacjN chromosomu, a
kil kunastu kopi.i chromosomu (Jaki mowicz 200
2012; Donczew i Ws., 2016; Szafran i wsp., 2020; Rub@S mi a ows ka i wsp. ,
Ograniczenie skgadnik-w odUywczych bNdT¥
r-0Onicossadgi 2y bni wegetat ywne|] w struktury
powietrznymi pseudgrzybnia powiez n a ) , kt -re ul egaj N przeks
zarodnik-w (egzospor) (WolaGski i wsp., 2011
lizapseudg r zy bni wegetatywnej, aby zapewnil skga

pseudgrzybni powietrznej. Poces ten | est zsynchroni zowan
wt -rnych (m.in. antybiotyki), kt -re prawdop
organi z mami (Challis i wsp. , 200 3; FI 2a2rdh i
Harir i wsp., 2018)Cec hN odr - Uni aj Nc N strziapki powietr:

br ak odgagnzie® oraz szybsze wydguUani e p

chromos ®anwsm aj Nc e kom-r ki Ssporogenne mo g N
kil kudziesinciuanOfmoamdswsnk av i( Rwbp. , 2006; Ja
Hydrofobowa powierzchai pseudg r zy b ni powietrznej powoduj

powierzchni owego wody pokrywaj Ncej kol oni n,
powietrza(Elliot i wsp., 2003Claessemwsp., 2002 i 2003)

Po zatrzymaniu wzrostu w strznpkach spor
t worzenia r-wnomiernie rozmieszczonych prze:q
okogo 1, 4 em), oddzielaj Ncych t akrzzwana p
kom- rkowych nastnpuje kondensacja i segregac
Ue powstaj Nce spory zawi er aj N pseudgrzgbain e j K ¢
powietrznej sN znaczni e pseuddrzybnievegetatyhej,$c i an a
zapewnia cagkowity rozdziagdg fizyczny sNsiad
powstania §a@adcykya e gekogseudg r.zy bni powietrzne
inicioware Nz e zo FisAd.Gejkh N o d iStreptoniyeedihaytsh baterii jest to,
Ue podziagy kom-rkowe nie sN ritsZaigjosildt@na, do i
jednak szczepy pozbawiohee go genu nie tworzN zarodnik-w (
Szafran i wsp., 2020; SantB8&neit i wsp., 2017; Silbenisp., 2020).
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Ostatnim etapem cyklu Uyciowego jest doj
grubN ScianN kom-r k o wkarym uScverezoelde mk ¢ Izo ez e n klatwo

powi Nzany z biosyntezN barwni ka mpwick iwse,t ydowe

2007 1+ 2012; Jones i wsp., 2017). Gdy spory
ich ga@®ucha na pojedyncze zarodni ki . Zar odr
bardzie]j sN odporne na d z i adgleendoeprzetrvgagian n i K - v

w niekorzystnych warunkach Srodowiskowych (
dziaganie | izozymu) (Flardh i wsp., 20009; J
2.6.).

Lancuchy egzospor
Strzepka

sporulacyjna \ p

~
U

Grzybnia

powietrzna \
9)

(v -‘J“
AN (N
(¥ |\ \
t\d < 5
Kietek |\ Grzybnia

wegetatywna

== FtsZ
== DivIVA

Sciana
poprzeczna
] ]
Wzrost powietizny
isporulacja

Wzrost wegetatywny

Rysunek 2. 6. StegtdmycesdagmizanwPv | VA | okali zuj Nce sin
rosnNcych strzinpek i FtsZ inicjujNce podziagy ko
w tekScie (na podstawie Schlimpert i wsp. , 2016)

Przez ostatnie | ata badani a Steptomyagrdwadezona - Uni ¢
byagy g g -Swooeliecolorn aObecni e jednak coraz wincej
z wykorzystaniem gatunku modelowe§ovenezuela&. venezuelaeo Sni e znaczni e
i W spos-b rozproszony.S. celzoos 8.vemezuelgprr zzeecchi omd z2NE
pegny cykl Oyciowy g§gNcznie ze sporulacjN w
pseudg r zy bni ul ega pr z aksd zitkd § cené mu wmodld d nwe ]
jednorodnej popul ac§. coelikototglkor5e 10%)((Sehlipperziywsgpa d Kk u
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2023; Gl azebr ook i I n. , 1990; FI 2rdh i wsp. ,
w poUywce pgynnej umoUliwia zastosowanie Kk
z mikroskopem fluorescanmgpnyomrowanre pobwiat
S.venezuelaed et apu ki egkowani a, aQFdérkio@E owsgo ,
Schlimpert i wsp., 2016; Donczew i wsp., 2016; Bush i wsp., 2016 i 2019).

2.6. Organizacja chromosomuStreptomyces

Chromoson Streptomycegs e st | i ni owy a jego organi zac]
kom-rkowego. Ob e ckopii $1h r d md& swp mkl i nc- zSkeptartyces
wymaga precyzyjnego i wydajnego procesu ich kondensacji oraz segregacji do
jednogenomowych prespor pada s r-Unicowani a strznpek p OV
Podobnie jak u innych dheptamysegesyordamizkviaeyrpizyi c hi
udzial e topoi zomer az, (Szkfam dwsp.s3020) iZab isacfgerke gl
c hr o mo sudStreptamycesdpowiad aj N b i a (Jakienowiezai wepB 2005, 2006
i2007) Podczas z§o Uo8temgomyceaykkt!ly whyocSio weygcoh bi agek

a ich wsp-gdziaganie powoduje zmiany w archi

2.6.1. Budowa chromosomistreptomyces

W chromosomieS. venezuelawy r - Uni a si A t r zcgreregoforazny : r
domeny terminalne. W centralnej czoiGoraz 4, 4 N
geny konserwatywne ewolucyjnie di&treptomyces.Ni e z a | e Uwage dorfieayg d o
terminalne LTD (ang.Left Terminal Domaij i RTD (ang. Right Terminal Domain
o dgugo Sdi2Mukawigrdlgehy, niej konserwatywne ewolucyjnie. Natomiast na
ko@E®ach znaj dtarjkt -sried w eza loendn o S ¢ Streppochyces y k | u
wykazujN r-UnN bliskoSIi przestterzeundh wa 8ea fsrk
z odwr -conych opawti-ernzneeE (dTgluRy)o Sci S.avermikilid | k u s et
aU do kilkuset tysi mcanbofaciehsbnad) ®0ykpolz-us colii 0 Kk p z
podczas gdy wWs. venezuela@ st al on o, Ue obejmujN one okogo
Leblond i wsp. , 1996 ; -Bsgribdne irwsp., 2021y sSpkwencje2 0 1 3 ;
nukl eotydowe TIR na o0g-§ néeejesdt zpehmal neys

w poczNtkowych 200 pz sekwencji palindr omoV
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drugorzndowe. Sekwencje te podczas kaUdej ru
Jednak dzinki wsp-gpr acy nd.WerngnalProteing Tap ikipgt e | o me
ulegaj N skuteczne,j odbudowi e. Biagko Tpg pc
chroni Nc je przed degradacjN przez egzonukle
Tap(ang.Telomereassociating proteinj e st e mi wigKUNcym sin do telornm
el i minacja S coelgaoki S.Tlikidanepowoduj e zamkni Acie
jednoczeSnie nie wpgdgywaj Nc na wzrost (Tidjan
20150raz 2017; Bao i Cohen 2003; Szafravsp., 2021).

2.6.2. Zmiany organizacj. chromosomu v

Badania z uUyciem mikroskopii fluaescerescenc
Reporter Operator Systelngzy FISH (angFluorescence In Situ Hybridizatipn u mo Ul i wi §
lokal i zacj hoiCeghrankw@®c-w | iniowe dga) ,c hjraokmois oSrue o
l okal i zacji segrosom- w. Dzinki dokonanym ol

wW organi zacij iStrepdmycegnodomasy cykl u Uyciowego (

Jakinmowicz i wsp. 2005; Ruba®S mi a gowska i wsp. 2006) (Rysun
Podczas kiegkowania spory, pierwszy chrom
strznpki . CharakterystycznN c eStueptbmycesiest c z a s

zakotwiczenieoriC chromsomuapiklanego o r o swmiNecrezg®h o Ftkiapkkprzed) e

cagy warostaje w cdagpdjodadjeNge $a.iOwi ewiziccheoj g, k
badania wybarwionego nukl eoi du i onCyneentaokdoNwa n ¢
FROS wy keregogoyG j els t umi eszczony na -Ostrowaskan d z i r
i wsp., 2016) . W przeciwieEGtwie do pierwsz
Wi er zc ho gkoawesgtoa g e kopi e chr omosomu zaj mu.
wewn Nt r z k oioh-razrkieszeeepisvy daj e sin barmdaied wskypa
| osowo r ozmieszczon-EGFR &bsepwiosakea®. doelieofprk(tewakP a r B

i Kendrick 1996; Yang i wsp., 2001; Jakimowicz i wsp., 2005; Kossrowska i wsp., 2016).
Opr-cz tegy ©ihe osnd s@mdn si eb ipe zwysrt af nNsoaaneecszkdo zni ds
Podczas wzrostu powi etrznego strznpki szyb
intensywna replikacja DNA (Ruba®@S mi a o ws k a [ ws p. 2006) . l
sporogennych (powietrzioi) towarzyszy globalna reorganizacja architektury chromosomu, od

nieskondensowanego do wysoskompaktowaneg@raz synchroniczn@ ody k a - r ki
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W ten tsworsz M s ijednodesofmych@respor kt - re po procesie
mo gN r oz p a Pdjedynsze rizarodni&i (Jakimowicz i wsp., 2005, Ditkowski
i wsp., 2013; Donczew i wsp., 201@ysunek 2.7.)

Pseudogrzybnia wegetatywna
Weczesny etap rozwoju

Neudogrzybni powietrznej
. \ |l.N' |

‘Wzrost pseudogrzybni

powietrznej
‘Wzrost psendogrzybni
B wegetatywnej
e )
/ I\a §
Kielkowanie Cykl zyciowy Streptomyces . .
zarodnika Dojrzewania
pseudogrzybni
powietrznej
A
®
Zarodnik
Uwolnienie tancuchy zarodnikow

zarodnikow

,ﬂs{ ' ) Dojrzata pseudogrzybnia

4 Dojrzewanie powietrzna
zarodnikow

Rysunek 2.7. Cykl rozwojowy bakterii z rodzaju StreptomycesRysunek przedstawia schematycznie

kolejne krokicyklu rozwojowego bakterii z raghju Streptomyces d wy ki egkowani a zaro
momentuuwin i eni a zarodni k- w z( @miGe uwGhoed&edaredaonk - w ( F
kolorem niebieskim(na podstawi&Szafran i wsp 202).

W ostatnich |l atach stosuj Nc me tosoohul (Hif)f zec hw
zbadano or gani z% eenazuelaghzafram wsp.0 2021)woré&x ambofaciens

(Li oy i wsp. , 2021) . Pot wierdzono, Oe podoc
S.venezuelapr zechodzi dynamicznN r eouwpgetafywnagoj n. W
chromosom przyjmuje tak zwanN AotwartNo kon:
kontakt -w mindzy ramionami chromosomu. W mor
sin kontakty pomindzy ramionami soanb (kehez@as o mu

ramion). ZbliUanie sifi ramion nastfipuje stop
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w momencie podziagu kom-rkowego (utworzeni a
Domeny koG owe LTD i RTD pozbathp&ei ehabebn

ugoUone sN blisko siebie (Szafran i wsp., 20
2. 6. 3. Bi agka or gSirepiomyjggs Nce chr omosom

Dotychczasowe b auwStreptomyceg @k a avinjojNakali 8 SMC s

niezbndne do segregaccrjgance zamaecmo s opm-z2we sit r 2z €mhn

kondensacj.i chromosom-w podczas sporul acji P
(Koi s i wsp. , 20009; Dedr i k i wsp. , 20009; Sza
liczby c h r oStnep®raycesmymaga precyzyjnego i wydajnego procesu ich

kondensacji oraz segregacij.i do jednogenomow
sporogennych w zarodni ki. KluczowN roln odg

SMC (Szafran i wsp., 2020; Kois i wsp.,@) Dedrick i wsp., 2009; Jakimowicz i wsp., 2007;
Kim i wsp., 2000). US. coelicolorc hr omosomal ne tparAniopadB iN gen -
zorgani zowane w jeden operon, kt -rego .aktywn
Konstytutywny promotor parABpl, warknu j e e k s p rparAB wi psegidgrzybm
wegetat ywne | or az par Afpddrzybnikppwietranej (Jakisdwicza K t 'y w
i wsp., 2006, Kim i wsp., 2000). GemparABu S. coelicolomi e s N niezbndne d:
Jednak usunifci erBiSadpeitolorP@awad uljueb zPwai ks zonN
powstawania zarodnik-w 0o zmienionej wi el koSc
objawi aj Ncy mi sin zwinkszonym odsSctoélicomm zar o
w przypadku delecjparA odnotowano2 6 % zar odni k- w bez DNA nato
mutanta parB 17%. DelecjaparAB s kut kuj e t akUe Zzabur zeni ami
podziagowych w tworzNcym sifi gaG uchu zarodr
mink o mpartmen-w (prespor Ompodtzas glySS ceid n p an ideujg
kompartment -w w szczepie dzikim wynopaA 1, 4
mini kompart ey pstesmpowN w paBd@e(fakineowiez i wisp.,] e cj N
2007; Kim i wsp., 2000).

Podobnie jak uinnych bakteri bi agko Par B wi NUe si fA- swoi S
nukleotydowych sekwencjiparS z | ok al i zowa nyarif. Wv chronmdoimie Uu
S. coelicolorzidentyfikowano 24 takich sekwencji, natomiass.wenezuelak6 (Jakimowicz

i wsp. , 200 2) . mikraskopowej BarENGFR robrdzowaro, nieregularnie
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rozmieszczone skupiska PaBBGFP wzdguU strzinpek podczas
S.coelicolor Skupiska te r-UniN sifn intensywnoScil
wystfipuje w stagegpcbhdhkageScinpi w(okogo 1, 4

Nat omi ast w psesidgnzybmi psproeogehnej ParB tworzy szereg regularnie
rozmieszczonych skupisk, kt-re nie sN juU w
skupiskami sN stage i, wyoosdNowkada adBe dNg o0
przegr odami w presporach (1,3 N 0,2 Om) (
uS. coelicoloParBE GF P kol ok al i z oriCev trakeierwzrastypseadpizybm e m
wegetatywnej . Cio s twa th @ueirj Nr pracdilaojekmove go ko mp |l ek

oddzi aguj Nc eakotwiczeniuereCrcA,r onosomu pogoUonego pr
st r z iipekuna ZdkotwiczanieoriCu mo Ul i wi a ef ekt ywne wydguUa
kom-r ki ( Di t k owsHOstronska wwsmp, 2016)72e0 1w8z; g | Kiodius na o gr
wzrostowesS. coelicolori techniczne metody, obserwacje ParBavalC by gy pr owadz o
jedynie na poczNt ko w$.roelecologKois-©strawgkét iiwap., P0E6). i o we g
Co ciekawe pod kdmmlbeksy SParPBir 4N rozproszon
Ponadto analiza typu ChiPe q wy k &z afj&k,0 WPea r tworzere payrosamua
(Donczew i ws p. , 2016; Jaki mowi cSz coelicolaws p . ,
pozbawionym genusmc b i a § k eEGHP atvorBy mniej sze kompl eksy
fluorescencji skupiskk ar B wy nosi okogo 70% w por-wnanit
wskazuj N, Ue: wnnegllleo wWepNeEy woar awi d gowe f or mowani
(Kois i wsp., 2009)Bi a § k o S.Stklicolajestz aangaUowane w proces
kondensacji chromosomu. Delecja gemcu S. coelicolorskutkuje powstaniem 7,5% prespor
pozbawionych DNA oraz 4,3% minikompasmcment - w
orazparBs kut kuj e powst an i pzbhawiotychDHA (Kois%wsp.r2609;p o
Dedrick i wsp., 2009). \&. venezuelap o k az a n o, Usmcpdeew ety jae gzwiufi k s
powierzchni nukl eoi du, co jest efektem zabu
zaburze@® kondensacgednineau krl cezomidd8zajramzmasp. 282d)inkk-sw
(Magecki prac doktorska 2021). Wykazano, Ue

chromosom-w (Szafran i wsp., 2021)
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Rysunek 2.8. Model przestrzennej reorganizacji chromosom®. venezuela@odczas porulaciji
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organi zacjn ramion chromosomu IiINi dbmeskike® Etbwiyeh
kontakty wewnNtrz ai6jemodos ommae z o n gpgdstawie tSkafrak r o p k N
i wsp., 2021).
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3. Cel pracy

Streptomyces har akteryzuj N sin zgoUonym cykl em
wegetat ywny W postaci wi el 0 geno moworanie strz
jednogenomowych zarodni k- w. Podczas spor ul e

z udziagem systemu Par ABS oraz kondensacj a

2007:; Szafran i wsp., 2020 oraz 202kyeSPitftep
roln i l okali zacjn biagek seqgr egSireptoinyeesc h P a
coelicolor, jednak ze wzglndu na ograniczenia te¢(
dynami ki kompl eks-w Faor Bvipicdeqg z azsa spodmtoucl Wa ¢ 4 i
mi ndzychr omosomowych (Hi C) pokazano, ] ak z
Streptomycepodczas sporul acj.i i ] a Skafran owsp, 2621).t y m p
Nie badangedrek do tejporyj ak SMC wpgywa na organizazacj n
| ok al i z a oriC nawczesgyicloetapach wzrostu.
Dla kil ku gatunk-w bakterii udowodni one,

2022:Sullivan i wsp., 2009,)Do tejporyjednakd | a Uadnego gat unkzy bakt e
i jak bipgkwa SM& kompl eksy biagka Par B.
W celu odpowiedzenia na pytanie, w o jaki
oraz jaka jest rola SMC w organizacji chromosddine ptomyces venezuela@dczas sporulacji
i kiedgkowania zarodnikpwj Noy¢hHitnada® baddwea
A Analiza wpgywu Par B na odreptomygeswani e bi a{
A Zbadanie wpaywwz8®EEConowanie i dynami kn Kk
wzrostu wegetatywnego i sporulagji venezuelae,
A OkreSlenie wpgywu chMO moa o mu g ariC i pedajesi e n i e
ki egkowani & venazuetad.ni k - w

W badaniach wykorzystano gatun8kvenezuelae kt - ry w ddcoeliddlori e ni u
wykazuje zdolnoSi do sporulaciji zar -wno na p
temumo Ul ywi#a st osowani e analiz przyUyciowych do
tej bakterit od momentu kiegkowania zarodnik-w do
b a d@oadzono analizgn vivoz wy kor zy st ani em z3®ueneaxwelaeny c h

uzupegni onirvirba dwyhk @amMmiay st aniem oczyszczonego
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4. Mat eriagy | met ody

4.1. Konstrukty i szczepy bakteryjne

W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykorzystywano konstrukty genetyczne oraz
sZczepy opisane wTapadadil.OmzTabelad 2. abel ach

Tabela 4.1. Plazmidy i kosmidy wykorzystywane w pracy

Plazmid/Kosmid Charakterystyka tr-dgo
Dzi Anki up
Pochodna integracyjnego plazmidu pMS81 dr S. Schlimpert, Johr
pSS170 (Gregory i wsp., 2003), ze zmodyfikowanyn Innes Centre,
miejscem MCS, miejsce integragcji Norwich, Wielka
at t Buo B Tlori pBR322joriT (RP4) Brytania (Szafran
i wsp., 2021)
Zasoby Zs
Pochodna pSS170, zawiera gdelotag, Mikrobiologii
pSS17thalotag miejsce integracjia t t BX Byd:, ori Molekularnej, UWr
pBR322,0riT (RP4) (ZarekA. praca
magistersk&020
Zasoby Zs
Mikrobiologii
Pochodna pSS170, zawiera deotagpod Molekularnej, UWr
PSS17Gemhalotag | " "y empMMiejsCetintegracyi p|  (ZarekA. praca
at t Buo B TRlori pBR322joriT (RP4) magistersk&02Q
D u § aketeluszczyk
i wsp., 2024
Dzinki wup
Pochodna pSS170 zawiera gaoherry r SInS:ehsllrgr‘)aen;:,eJohn
pSS172ncherry miejsce integracffa t t BO B TRlori | Norwich Wielk’a
pBR322,0riT (RP4) -
Brytania
(niepublikowane)
pKF35Lapra chthna integ.racyjnego _plazmidu plJE90| Dzi n ki up
miejsce integracfat t Bu C3 1, Z a prof. K.
(PKF351 paftsz ftsZypetpod kontrol N nait (Donczew i wsp.,
ype) Prsz Apr} 2016)
Plazmid nieintegracyjny, zawierajacy gempA Zasoby Zs
M. smegmatip o d Kk ont r odpesN Mikrobiologii
pTC-285150X gentetRwk o duj Ncy odwr d Molekularnej, UWr
PsmydetRePmyctOpA | Tet Rrev pod Kk ew(Klotzsdhe (Szafraniwsp., 2018
i wsp., SkutP. praca
2009),Kart, ori pBR322, doktorska
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Modyfikacja pCRISPR (Cobb i wsp., 2015) Zasoby Zs
plazmid nieintegracd Mikrobiologii
pCEéS;R Re sgRNApodk ont r ol N o gemdoas®|  Molekularne;j, UWr
oPA pod kont r olNAppRrod mo| (Gongerowskalac M,
pBR322,0riT (RP4) nieopublikowang
Zasoby Zs
Plazmid zawierajNc Mikrobiologii
pBSKparS promotora paasZ S. coelcolorz a wi e r Molekularnej, UWr
pojedyncze miejscparS (Jakimowicz D.,
nieopublikowane)
Zasoby Zs
Plazmid zawieraj Nc Mikrobiologii
pBSK parSuut promotora paasz S. coelicolorz a wi e r Molekularnej, UWr

zmutowane miejscparS

(Jakimowicz D.,
nieopublikowane)

pBAD mvenus

Plazmid nieintegracyjny, zawierajacy gen
mvenus6xHis, T7tag, Apn¥, ori pPBR322,

(Nagaii wsp.,2002)

Plazmid nieintegracyjny, zawierajacy

pLAUA44 tandemowo u§o BtoratetO, k| (Lauiwsp., 2003)
GnR, ApmR, ori pPBR322,
Pl azmid nieintegrac)
p0J260 Streptomyce&art, ApnT, ori pBR322,0riT (Kieser i wsp., 2000)

(RP4)

kosmid Sv4-A09

Kosmid zawieraj NcyS.f
venezuelae b e j aygegnylarA
(vnz_1801pi parB (vnz_1801pw wektorze

John Innes Centre,
Norwich, Wielka

kosmid Sv4-A09

SuperCosl, Ampti Kamf Brytania
http://streptomyces.org.uk/
Zasoby Zs
Kosmid Sv4-A09, w k parBzyom t Mikrobiologii

wy mi e ni o napr-ord-FAT aApré t

Molekularnej, UWr

Gpart :: apra SuperCosl: AmpRi Kari® (Donczew i wsp.,
2016.)
Zasoby Zs
Sv-4-A 0 9pargB :: Kosmid Sv4-A 0 9 , w K tparAB n Mikrobiologii

apra

zostagy wy mi eprdrid-RRT,
AprR; SuperCosl: AmpgRi Karf?

Molekularnej, UWr
(Donczew i wsp.,
2016.)

kosmid Sv5-B09

Kosmid zawieraj NcyS.f
venezuelae b e | mu j Nz 3821Fve n
wektorzeSuperCes AmpR, Karf

John Innes Centre,
Norwich, Wielka
Brytania

kosmid Sv3-G09

Kosmid zawiea j Ncy fr agmeSt
venezuela® b e j mu j Nz 3849Fve n
wektorze SuperCes. Amg:, Karf®

John Innes Centre,
Norwich, Wielka
Brytania

kosmid Sv4-E11

Kosmid zawieraj NcyS.f
venezuela® b e | mu j Nz 4969§ve n

wektorze Super@s-1. Am@®, Karf

John Innes Centre,
Norwich, Wielka

Brytania
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Pochodna integracyjnego plazmidu pSS17

pSS17Qy, halotag | zawiera gemalotagp od kont r ol Niniejsza praca
(pKO01) Prepssa Miejsce integracjia t t B4 B TR1 doktorska
ori pBR322,0riT (RP4)
Pochodna integracyjnego plazmidu pSS17
pSS170 zawiera gethalotagp od kont r ol Ninieisza prag
Pepredidlotag Pepsoz dodat kowN gaprked € jsza p
P S , _ doktorska
(PK02) genemhalotag miejsce integracjiat t B0
HygR, ori pBR322,0riT (RP4)
Pochodna integracyjnego plazmidu
pSSl?@thrbyalotagzawiera getnalotagpod
pSS17@rephalotag kontrol N o genkootdoyrj aN Niniejsza praca
(PKPO3) odwrotny represor T doktorska

s e k we n Goja NzedRgBrgrhalotag
miejsce integrgc-at t Ba B TRlori |
pBR322,0riT (RP4)

pSS170 pparAB

Pochodna integracyjnego plazmidu pSS17
Zzawiera operoparAB S. venezuelagarBw

Niniejsza praca

halotag fuzji z genemhalotagp od kontr ol doktorska
(PKPO5) natywnegaoparAB, miejsce integracit
at t Buo B Tlori pBR322joriT (RP4)
Pochodna integracyjnego plazmidu pSS17
PSS17Gye,, parB- precphalotag zawie(a gemparB-halotagpod )

Rc kontr ol N g genkootdoyjaN  Niniejsza praca
halotag odwrotny represr Tet Rrev o doktorska
(PKPO8) sekwendi RBSepa-a t t B 0 B TR ori

pBR322,0riT (RP4)

Pochodna pOJZG'(hwiera 1721 nt fragment Niniejsza praca
p0J26052 obej mujwz }8218evanezuelae doktorska
KarR, ApnTR, ori pBR322,0riT (RP4)

Pochodna pOJZSFHNiera 1821 nt fragment Niniejsza praca
p0J260112 o0 bej mujwz 48498 evanezuelae doktorska
KarR, ApnTR, ori pBR322,0riT (RP4)

Pochodna pOJZGQawiera 1275 nt fragment Niniejsza praca
p0J260353 0 b ej mgenWz }969%. venezuelae doktorska
KarR, ApnTR, ori pPBR322,0riT (RP4)

Pochodna p0OJ2682, awiera gernetR
mvenup od kontr olshy49pr
pOJ260FROS52 tandemowo ugoUontgtd h Niniejsza praca
(pK12) oraz fr agmentvnzolBAHE.m doktorska
venezuelagkark, ApmR, ori pBR322,0riT
(RP4)
Pochodna pOJ26D12, awiera gertetR
pOJ260FROS112 mvenup od kontr olsiN49pr Niniejsza praca
(pK13) tandemowo ugoUontgtd h doktorska

oraz fr agmentvnzoll34OE.m

45



venezuelagkar®?, ApnfR, ori pBR322,0riT
(RP4)

Pochodna p0OJ26853, awiera gerntetR
mvenup od kontr olsiN49pr

pOJ260FROS353 tandemowo ugoUontgtd h Niniejsza praca
(pK14) oraz fr agme ntvnzol9edFH.m doktorska
venezuelagkar®?, Apnt ori pPBR322, oriT
(RP4)
Tabela 4.2. Szczepy bakteryjne wykorzystywane w pracy
Plazmid/Kosmid Charakterystyka tr-dgo
E. coli
Zasoby Zs
F-, 0 80dlacZM15, recAlendAl, gyrA96, Mikrobiologii

DH5U thi-1,hsdR17, (rk mk+), supE44, relAl, Molekularnej, UWr
deoR,(lacZYAargF) U169 (Woodcock i wsp.,
1989)
SzczepE. coliET12567 dam13::TN9, dcm6 Zasoby Zé
hsdl\:l, hsdR, recF|134, zjj2(|)1::|TN10, g:]alK Mikrobiologii
galT22, aral4, lacY1, xyl5, leuB®, thil, .
ET12567/pUZB002 |\ A31, rpsL136, hisGasx78, mtli, ginvaa| Ockulame), UWe
(Kieser i wsp.,
F-, (CmR). 2000)
Plazmid pUZ8002: tra, K&RP4 23
S. venezuelae
Szczep typu dzikieg8treptomyces ZMe?kfot?io?o)g;ii 29
venezuelagv bazieNRRL culture collection .
WT Molekularnej, UWr
zdeponowany pod nuerem NRRL B65442, (Bibb i wsp.,
genom NZ _CP018074.1 2012)
Zasoby Zs
Mikrobiologii
TMO10 (gBm9 NRRL B-65442 qsmc:: scar Molekularnej, UWr

(Szafrani wsp., 2021
Ma § eTc graica
doktorska 202

TMO017 ( flag-smq

NRRL B-65442 flag-smc

Zasoby Zs
Mikrobiologii

Molekularnej, UWr

flag)

(Hyg®) (Szafran i wsp., 2021
Ma § eTc fkaica
doktorska 202)L
Zasoby Zs
TMO019 ( gmnG sme TMO 10 Bt :tpBl883smeflag, Mikrobiologii

(Hyg")

Molekularnej, UW

(Szafrani wsp., 2021
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Ma g eTc kaca
doktorska 202)L

TMO004 ( §m¢
ftsZype)

TMO10 att Bua CfisZypet(Aprip

Zasoby Zs
Mikrobiologii
Molekularnej, UWr
(Szafrani wsp., 2021
Ma g eTc kaica
doktorska 202)L

MDO0O02 (gparB)

NRRL B-65442 gparB:: apra (Apr®)

Zasoby Zs
Mikrobiologii

Molekularnej, UWr

(Donczew i wsp.,

2016)

MDO020 (gparB)

NRRL B-65442 qparB:: scar

Zasoby Zs
Mikrobiologii

Molekularnej, UWr

(Donczew i wsp.,

2016)

MDO30 ( parAB)

NRRL B-65442 gparAB:: scar

Zashby Zakd
Mikrobiologii
Molekularnej, UWr
(Donczew i wsp.,
2016)

MDO010 ( parA

NRRL B-65442 gparA:: scar

Zasoby Zs
Mikrobiologii

Molekularnej, UWr

(Donczew i wsp.,

2016)

MD100 (ftsZype)

NRRL B-65442 att C31 :: pKF351apra,
(AprR)

ZasobyuZs
Mikrobiologii
Molekularnej, UWr
(Donczew i wsp.,
2016)

MDO070 (dnaN-egfp

NRRL B-65442 dnaN-egfp

Zasoby Zs
Mikrobiologii

Molekularnej, UWr
(Donczew M.,

niepublikowang

KPAGO1 ( smc
dnaNegfp)

TMO010, dnaN-egfp

Zasoby Zs
Mikrobiologii

Molekularnej, UWr

(GrelskaA. praca
magisterska

niepublikowane)

KP4F4 (qparB, sme
FLAG)

TMO17, oqparB :: apra (Hygf)

Niniejsza praca
doktorska

(Szafrani wsp., 2021
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KPOO1 (WT, NRRL B-65442 attBiBT1 :: pSS170 Niniejsza praca
piephalotag pehalotagHy of) doktoiska

KP002 (WT, NRRL B-65442 attBBT1 :: pSS170 Niniejsza praca
Pepredhalotag ppredhalotag (Hyg") doktorska

KPOO3 (WT, NRRLB65442 at pSBI®@ T Niniejsza praca
preshalotag pricgn@lotag (Hyg®) doktorska

KP0O4 c Niniejsza praca
qparEAEiq)m TMO10, gqparAB :: gora (AprF) dojktorspka

] Niniejsza praca
KP020( sm¢ gparB) TMO10, gparB :: apra(Apr") doktorska

KPOO5 (WT, NRRL B-65442 attBiBT1 :: pSS170 Niniejsza praca
praparAB-halotag) praParAB-halotag(Hy gf) doktorska

KP006( parAB
prapparAB-halotag)

MDO30 attRiBT1 :: pSS17Q,, parAB-
halotag(Hygf®)

Niniejsza praca
doktorska

KPAOI;W( quB KP0O04 attBiBT1 :: pSS17Q,,  parAB- Niniejsza praca
gparAB, paparAB- N

halotag halotag(AprR, Hyg®) doktorska
KP0O08 (WT, NRRL B-65442 attBiBT1 :: pSS170 Niniejsza praca

PrecgparB-halotag pricP@rB-halotag(Hy of) doktorska
KP009( parB, MDO20 at tpBSLBYJ parB: Niniejsza praca

PrecpparB-halotag halotag (Hyof) doktorska
KP010( parB, MDOO2 at tpBILBY.J parB: Niniejsza praca

PrecpparB-halotag halotag(AprR HygF) doktorska

KP011( parB, KP0O09 attBiC31 :: pKF35kna-ftsZypet Ninei

PrecgparB-halotag attBiBT1 :: pSS170g,, parB- Ini€jsza praca

P doktorska

PraftsZ-ype) halotag(AprR, Hydf)

KP012 (WT, FROS Niniejsza praca

52) NRRL B-65442p0J266FROS52 (Apr?) doktorska
KPO13(WT, FROS R Niniejsza praca

112) NRRL B-65442p0J266FROS112 (AprF) doktorska
KP014 (WT, FROS Niniejsza praca

NRRL B-65442p0J266FROS353 (AprR

353) P (Apr) doktorska

KPO15( gmg FROS Niniejsza praca
TMO010 pOJ266FROS52 (AprR

52) P (Apr) doktorska
KP0O16( gmg FROS R Niniejsza praca

112) TM010 pOJ260FROS112 (AprF) doktorska
KP017( gmg FROS R Niniejsza praca

353) TMO010 pOJ260BFROS353 (AprF) doktorska
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4.2. Oligonukleotydy

W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykorzysgmwo oligonukleotydy (synteza

oligonukl eotyd:-w Genome 8., Pol ska) opisane w

Tabela 43. Oligonukleotydy wykorzystywane w pracy

Starter SekwenhAj3®& 56 Zastosowanie
KP 35Fw TATCAAGCTTAGATTCTCTCATATGTA Klonowanie (Ndel/XmaJl
- CGCCTTGACCTTGATGAGGC promotora pi4, genutetRoraz
KP 35Rv GATCCATCGTTATTCCTAGGCATCGAT promotora g, do wektora
- CGCCTCCGACGTACGCCCAATAT pSS17Ghalotag

Klonowanie (Ndel/XmaJl)
genutetR promotora pporaz
sekwenii RBS do wektora
pSS17thalotagpromotora

Ps14

GGATCCATCGTTATTCCTAGGCATCGA

KP_36Rv TCGTCGCTCTTCTCTCCGGATC

GTACCGCGGATCGTGCTCATGTTCTCT]
CCCTTGAATTCTAAT

TCGATGATCATATGAGAGAATCTAAG | Amplifikacja promotora pia
KP_38Rv | CTTTACGTAGACCTACGCCTTGACCTT
G
ATATGATCATCGATTCGCGACTTAAGC
KP_39Fw | CTAGGCCACCTGACCGCACGCCCGCA Klonowanie (XmaJl)
A promotora gy i sekwendRBS
TCGGATCCATCGTTATTCCTAGGCATA| do wektora pSS17balotag

KP_38Fw

KP_39Rv TGTCGCTCTTCTCTCCGGGAT
AAGGGGATGATAAGTTTATCAAGCTT
KP_37Fw CCATGGTCATTAGGAGCCGCTCT Ammplifikaci
TTAGAATTCAAGGGAGAGAACATGAG mplifikacja genutetRy
KP_37Rv CACGATCCGCGGTAC
Klonowanie (HindlIl)
KP 38.2Rv TCATATGAGAGAATCTAAGCTTTACGT pieghalotaggenutetRy
- AGACCTACGCCTTGAC i promotora gisado wektora
pSS170
KP 66FW GATTCGCGACTTAAGCATTCTAGAGG Klonowanie (XmadJl)
- GGATCGTCGATCCGOCTCC promotora parae Oraz genu
KP 43Ry TCGGATCCATCGTTATTCCTAGGCATC parAi parB do wektora
- TCGAGGCCCTCGGCGTCCTCGGCGTT pSS17thalotag

Klonowanie (XmaJl) genu
tetRy, promotora pis,
promotora g, i sekwencji
RBSdo wektora pSS170
halotag

KP_37BHT | GCTCACTCAACTGGATCCCCTCCTGTC
Rv GCTCTTCTCTCCGGGATA
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KP_43BHTF

TATCCCGGAGAGAAGAGCGACATGGA

Klonowanie (XmaJl) genu
parB do wektora pSS170

w GGGGATCCAGTGAGTGAGCGA
halotag
KP 71Fw TTAAGCCTAGGTGTACATCTCACGCGT
- CGCCTTGACCTTGATGAGGCGGC Klonowanie (HindlII)
CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACGGATC( promotora piai genutetRdo
KP_T71Rv ATCGTTATTCCTAGGCATCTCGAGGCC wektora pOJ260 52
GCTTTCGCACTTTAGCT
AGCTAAAGTGCGAAAGCGGCCTCGAG Klonowarie (Hindlll)
KP_72Fw ATGCCTAGGAATAACGATGGATCCGT fraament u k.
CAGCAAGGGECGAGGAGETG sekwencj(g linkera oraz geny
ACGCTCACTGGTACCTTAATTAACACG )
KP_72Rv CGTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGE mvenuslo wektora pOJ260 5]
TGTACAAGTAAACGCGTGTTAATTAA Klonowanie (HindlIl)
KP_73Fw | GGTACCGAGGCTCTAGCATGGAGTCT fragmentiz a wi er aj
GAT kasefi operatoraetOs do
KP 81Rv ATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAC, wekt or - w pO0OJ2
- CATGCCTGCTAGAGTGGCTT 353
GATCCGCGGCCGCGCGCGATATCGG(C .
KP_74Fw TGGCACAAGGGGTACGTCCA Klonowanie (EcoRlI)
AAACAGCTATGACATGATTACGATGG | | ' 2gmentu obe
KP_74Rv CGCCTTCGCCGGCGGGGGTCAGTCE vnz_1821%lo wektora @J260
ATCCGCGGCCGCGCGCGATATCGGAG .
KP_75Fw CCTTAGTTGGTCCGGATTGC E'%”Zwa%eu(gcmlafﬁrz;“
KP 75Rv GAAACAGCTATGACATGATTACGAGC d(J) wekt(ira OJ_260
- CCACCGGAGCTTCCG CeecTT P
TCCGCGGCCGCGCGCGATATCGATCG .
KP_76Fw ACAAGGTCTACAACGCGGGC Klonowanie (EcoRl)
AAACAGCTATGACATGATTACGGGCT | | agmentu obe
KP_76Rv CCACCTGCGGTTTCGTCCA vnz_19695lo wektora pOJ26(
Klonoware (Hindlll/Xhol)
< 6ory | CTCACTGGTACCTTAATTAACTCGAGT gerg‘:éitt'j:éproi";c:lf\:vaefg"i
- TATAATCGCTCTTCTCTCCGGGATA | P Re )
RBSdo wektora
pSS17thalotag
PSSSed_FW| ) GGATCTTCACCTAGATCCTTTTGGT | Amplifikaca fragmentu
SSsed Ry pot wi erdzaj Nc
PSSSEA_RY) 5 CAGTGGTATTTATGTCAACACCGC | insertu do plazmidu pSS170
2 . .
POJ FSVOSeq_ GGTTTTCCCAGTCACGACGTTG Amplifikacja fragmentu
pot wi erdzaj Nc
p0OJ260seq_| . .
Rv GTGGAATTGTGAGCGGATAACAA insertu do plazmidu pOJ260
pSv_parABK CCCGCGAGATCGCCCTG Weryfikacja
ont3_Fw delecji
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pSv_parABk g e n parAi/lub parB

ATCCAGGCCTCCTTCTCCA
ont4_Rv

Amplifikacja fragmentu
gyr2_Fw ACAGGAAGGTCAGCAGCAG chromosomts. venezuelae
3958 240' 3 958322

(w pobl iofi@, r

gyr2_Rv GCTCCGCTATCACAAGATCA wykorzystywanego do analizy
iloSciowej ma
Amplifikacja fragmentu
arg3 Fw CACCTGCGGATCTACAAGC chromosomiB. venezuelae

1320 274 1320 351
(w pobli Ou k|
ramienia chromosomy)

arg3_Rv CCACTCCGACATCTCCTTG wykorzystywanego do analizy
il oSciowej ma
KP_98Fw CTGTGCGCAGGGTTTACTT Aplifikacja fragmentu
chromosomiS. venezuelae
KP_98Rv TGCACGACAACGATTCTGGA 39878607 3987962
KP_100Fw ATTGTCCCCACGGGACTTGT Amplifikacja fragmentu
chromosomiS. venezuelae
KP_100Rv CGGCCAACTTCCCTCGTACT 4 060 172 4 060241

4 . 3. Mametodyilabogatoryjne

Mat eriagy | aboratoryjne

W ramach nNiniejszej] pracy D ookdt cozrysrkii ke-jw

imater*i:ag- - w

w Zestawy do izolacji plazmidowego DNA Mfniprep Kit, Midiprep Ki) oraz
chromosomalnego DNAGenomic Minj (Thermo Sciatific oraz A&A Biotechnology),

w Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych (trawieniu enzymami
restrykcyjnymi, amplifikacji DNA pOClganzez ga
up kit( A&&A Biotechnol ogy) Or az zeausagaaozowet®® O C Z )
- GelOut(A&A Biotechnology) lub Gel ME Mini Kit (Syngen),

wZestaw do pomiaru st iUen i QubittdsDINA Quaritificatieng o D N.
Assay KitgNr kat. Q32851; Thermo Scientific),

w Zestaw do d e t Wésterjy i blottiagy mentacjduN e mi | umi nescen
-Super Signal E West Pi co (TBehmo@diehtilichi nescent Su

* dla kluczowych zestawdéw podano numery katalogowe
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w Zestaw do testu hydrolizZda TP/GTPLCTP1 ATPasel GTPase Activity Assay K{Nr kat.
MAK113-1KT; SigmaAldrich),

w Markery mas czNst ec zk o wakreshl15aD40%7:pz; DNATIb d a/ Ps't
zakres: 10001 000 pz (A&A Biotechnology), mar k e
Unstained Protein Ladder, PageRuler Prestained Protein La{iBleermo Scientific),

w Enzymy uUywane do modyfikacj i nglangRiokabse!| ani &
(USA) , Gi bson Assembly Master Mi x (2x) (I'n
(FastAP; 1 WL) (Thermo Scientific), polimergz DNA (Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase (NewEngland Biolabs), KAPAHIiFi HotStart DNA PolymerasgKapa
Biosystens),DreamTagDNA Polymerase (5 WL) (Thermo Scientific)Power Up SYBR
Green Master MiXApplied BiosystemsPolimeraza T45 U/ul) (Thermo Scientificloraz
enzymy restrykcyjne i odpowiednie bufory (NewEngland Biolabs, Thermo Scientific oraz
Promega),

w Bagko A oraz G zwiNzane do zgoUa magnetyczr

Ol zawiesiny zgoUa/1 ml roztworu,
w Przeciwciaga | i Il rzindowe uUy4ane w r ama
Tabela44.Pr zeci wci aga | [ Il ragdowe wykorzystywane
Nazwa Rodzaj Producent; . Zastosowane
. . Zastosowanie .
przeciw przeci w Nrkatalogowy rozci edc
Mysie Sigma Wykorzystywane
antyFLAG przeci W do detekcjimetki 1:1000
monoklonalne F92911MG FLAG
antyFLAG M2 . Thermo Wykorzystywane g0 Ol
. Mysie S -
zwi N z~a I Brzeciw Scientific do zaW|eS|~ny
zgoUa immunoprecypital z g o Ua/
monoklonalne N
magnetyczneq A36797 cji chromatyny roztworu
Mysie Promega Wykorzystywane
anty-HaloTag przeci W do det ek 1:1000
monoklonalne G921A HaloTag
Kr - 1ic
przeci W
poliklonalne Instytut Wykorzystywane
oczyszczone za| Immunologii |do det ek
anty-ParB pomoca Terapii ParB oraz 1:2000
chromatografii | Do Swi a d { immunoprecypi
powinowactwa PAN tacji chromatyny
na bi adk
venezuelae
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Surowica : Instytut
. Kr -1l ic
kr-1ic fzeciw Immunologii i
Zawi er g P . Terapii 1.500
: poliklonalne AR
przeci w (surowica) DoSwi ad ¢
anty-ParB PAN
Kr - 1ic Invitrogen Wykorzystywane
anty- mCherry przeci W do detekcjib i a 1:1000
poliklonalne PA5-34974 mCherry
, , Wyk t
Mysie Invitrogen q 2; orzyseyslvzieni
anty- EGFP przeci W EGEP oraz 1:1000
monoklonalne MA1-952
mVenus
Mysie
A
anty-rabbit IgG skoniugowane z .Santa Cruz dr u gorzn 1:5000
HRP Biotechnology | analizWestern
peroksy
blot
chrzan
(HRP)
Mysie
przeci W Przeci w
anty- mouse skoniugowane z Santa Cruz drugor zn 1:5000
IgG-HRP per oksy Biotechnology analizWestern '
chrzan blot
(HRP)
1 Barwniki fluorescencyje orazl i gandy wi NUNce sifn kowal

stosowane do obserwacji mikroskopowych zestawiono w Tataeli 4.

Tabela 45. Bawniki fluorescencyjneoraz ligandy wykorzystywane w pracy

Barwnik / ligand / Producent / Nr katalogowy Zastosowanie

Barwnik fluorescencyjny

Hoechst 33342 Invitrogen BarwienieDNA
(tryhydrochloride trihydratg H3570

Invitrogen .

SYTO-24 S7572 BarwnienieDNA
7-Aminoaktynomycyna D Invitrogen -

(7AAD) A1310 BarwnienieDNA

WGA-Alexa Fluor 350 Invitrogen BarwnienieS cny a
W11263 kom-r kowe |

NADA-green
(3-aminaD-alanina

znakowana NBD (-hitro-
2,1,3benzofurazan))

Tocris BioTechne
6648

Barwnienie
nowosyntetyzowanego
peptydoglikanu
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Ligand
Promeaa Li gand wi NU
TMR direct ligand g kowal encyj ni
G299A
HaloTag
Promega Li gand wi NC
Janela Fluor-549 GAL11A kowal encyj ni
HaloTag

9 zgoUa chromatograficzne uUywané, w ramach pi

Tabela 46. Zg-Ua chromotograficzne wykorzystywane w |

ZgoUe chromat og Producent Nr katalogowy
Glutathione Sepha Cytiva GE17513201
Cyanogen bromidactivatedSepharose 4 .
Fast Flow(CNBri Sepharosg Cytiva 17098101
Sephadex &5 Cytiva 17085101

Proteinaza K (SigmaAldrich),
Proteaza&PreScission{500 U; Nr kat. 10196324; Cytiva),
Filtry strzykawkowe z membranN PVDF i Sred
Rot h) oraz G XC60.1;Rdh),em (Nr kat.
T Pgyt ki mi kr-dnofluidippites@alASEC ONIXT BO4A (Nr kat. BO4FO1-
5PK; Millipore),
Przezr oc zy satoweHpgygdmk (GropitbGurves),
Kulki szklane/ cyrkonowedo homogenizacji tkanek 0,1 mm (RdtBioSpec)
Woda wolna od DNazy (Invitrogen), Formaldehyd, 37% (Sigxidxich),r o z tPB®S(Nr
kat. ROTH-9150.1 ROTH),
Fenol / chloroform / alkohol izoangivy (25: 24: 1)pH 7,5- 8,0 (Nr kat. A156.2;Roth),
Agaroza- Agarose low gelling temperatu(®r kat. A941425G; SigmaAldrich),
w Pozostage odczynni ki wykorzystywane w doSw
Roth, Merck, Thermo Scientific, Roche, Difco, GE Healthcare.
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https://www.sigmaaldrich.com/PL/pl/product/sigma/ge17513201

4.4, Aparatura,

Aparatur

Dokt orskiej

progr amy

Kkomputer owe

a uUywana

opi sana zostaga

Tabela 47. Aparatura laboratoryjna wykorzystywana w pracy doktorskiej

w Tabel

nar znd:

wwethhakzNey efkkswesyaat ni

4 .

Aparatura

Nazwa aparatury i firma

Aparatydo elektroforezy
wertykalnej (elektroforezg
bi agek)

Mini-PROTEAN Tetra Cell (BieRad)

Aparaty do elektroforezy
horyzontalnej
(elektroforeza DNA)

Wide Mini-Sub GT Cell (BieRad)

Aparat do dokumentacji
Uel i agar oz

G:box (Syngene)

Aparat do wizualizacji i
dokumentacji e | i
polikaryloamidowych

Bio-RAD ChemiDocT™XRS + Imaging System (BifRad)

Aparat do wizualizaciji i
dokumentacji
fluorescencyji

Azure Biosystems C600

Czytnik fluorescencji

Tecan Infinite 200 PRO

Aparat do PCR

Thermal Cycler T100 (BidRad)

Aparat do Real Time
PCR:

StepOnePlus (Applied Biosystém

Aparat do transferu
Ap- gmokrego
me mbr ann
nitrocelul o]

Pierce Power Blotter (Thermo Scientific)
ZOOM Dual Power (Invitrogen)

wytrzNsani e

Blok grzejny Eppendorf Thermomixer compact (Eppendorf)
Densytometr WPA C0O8000 Cell Density Meter (Biochrom)
Homogelzator FastPreg24 Classic Instrument (MP Biomedicals)
Inkubator BD-53 Universal Incubator (Binder)

Heraeus 6000
Inkubatory z INFORS (modele: Multitron i Ecotron)

Excella E24R (New Brunswick Scientific)

Komora laminarna

BIO60 (Faster)
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Mikroskop
fluorescencyjny

LAS X Widefield (Leica), Obiektyw Leica HC PL Fluotar 100x/1.
Ool'L PHS3, zestaw filtr - w: DAP
nm; zakres fal emisji 460/50 nm), TXR ET (zakres fal wzbudz
560/40 nm; zakres fal emisji630/75 nm), YBT (zakres fal
wzbudzenia 545/25 nm; zakres fal emisji 605/70 nm), GFP|
(zakres fal wzbudzenia 470/40 nm; zakres fal emisji 525/50
CFP ET (zakres fal wzbudzenia 436/20 nm; zakres fal emisji 48
nm), YFP ET (zakres fal wzbudzenia 500/20 nm; zaiKed emisji
535/40 nm). Kamera cyfrowa Leica DFC7000 GT. Softw
platform- LAS X.

Odwr - cony
fluorescencyjny

m

DeltaVision Elite Microscope (GE Healthcare). Obiektyw Olymj
PLANApo 100x/1.40 OIL PH3, filtr EYFP- 2FITC (zakres fal
wzbudzenia, $3/17 nm; zakres fal emisji, 548/22 nm), filtr mChe
-mCh (zakres fal wzbudzenia, 575/25 zakres fal emisji, 625/45

Mikroskop
wysokorozdzielczy

Zeiss Elyra 7 Superresolution Imaging Sys{@eiss);

Lasery: 405 (50 mWw), 488 (100 mW), 561 (500 mw)3 &@n (500
mW). Detektory: kamera sCMOS + emCCD. Kamera cyfrowa Ar
EM-CCD camera iXon Ultra 897.

Obrazowanie: Apotom + SIM square + SMLNDbiektyw Alpha
PlanAPO 100x/1.46 Qil DIC VIS. System ZEN 3.0 Black SR
Stage attachment Z PIEZO WSB 500.

Mikroskop konfokalny

Leica Stellaris Imaging System (Leicd).a s e r i zhkres @p y7(
do 670 nm (2,5 do 80 MHz.; moc > 1,5 W. Skaner Fal¥iew dla
STELLARIS 8. Detektory: 2x HyD S + 1x HyD X. Obiektyw AP
100x / 1,40 oilOprogramowanie LAS JXStellaris Control Softwatre

system do analizy wzrost
bakterii

Modug LAS X FRAP.
pH-metr 4 5 0 -nmeter(Beckman)
Sonikator Sonics Vibra Cell Ultrasonic Liquid Processor VCX 130 W, (Son
Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)
Spektrofotometryczny

Bioscreen C (OY Growth Curves Ab LtdALAB)

System do and
mi kroprzepd)

CellASIC Onix platform z oprogramowaniem producenta CellAd
ONIX FG (Millipore)

Wi r - wki

5415 R Centrifuge (Eppendorf)
Allegra X-22R Centrifuge (Beckman Coulter)

Avanti J}26 XPI Centrifuge (Beckman Coulter)

Programy komputerowe ianr zndzi a

wchodzNcych

bioinformatyczne

w skgad niniejszej p8r acy

uUywan
Doktors
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Tabela 48. Programy komputerowe i narzndzia bioinfo
doktorskiej

Nazwa programu Zastosowanie
komputerowego
Baza sekwencji genomowy@treptomyces z  kt - r e
StrepDB sekwencja genomuS. venezuelaavr a z z adnot
(http://streptomyces.org.uk).
PubMed Literaturowa baza danych (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).
UniProt Baza danych dotyczNcych biag
Primer Express 3.0 Projektowanie st-BRQRt er - w do r
Analizy sekwencji nukleotydowych, projektowar
SnapGene 4.0 oligonukl eotyd:- w or az pl az
restrykcyjneo.
Anal i za zdjnl mi Kk md ke yawmyp S
Fiji ImageJ chemiluminescencyjnycthttps://fiji.sc/)
Anal i za danych z mi krosko
SMTracker 2.0.oparty na pojedynczej ’ ¢ z N sSinglec gakidle trécr&;g
oprogramowaniu . ) ; .
MATLAB W|zuaI|z.aCJa ruchu pojedyn
(MathWorks, Natic, MA, USA).
Anal i zy statystyczne, Py 3yg
R Studio 4.1.1 z mikroskopii  fluorescencyjnej, wysokorozdzielczej o

konfokalnej (htp://www.rproject.org).

|l mage LabeE
(Imaging System)
StepOne Software v 2.0
(Applied Biosystems)

Dokumentacja Uel: poliakrylo

Anali za wpGRi k- w RT

LAS X (Leica) Dokumentacja zdjal z mikrosk
AxioVision LE Rel4.5 Dokumentacja zdjnl z odwr-co
ZEN 2012 ImageJ

Zeiss Elyra 7

Superresolution Imaging| Dok ument acja zdj Al z mikrosk
System(Zeiss)

Leica Stellaris Imaging

System (Leica) Dokument acj akopukgnfokkalnego. mi kr os

45Hodowl e mi kroorgani zm- w

4.5.1. HodowleE. coli

Hodowl eE.pojiymaveadzono w kol bach stoUkowych
w poUywce LB )(.Tabejlrat 4Si5 . poUywki =z dodat ki em
przekrla/csz agjmj it oSci kol by lub prob-wki. Hodo
obrot-w/min w temperat/ptUZ8082AC HDHBWIie BEALD
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9. Bodowdej N c
ET12567
stagyc

prowadzono na szalkach Petriego,
inkubowanow t emper at ur ze 3 7pUZ8OQ2PHS5 U i
W celu selekcji do hodowl i pagynnywd.h i
Tabela4d9. PodgoUa Ecdi hodowl i
PodgoUe
PodgoUe sBeradie(LB) ur PodgoUe pgynne
Podgopgy hBe 1JEkstrakt dr 6f§ddUowy
Bactoagar 209 Trypton 10g
NacCl 10 g
H20 do 1000 ml
NaOH dopH 75
Tabela410. Antybi otyki st osovaoliev cho doevll ealcdj ipdynanyeaem-

Antybiotyk StnUenie [vDgp ad g ¢
Ampicylina 100
Apramycyna 50
Chloramfenikol 34
Higromycyna B 150
Kanamycyna 50
Kwas nalidiksowy 25
Thiostrepton 50
Apramycyna 50

4.5.2.Hodowle S. venezuelae

Hodowl e S . pejgzielaer owadzono

ml prob- wkach
stoUkowych o

i natl enieni a

pl asti kowych

hodowl i)

antybiotyk 12y. Hodbwle iekubawarb.w 3¢ z

przez 3i 40h
Do

dodawanN do

(w
wszystkich
rozcie@&@zonej mi
ODeoo: 0,05

poUy wk i

pobierano 1

eksperyment-s eq)(,z

eszaniny
Ol spor

(0]

w prob- wkach
objntoSci
pojwinnroa§cNcy2Hh0 smli r akhi
1) zpdodakient edpowiedmith ( Ta b
wytrzNsani em
zal e Un o S cwadzondgo ekaperymemtu).w p r o
onbyjj iNtt okS Te mz aawn
wy | i ¢ @&gzmerzoneg dlaf@O@ratriiea wi e
rzoazrco den@ckz-ewm iw  za%Wwi @ |

i zaszczepiano

szkl



Hodowl e
Z dodat ki

o pojemnoSci

em 1
250

14 h dodawand 0 sfbr z zawiesiny spor o QB = 0,05Natomiast do analizy ChiBeq

pgynne -skeag egmalwiazdyz ob !l Rv
r o (Tabela Mld.) wmkolbach ebl Uk mewnytc-hw
zawi esagNeycheppiwr-abdowhB

m |

m |

szcep - w h o d opmerfhydodawand 0 0 sp@z zawiesiny spor ®Dsoo = 10,00.

Hodowl B. vehezeelpeer

lub R2 bez sacharozy (R2/S) (Tabelal4. ) =z

owadzono na szal

dodat ki em

kach
odpowi edni cl

412 . ) . Hodowl e i nkubo6wdainGaly hadowdleOuay€a § yp zlang r ot
kol or zbierano spory wW spos-b opisany w
w temperaturzé 7 0 A C .
Tabela4ll Podgo Ua S.deaneziema o wl i
PodgoUe stage
PodgoUe st ageYeddyM PodgoUe stage R2/
Extract-Malt Extract), pH 7,3
PodgoUe MYM pgynne |K:SQ 0,25 g
Bactoagar 20¢g MgCl, 6xH.0 10,12 g
Maltoza 10g
Difco Casaminoacids 0,1g¢
H>O destylowana 800 mi

Do 80 ml
g Bacteagaru.

powy Us z

Po sterylizacji dodawano (do 80 ml

poUOywki):

KH2PO; 0,5% 1ml
CaChk 2H,0 8 ml
L-prolina 20% 1,5 ml

Bufor TES (5,73%, pH 7,2) 10 ml
Roztw-r mi kr o6,2nrml
NaOH (1M) 0,5ml

Roztw-r mikroel e
ang. Trace ElementSolution):

ZnClh 40 mg
FeCkL 6.6 200 mg
CuCbL 2,6 10 mg
MnCl.L 4.8 10 mg
Na:B4O7. 1 eOH 10 mg
(NH4)sM07O24L 4,61 10 mg
Woda destylowana Do 1 litra

ego

me n

me ,n

objfAitoSci

Petri
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Pod@§opgynne
PodgoUe p gMaltoseYeadty N PodgoUe WFIgynne
Extract-Malt Extract), pH 7,3

Maltoza 10g Trypton 16 g
Ekstrakt droUsdowy |[Ekstrakt dri®gdUowy
Ekstrakt maltozowy 109 NacCl 59
H.O destylowana 500 ml HO do 1000ml
H:O wodoci Ng dboDanl

*Bufor TES- 10 mM TrisHCI, 100 mM NacCl, 1,0 mM EDTA

Tabela4l2 Antybiotyki uUS veaeauelaew hodowl ach

Antybiotyk StnUeni e [vVDgp ad g ¢
Apramycyna 50
Higromycyna B 150
Kanamycyna 50
Kwas nalidiksowy 25
Thiostrepton 50
Apramycyna 50

4.5.3.Technika zbierania sporS. venezuelae

Spory Streptomycez bi er ano po hodowl i na pHigoUu
w 30AC, prowadzon e jkolengszarazielomeyo Kdlgrm (4 Gdni). a pr ze z
W celu zebraniaspoa szal kn Petriego nanoszono ok. 15
za pomocN jednorazowe]j pageczki do wymaz- - w
zawiesinBeudgpaybnin z tekewanoczdobelpfalkdpr we k
i mieszano za pomocN mikrowytrzNsar ki pr zez
zarodhawiwesini filtrowano przy uUyciu strzyk
bawegni ana wat a, co pozwabdgjowi heszodadii ep e
ni ezr - Urpseadgwaryédijn i . PrzefiltrowanN zawiesinn

obr./min. Osad spor zawies280o00popwzeral eUpes
uzyskanego osadu) 10% zimnego, sterylnego glideu . Nastnpnie zawieszo
na porcje o objntoSpdenddd DamdaUanobWwWWwBEmpegpa

454 Pomi ar st Benezuddamse pod N spektrofotome

StnUenie zawiesiny spor mioemspekirafotometrp.] a st i

Do kuwety z amwody nliQ Nadavano Sriz&wiesiny spor w 10% glicerolu.
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CagoSi mieszano i odczytywano wart edjakoabsor b

pr-bn refenrencyjna uUywano 10% glicerol u.

~

4.5.5.Pomiar tempawzrostu S. venezuelapr zy uUyci u czytni k:
C

Analizy tempa wzrostu prowadzono dla hodowi venezuelasvw pgaskodenny
przezroczystych pgytkach pomiarowych Honeyco
studzienek o robbdcegj 40Db] 81 SSéherictes @a nsiz s Paomo
w lodzie i rozcieEzano Ww edr0O-%vmngd iC,ed 5, ug nak
przygotowanN zawi eksrimtenireo zw i pdHéyvame BPYOn n e j
Tak przygotowanezawiesity r oz pi pet owywano po 300 Ol do s
dogkowej . Wszystkie doSwiadczenia wykonywa
bologicznych oraz technicznych tego s@mego s
steryl nej poUywk i dzbhd M.zautbhoatyznwahyin amqalizatosze wzrostu
mi k r o o r gBioscreen@Tabela 4.7.przez2448 h, w 30AC ze Sredni

pagyt ki (250 obr/ min). Wzr ost hodowl i monitor
(ODe00) co 20 minuas ptrrzeanicaa gegk scpzer yment u. Dan
oprogramowania BioScreener 3.0.0. Na podst av

wzrostu przy uThpetaid.8 ) kquopagowanymu z Rz dr Agn.i eszkn

456.Anal i za r -YveieralmenanipaodgoUu st agdym

W celu anal i z9. venezddlaah @ o wardijao Uma ws teas§ ynm, s p
rozcie@®zono w 10% gl i ee* @05, rtaaskt Nguanp e o swiy &
dziesifnciokrotne s eldolps)p czymowysiewanEa z evmiea i (| @b ci
(po 3 OI) na podJollpAnslirowane szddepMvygieWand mderm nas .

j ednej szal ce Petriego w celuwu utrzymani a |
prowadzono w teOpeenawvacize WVDHACSt uowadronoz r- Ui
w ci Ngu 96 godzi n 12448 72 arazl9é halokuentagespsowadzpro h

przy ulciu aparatu BieRAD ChemiDocTMXRS (Tabela 4.7.) wykorzystuj Nc

Almaging System (Tabela 4.8.)
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4.6.Podstawowe techniki biologii molekularnej
Usguagi reali zowane :przez firmy zewnntr zne

w Synteza oligonukleotyd-w oraz reakcje sekw
Genomed (Polska),

w Sekwencjonowanie metodN Sangera zostagdgy w)
Sekwencjonowani &sb8GSzpst Bgé @Whkonsavisecespr ze z

(dawniej Fasteris, Szwajcaria).

4.6.1. Metody i zoH alcj i DNA z kom-rek
4. 6. 1. 1. |l zol acja DNAE.qoll azmi dowego z kom-rek

W celu wyizolowania plazmidowego DNA, pojedyndkkoloniN E. coli z szalki
Petriego zaszczepiano kb 50 ml pgynne | (pabelaydnBk)iz ddd@kiem
odpowiedniego antybiotykido d o wrbwadzonp wyt r zNs hj NcapgAEesznp8i e

wirowano przez 5 minut przy 5000 obr./miit. celu wyizolowania plazmidowego DNA z 9 m

hodowli wuUywano niepsrteapvuKiPtl a@Rao dd zMiagpdnid . 3. )

z instrukcj N pr oducWcaeluayizadowani plazmidoNegod NAz 80s t a wu
ml hodowl i u (PamadnvidiprepekstRawd4i agJ) | Egodie ipowar
z instrukcjN producenta zagNczonN do zestawu

4.6.1.2. IzolacjaDNA kosmidowegoz k o mE. coé k

W celu izolacji k 0 s Bhicdia pogedyoczeCkdlgnij z skatkim- r Kk i

Petriego zaszczepiano w (Tabelamil®) p dypowednin p o Uy
antybiotykiem. Hodowln inkubowano, wy 2r zNs aj
ml ) pr zenos zon oEppendorpwiramMano w éekpetatyrpeypokojowej (5 min,
5000 obr ./ min). Osad kom-r ek z d3y.iNssstznopnnoi ew dlo-
zawiesiny dodawano 300 Ol buf orn w raB,2przezk om- r |
inwersjn), po czym doda wZabaa4BPiviro®dno (bOurfinp r u P 3
14000 obr./min, temp. pokojowa). Do otrzymanego supernatantu doda®ahorf@szaniny

62



fenol: chloroform: alkohol izoamylowy i ekstrahowano energicz
a nastnpnie wirowano (5 min, 14000 obr ./ min
prob-wek i uzyskane DNA precypitowaast pppiee
wirowano (15 min, 14000 obr./min, 4Adn. Zebr
i powt -rnie wirowano w tych samych warunkach

buforu TE z dodatkiem RNazy (100 eg/ ml).

Tabela413.Sk gad b uf ystywanysh yikizmlacjiDNA kosmidowegoz k o mE. col k

Bufor P1 Bufor P2 Bufor P3 Bufor TE
50 mM TrisHCI pH | 200 mM NaOH 3M Octan potasu pH| 10 mM TrisHCI pH
8,0 1% SDS 55 8,0
100eg/ml RNaza 1mM EDTA
10 mM EDTA

4.6.2.1zolacja DNA chromosomalnegdS. venezuelae

W celu wyizolowania chromosomalnego DNASz venezuelagrowadzono hodowle
pgynne 5 ml w poUywce MYM z d(@rabelda 4L)®mr mi kr o

odpowi edni ego czynnika selekcyjneg®l Hparo wl
z zawiesiny spor 0 Ofg = 0,05 Ro z d 4.5.2).0Hodowle wpr o b - wk akaton t y p u
opojemnoSci 50 ml , inkubowano w 202Q.Pp wytr.
skoE&zone|j Il nkubacji hodowle wirowamad ngt ne z

supernatantu, osaa wi e szano w T&8Ol, pdB,0(1urMp 7 lizozymem
(stnUenie ko aoswel ph i mg /zrapsmeiesorodoy po ©dd we kKt

Eppendorf(2 ml) i prowadzono godzinnN inkubaajcij iw 37
chromosomalago DNA prowadzonoz godni e z instrukcjN produce
Genomic MiniRo zd4.i &) . Oczyszczony chromosomal ny L

wolnej od DNazyR o z d43.)a ¢
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463.Reakcje uUywane podczas klonowani a

4.6.3.1. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

W celu sprawdzenia poprawnoSci otrzymanyc
ligacji, klonowania z wykorzystaniem polimerazy DNA z faga T4 (SL{R) z d 4.6.3a/ §
l ub met od NRRo &d B.5.28) prowgddzono reakcje trawienia DNA enzymami
restrykcyjnymi zgodnie z zaleceniami producean(z d 43.).ePpwadzac reakcje trawienia
DNA jednym rodzajem enzymu restrykcyjnegpsin o c ze Sni e do mi eszani
dodano fosfatazy alkalicznef Ro z d 3i) &&t @l. i zuj Nc e | UWwWaB-l ni ani
fosforanowych z DNA w celu zapabBizginmawamo,l i
1 U enzymu trawi 1 O0g DNA, w czasie 1 godzin

i temperaturze. Produkty trawienia sprizano elektroforetycznie.
Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

W celu oczyszczenia DNA po reakcji enzymatycznej wykorzystano zestawu-@ean
kt(Rozd4&i&ag), postnpuj Nc zgodnie z instrukcj N

46.32Defosforkp@&cjwa BRA

W celu wusunincia reszt fosforanowych z Kk

uUywano termoczudej al kal i c Ro e ¢ Z.3)poBsef aakt caj zny (
defosforylacji wykonywano wedgug zal ece®E& pr
inkubacjin pr-bki w temperaturze 65AC przez 1
4. 6. 3. 3. El ektroforeza DNA w Uelu agarozowyrm

W celu rozdzielenia fr agmeood przaproldaNzanoo d §
elektroforezin DNA w Uelu agarozowym, idobier
rozdzielanych f riab@0npe:nd,& 2%; SADINIA 000 pz0 @7 1,0%). Do
Uel u dodawano bromek etydyny o koE&owym st

wi zualizacji DNA za pomocN Swiatga UV. Przed
nchx stfAnUony bufor wdohbciRMGajzNay (eTaekdlraofdo.r et
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w buforze TBE (Tabela 44.), w temperaturze pokojowej w aparacie do elektroforezy

horyzontalnejilOpVzymna@i del u
nanoszrRanodaGda Kk er

r-wnoczeSnie

8nal i gynewmitelwk 0 S
> DNA/ Pst | (

Tabela 414 Sk g audo bhcu fNolra x)Nrazbgforu TBE (1x) wykorzystywanych podczas
elektroforezy DNA w Uelu agarozowym
Buf or ob@®x)NUa Bufor TBE (1x)
Tris-HCI, pH 7,6 10 mM Tris, pH 8,0 89 mM
Glicerol 60% Kwas borowy 89 mM
Bgnkit br onipoB% 1| EDTA 3 mM
4. 6. 3. 4 | zol acj a frozogepe nt -w DNA z Uel u agar

DNA po reakcjach enzymatycznych rozdzielano elektroforetycznie i wycinano
Uelu odpowiedniej
zestawu GelOut lub Gel ME MiniKiRo z d4.i &.9) ,

skalpelem z wielkoSci frac

postfipuj NNczogaoadni e

do zestawu.
4.6.3.5. GaCGcuchowa reakcja polimerazy (PCR)
Fragmenty DNA amplifikowano metPER,&hg. §a Ec uc

Polymerase Chain Reactipn, kt -rN prowadzono w objfitoSci

poprawnoSci pr zeyfriokvamdjziongehetmpocznych | ub w

namnoUenia fragment -w DNA do dalszego ich w

magN skalfn przygot owyDBDreambag Greem PNArPolymerase Kitz e s t a
(Ro z d 4.8.;aT@bela 45. ) , a mrae psakraaltily wn Nz  uHby Starte m  z e «
HighFidelity DNA polymeras€R o z d 4.8.,aTgbela 4.7.) lub KAPA DNA polymerase

(Ro z d 4.3.,aTgbela 49.). Reakcje PCR prowadzono w aparacieermal CyclerT100

(Tabela 47.) (Tabela 416.; Tabela 418.; Tabela 420.). Produkty reakcji analizowano przy
pomocy elektroforezy w Uelu agarozowym | w

pomocy odpowiednich zestaw-w {Romd3yagea. Bubp
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Tabela 415 Skgadni ki mineg RCR dla polmegrazy RreaTay |
Skgadni k SstnUenie ki A
Matryca 100pg-1 Og 1 0
Bufor Green DreamTad.0x 1x 5 Ol
Starterforward ( 1 0 O M) 0,5 OM 2,5 Ol
Starterreversg{ 1 0 O M) 0,5 OM 2,5 Ol
dNTPs (10mM) 200 OM 1 Ol
Enhancer Q5 Hot Start N
HighFidelity (LOX) 1x 5 Ol
PolimerazeDreamTaq =
(1U/ O ) 0,01 U/ Ol 0,5 Ol
Woda miliQ uzupegni one

Tabela 416. Warunki prowadzenia reakcji dla polimerazy DreamTaq

Etap Temperatura, czas Il oSi ¢
1 IDenaturacja wstnf95AC, 3 mi
2 | Denduracja 95AC, 30 ¢
3 |PrzygNczanie staiTs30s 30
4 '\wydguUani e 72AC, 1 mi
S |WydguUanie koEo\y72AC, 5 mi 1
6 |Schgadzani e 4AC, 2 min 1

*T a0bliczana ze wzoru Ta=4 x (6C) +2x (A+T)-5 AC

Tabela 417. Sk gadni kreakeyjnet BRCR dla polimerazy Q5Hot Start High
Fidelity
Skgadni k stinlUeni e ki 11 oSi

Matryca 1pg- 1 ng 1 0
Bufor Q5 5x 1x 10 Ol
Starterforward( 1 0 O M) 0,5 OM 2, Ol
Starterreversg{ 1 0 O M) 0,5 OM 2,5 OI
dNTPs (10mM) 200 OM o]
Enhancer(10X) 1x 5 Ol
E?;':;?;Zﬁ:QEOt Start 0,01 U/ OI 0,5 OI
Woda miliQ - uzupegni one
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Tabela 418 Warunki prowadzenia reakcji dla polimerazy Q5 Hot Start HighFidelity

Etap Temperatura, czas 1 o8I ¢
1 |[Denaturacja wsting98AC, 30 s 1
2 | Denaturacja 98AC, 10 s
3 |PrzygNczanie stafTs30s 30
4 (WydguUani e 72AC,/kpa 0 s
5 WdguUanie koEo|y72AC, 2 mi 1
6 |[Schgadzani e 4AC, 2 min

*T , obliczona z wykorzystaniem programu ze strony firmy NEB

Tabela 419, Skgadni ki mieszaniny rkKARAKcyj nej PCR dl a p

Skgadni k StnUeni e Kk 1 oSi
Matryca 1 pg-1ng 1 Ol
:\(/Iﬁ(Pg( HiFi HotStart Ready 1x o5 B
Starterforward( 1 0 O M) 0,5 OM 2,5 Ol
Starterreversg{ 1 0 O M) 0,5 OM 2,5 Ol
Woda miliQ - uzupegni one

Tabela 420. Warunki prowadzenia reakcji dla polimerazy KAPA

Etap Temperatura, L1 08 .
czas
1 |Denaturacja wstninpng95AC, 3 n 1
2 | Denaturacja 98AC, 20
3 |PrzygNczanie start¢Ts15s 30
4 (WydguUani e 7 2 AGs/kpg
5 WydguUanie koEGowe |[72AC, 1 n
6 |[Schgadzani e 4AC, 2 mi 1
*Ta obliczana ze wzoruF 4 x (G+C)+2x (A+T)-5AC
4. 6.3.6. Spektrofotometryczne oznaczanie stn
wW celu oznaczeni a stiilUeni a D NeAt o dwn pr

spektrofotometrycznN, wy k o (Tabela4t7y) jWNtym celp ar at
nakgadano pr-bki wkinoppimt ab oRoNidurgbsbrbandi DNAe
dokonywang@r zy dgugoSciach f &t n UkRNA e@l8Bl0ez§ B &g iNcP, 3 |
Ue przy A260 = 1 roztw-r zaMiérmmomr- - &icizeyg/t mISidw
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DNA od zanieczy oddzeadsuhekdglose wylcehS1 i  Fgini k  mi
w zakresiei@iBdzuyznaw&no, Ue prepazyyd z cjzesE
bi agkdowych.z tego mierzono czystoSi DNA od i
obliczaj NesAsdtJoesQulnie kwansti &L, &ymznawano, Ue w

zanieczyszceniarganicznelJ ak o pr - b Sl epN uUywano wody mil

4.6.37. Klonowanie z wykorzystaniem polimerazy DNA z faga T4 SLIC

Do Kkl onowani a f r a gme n tlangy Seduéhge ande liigatiorN  SL |
Independent Clonilg uUywano tr awi onyoreanzz ypnoal tiyntezrnai zefi wDel
T4 (Rozdziag k“.Ba) eomdoSini embk| eotyd-w wykaz
36 egzonukl eazowN. |l nserty do klonowania SLI

starter-w z dodat kowy mi 20 nukl eotydowy mi s e

wektor a okal aj Ncy mi mu. &\ seakei steskwarm ndwukeotmyi, a i n
trzykrotny |l ub czterokrotny nadmiar mol owy i
dgugoSci | igowanego fragmentu DNA. ObjnitoSi

0, 2 Polimerazy T4 (5 UluhRo z d 4.3)d 8, 5 buforl dlaPolimerazy T4 Reakcje
prowadzono przez 3 min w temperaturze pokojoleg ak cj 1 zatr zymywano f
1 6l 10 mM dCTP, hamuj Nc aktywnoSi egzonukl e
BezpoSrednio po reakcji DNA chemikempetentnytlo t r a
(Ro z d46.49.4

4.6.3.8. Klonowanie metodN Gi bsona

Al ternatywni e, do kl onowani a fragment - w

wektorem wykor z\ychsoy Mssemlgy tke c hrai kmiy kor zyst uj e

(trawi jedndNt awi ajDNk#o Gecoez oleg p KBibe, ul egaj Nce hy
kompl ement arnoSci zasad), polimerazn DNA (wy
DNA) [ l i gazn DNA (gNczy fragmenty DNA). I

przygotowaywane tak a k do kl onowarniRo z chet a.jHodoBaho €. 7. )
dwukrotny, trzykrotny lub czterokrotny nadmiar molowy insertu w stosunku do wektora,

w zaleUnoSci od dgJugoSci |l i gowanego fragme
wynosi ga 20 @ieszanimyGittlsgnmssénibly Kddster M{2x) (Ro z d £3.)a §
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Reakcje prowadzono przBezpdo $ir evd rt ieanppea art eua kzej

do transformacji komRoer&«&6adh@ mi kompetentnych

4. 6. 4. Transfor macj a &lteoii Kompetentych

Kom- E.kalit ransf or mowano DNA plazmidowy m, k o

l i gacyjnN za pomocN metody szoku cieplnego.

4. 6.4.1. Przygotowanie kom-rek chemi kompeten

W celu przygotowania kom-rek chemiklompet e
do 1 litr) zaszczepchlid DH5da ETU2EB@TRApdowk dli e
ijN 100 razy. Hodowle prowsmsdzOnd, wa 3madl\<Ct lpnie
do schgodzonych prob:-wek wir - wk owyWkblejnym i nk ub
kroku kom-rKki wirowano przy 4600 obr ./ min,
odrzucono, a osad zawieszano w 0,5 ml buforu TSS (Tab2la) 4. dzielono na porcje
o objnantoSci 50 Ol dBppendod5yml). Miak mrziigotpwarmdbo mv-erkk it y p
kompetenteprzechowywanow 7 0 AC. KaUdy etap przyrzNdzani e

wykonywano w warunkach sterylnych, w ga¥ni I

Tabela42l. Skgad buforu TSS

Bufor TSS
PoUywka LB
PEG 20000 10g
(po sterylizacji) MgCl 2M 5ml
DMSO 5n
4. 6.4.2. Transformacja kom-rek chemi kompeten
W celu transformacj.i cEh eoimiektoarpNe t ema knwy cdhi ek
kom-r kiaUsiomknu bwulpdkicea nastfipnie doda®whnny do n
pl azmi dowego DNA. Mi eszaninn i nkubowano 15
prob-wkfin inkubowano przez 90 seknoszaholdo t e mpe
ga¥ni |l odowej, Npdziee kokehowarRo nji n. Nastnpr
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4

w 1 ml po(Uapelakdi®)LBinkubowano z wytrzNsaniem
transformacij.i kKom-r ki wysi ewano (Tabeladb6d)powi ed

i z antybiotykiem selekcyjnymrazi nk ubowano przez noc w 37AC.

6.5. Koniugacjna nnitzopd ETY256Y 28002 w a

I S. venezuela

W celu wprowadzeniskosmicdowego lub plazmidowego DNA do S. venezuelae
st osowano praoccjeidunim dkzoyrrioudgzEa ¢olo-WELPS672pd)Z8802 Cc z e p e I
(Tabel a 4. 2.) zawierajNcym plazmid koni ugat
wydguUonym czasem podZ£icaliET1256%p 3D8 0 X ) z a Wioem a
kosmid lub plazmid hodowanpr zez noc w o frabgla 455 czidoddkiem]| L B
odpowi ednich antybiotyk-w (chloramfenikol,
kosmidu czy plazmidu) w temperaturze 37AC. \
poUywkn LB z 5ntmlb)i ot yhkamhow(e prowad®iono do
Nastfipnie hodowlin zwirowaml€) (5 miwukr46®0 eolpr
LB. Otrzymany osad zawieszano x W (Tabetla 41m) LB.
dodawano % 0end2uatosrpaozr 500 Ol pr z yEQoEdIRIB6TR|] 2z aw
pUZ8002poczymazem Wi rowano przez 1 Hicalir, oac ddEc z Mn
dzi esiisttkeoine w sterylnej xYTUy wwes ipegwanmoejna p o
(Tabela 411)iinkubowano w temperaturze pokojowej pr z
zalewano wodnym roztworem antybiotyk: - w: K we
wzrosu E. colioraz odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym (Tabel24. Kontynuowano

i nkubacij imppejrya telkr 2we 18 ACprzgpadkie rekondbinacji z kosmidem

w celu ident B.fveheauelgei wklkan rwch zaossingodgg podw
wykooywano repli ki pgytek na 2Tabemdld)azaewipeadaf -Nt:e
kwas nalidyksowy( N D X)) [ apramycynin oraz podgoUe MYM
i kanamycyi2n )(.Takoenliau gda.nt y, w crissingovgrpotvinng a s z g o
byl oporne na apramycynin (kaseta opornoSci w
na kana(myecnynwiar unkuj Ncy opornoSi na kanamycy:i
Cosl). Wyselekcjonowane koniugaty przesi ewe
antybiotykiem selekcyjnym. Nastnpni e uzyska

(Roz d4638)Poprame Kkl ony ponownie przesiewano na
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selekcyjnym i gdy hodoeswlaer ypr zzybbireargayn ok ozl aowi ez

(R o z d 4534 debrane spory przechowywano w temperatirzed A C .

4.7 Metody wykorzystywane podczaspray z bi a gk a mi

4. 7.1. Przygotowywan B.eeenézuelraiE..coli ko m- r ko

Aby przygotowal ,biamaygn kb m-hroloemeziuelacp gy nn
(Rozd452)lgbE.coli(Rozd451ayi r owano, dwukrotnym przep
buforemPBS ( Rozd zi(ao®p jH.tD.S)ci N r-wnN hodowli, wiro
4AC) i zawieszanomw nbaufloa@cke PBSmI(2B6dowl i
sonikowanoz wykorzystaniem sonikator8onics Vibra Cell Ultrasonic Liqui@Tabela 47.)
przy50% amplitudzigprzez1040 s, poO Cczym przerywano proces
dostosowywano do objfAtoSci pr-bki. Nastfapni
4AC) . Uzyskany supernatant przenoszoapkalo n
met odN Bradf or d (razdzalddn i7e. 2z. )p.r oPcoeddcuzraNs wvs zy st k
przygotowania |izat-w biagkowych pr-bki bygy

4. 7.2. O0Oznaczanie stnUenia biagka w |

W celu oznaczeafgkha ssfiddemwanob met odn Br .
wykonywano w kuwetach spektrofotometrycznych
mwody miliQoraz51 | i zatu biagkowego oraz 20@2)0l odc
R-wnolegle przygohbwgwaRNp wrkbnirej objntoSi
zastnpowano buforem PBS (bufor uUywany do pt
mi eszano i po 5 min inkubacji mi e00mmmoDane a b sor
odczytywano na podstawik r zy we | WzOorcowej spor kizdtyzone|]
wykorzystywano do analizy SBBAGE i doanalizyWestern blotting pr zygot owuj Nc
tak, aby zawieragy takil®-38Gme iloSci cagdgkowi
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Tabela 422 . Skga

4. 7. 3. El

d

odczynxat k@oByadford

Odczynnik Bradford (5x)

Etanol
Bgnki't
Kwas ortofosforowy

259

kumazyn

42,5%

ektroforeza

w

(5

Uel u

poliakryl s

PAGE)

Elektroforetyczmyr owaddamnad wb ilhejleakc h

o wymiarach 8
g Uel

naniesieniem

wchodzi

w stosunku

denatur owano,

(RozdziMdMat admi3a 9t ,
L),
c z N's PageRulkr ®restandd Protily hadd@ o z d43.).a §

bi agek aptruwrwaed zpponkoo jwo weejmp eprr z-80 st agy

blotting(Roz d4i @95
wzorzec mas

Rozdzi adg

mA/ Uel i napi
firmy BioRad (Tabela 4.7.)w
(Tabela 423. ) .

zako@®zeniu

5:

x 10 0,1
rozdzielajNcy
pr -
1.

a

X

Ue |

na

pr - bki

300

temperatur ze

nciu V w

Sk gzaddz i @d laij Nc g ¢ h
elektroforezy,

cm,

w warunkach
(10 i 12, 5%)

beknimcaeh beulf,or d codbBabetiNdes) oo y
W przypadku,

gdy anal.

n a n oUngtanedProtein hadder c
pysty@ano do (pezdprowagz&nam ranalidyestern
denatur owana jake

pol i
den
or ¢

S
zowar

ma

t e mp ¢

apdPaocoteadi €éeka

pokoj ow6&ly-SDSwy kor z

i zaghnszc2a®p N

Uel barwiono

odczytu fluorescencji przy pomocy aparatu Azure Biosyster@8@CR o z d 4. 7.4a Tpbela

4.7) b NionfuwnabbtinguRo z d47459wW) cel u det ekciji
Tabela423 Skgad bufor-w uUytych podczas
Bufor do elektroforezy
Buf or do p@Gx)y be Tris-Gly-SDS
Tris/HCI, pH 6,8 250m | Tris 25 mM
Bghikit bromofen GClicyna 250 mM
SDS 109 SDS 0,1%
Glicerol 509
b-merkaptoetanol 500 mM
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Tabela424 Skgad Uelu rozdzielajNcego i zagfiszczaj Nc

tel rozdzielajNcy o|tel zagfiszczaj Nc
Skgad 10% 12,5% Skgad 4%
30% akrylamid, 0.8%6 2,0 ml 2,5 ml 30% akrylamid, 0.8% 0,33 ml
bisakrylamid bisakrylamid
1.88 M TrisHCI pH 1,2 mi 1,2 mi 0.625 M TrisHCI pH 0,4 ml
8,8 6,8
wodadestylowana 2,8 ml 2,3ml woda destylowana 1,26 ml
20% SDS 30 Ol 30 Ol 20% SDS 10 Ol
25% APS 30 Ol 30 OI 25% APS 10 Ol
TEMED 5 Ol 5 Ol TEMED 12 Ol
4. 7. 4. Detekcja fluorescencj. bi agek f

polikryloamidowym

W celu detekcji biagek fluorescencycjnych
elektroforetycznym w Uelu PAGEIiRKz dAina)iMi do wy
pomijanoetagd e nat ur acj i pr - bek. Na Uel nakgdgadano |
rozdzial e elektorforetycznym Uel e poliakryl
dokonywano detekcji sygnagu fluoresceji z
(Tabeb47), z filtrem Cy3 dla detekcji biagek zie

4.7.5. Immunoblotting (Western blotting

W celu przeprowadzenia immunobl otPAGEngu be
(Rozda73g§ Uel poliakryl amidlowygwNnembA&S,A Ddh
Schuel |) oraz 6 arkuszy bibugy filtracyjnej
zanurzano w buforze do transferu (Tabelb4. ) . Nastnpnie wszystkie

w aparacie do transfeB3Buawkwmsazsd npupdNgej fkbte
nitrocelulozowN, Uel i ponownie 3 arkusze b
Pierce Power Blotte(Thermo Scientifiy (Tabela 4.7.) At rasnf er p-gmokryo
przez10-15 mi nut pr ziyu s2t5a gw m nnaapti iilte nZ00OM Dual3 A | u
Power (Invitroger) (Tabela 4.7 t r ansfer Amokryo) przez 2,5 &
i natnUenfan zRBaBk0o @& zeniu transferu membrani

bl okuj Ncy8s)preanoee | 4A@.. W kol ejnych etapach mer

1 h z przeridwowpiemr bzci e@®Ezony@. Ww.bdf eswei §

73



zwi Nzane przeciwciadga odmywano 2z membrany b
min, ). Nastnpnowa me nporrzaenzi 1 nhk uzb o d g @viideodvryimm p
skoniugowanym z peroksydazN cAhy zamowN i ¢ €&z

w buforze TBST. Me mbrann ponownie przemywano
detekcji HRP wy k o rhzeynsi tl yywrai mee s ¢c em&jcij n W tym
umieszczano w roztworze =zawierajNcym | umino

(Ro z d 4.B.migodczytywano na aparacie BRAD ChemiDocTMXRS (Tabela 4.7),
wykorzystuj Nc(TdbetemdgB) ng Sy st em

Tabela425. Skgad bufor-w wykor z Westeeniblottingc h podczas re

Bufor do transferu Roztw-r blo TBST
Tris 25 mM TBST 50 n| Tris-HCI pH 7,5 10 mM
Glicyna 150 mM Mlekoodt gus zc z d NaCl 150 mN
Metanol 20% (v/v) Tween 20 0,1%

4. 7.6. Oczyszczanie biagek

4. 7.6.1. Nadprodukcja biParBKvanezueae o mbi nowan e ¢

Biagko rekomPiBaoawape o GSRowano przy-ulUycit
parBssw k om- E.koiRLh21 pLysS zgodnie 2z prokdedwrnN ko
Jul i n -Kboubjealwes z ¢ ady MikrobiologiiaMolgkularrej. W celu nadprodukciji
biagka kom-r ki -MBatBhbd opwaynsoS w GEMX ml p (@abslaw k i p g

459) zawieraj Ncej ampicylinn oraz chl oramfen
w temperaturze 37AC z wytrzNsaniem, 180 ob
hodowN zaszczepiono8 0 0  ml pgynnej ipabywkiej LB mmziaavy |
chl oramfeni kol (w kolbie o objnAantoSci .2800 |

Hodowl i inkubowano w 6w7/hkigE =z UOwyltor 2oNsa0Find m cl &C
0, 6. Nadprodukcjin biagkMIPTGddu kkoowdacnoow epgroz eszt nd

mM. Hodowln nastnpnie inkubowano przez kol e
zwirowano (20 min, ewar® Gupernatant, a dsasiviasano w 4601 z |
buforu A (Tabela £6.) . Nast npni eoszmadoszklane) gilzy umpigszZzomej na

l odzi e, w Kkt - -rej przepr owadzon &onissovibrialCallc ] Iz

Ultrasonic Liquid(Tabela 47.) przy amplitudzie 50% i pulsie 5/5(5 s sonikacji, 5 s przerwy)
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przez 15 min. Otrzymany lizat zwirowan ( 20 mi n, 9000 g, 4AC) ,
i przefiltrowano przy uUyRomd43)hfiru o Sredni

4.7.6.2. Oczyszczani e bsizavgkérastanienkcoronmiograliwa ne g o

powinowactwa

Chromatografia powinowactwa

Oczyszczanie rekombdpowmwameagwa dz cangk ap rPzayr Bl
GluthationeSepharose(Tabela 46. ) . Naj pierw przygotowano 1
3krotne pr zepgukbelaids.) (awidszenie imwirdwanié 1 min, 800
obr/mn,4 AC). Tak ©przygotowane zgoUe d-PaBano do
CagoSi inkubowano na rol FPakane pofremmp &cw pOo0 M
przez noc. Nastnpnego dni a @GlathatioreSapmarose super

przeniesioe do pust e] kol umny grawitacyjnej O poj

niezwi Nzanych do zgdgoUa. Nastihipnie zgoUe pguk
A+ (Tabela426. ) , sprawdzaj Nc jednoczeSnie psiw udUy
stinUenie wymywanego biagka. Na koni2sgpozgoUe

czym na zJdoUe nanoszono 5 ml Pre$cission500PL) e s z

(Rozdz23)agumoUl i wi aj Nc e js oddetki 6STKalumbii a glera z ar B
zamknint o, umi e s z cFalkonaaz wkulppwandona mwlkaeh poziprmpyah w

4AC przez noc. Nastfpnego dnia zbisemeatnood NfF r al
Bradford. Otrzymane -80AGko przechowywano w

Tabela426.Skfad bufor-w stosowanych ggaBsy oczyszczaniu

Bufor A Bufor A+ Bufor Pres Buf or wng(
Tris-HCI 50 mM | Tris-HCI 50 mM | Tris-HCI 50 mM | NaHCG: 100 mM
(pH 8,0 (pH 8,0 (pH 8,0 NacCl 500 mM
NacCl 150 mM| NacCl 150 mM | NacCl 150 mM

Glicerol 10% | DTT 1mM
EDTA 1 mM
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Wymiana buforu z wykorzystaniem kolumny PD-10

W celu zmiany buforu, w kt- -rym zubafdrowa go
A+, Tabela 26. ) wy kor zy s Paln0o zk o Seploades ®5 (Tabela 46.).
Kol umnn przygotowano poprzez przepgukanie |
kolumnin zr-wnowaUono 5 obj At oS26). avrkolejnpru f or u
eapi e naniesiongn2,Bolmimmbmn agkaz PARrB ml buf oru
zebrano 7 frakcji po O, 5 sarho tio doNz nBarcazdafnoor ds.t nQ
biagko wykorzystano do przygot owanzdzeac kaBamny

antyParB(Ro z d44.79 g
4763. 0Oczyszczan iSMC bhodoglikavenezuela&

W cel u oczys zc zSMR ihaowhnidcavgnkzaela#MOL’ Glag-smqg
w9 ml poUy wk'M (Taldel dl)ewy kol bie o obj exoSci
w temperaturze BAC  z wy t 200 Nbw.aninj ppzerl6 h Obj At 0 Si zawi esi
dodawanN do poUywki wyl i c gdpzmerzonegdlapgl@oérsetiiea wi e a
rozcie@&@zonej mi eszaniny zar odni lsinwspeovdol 0% gl
ODso= 0, 05 pobierano 1 Ol spor i Razd&s2adi ano
Pol6 hhodowln wirowano (20 méewano supedn@tént, @ bsad. / mi n
zawiesano w 40 ml buforu IP (Tabela 27) z dodat ki e nproteaz h iNbaistt airp-nw €
zawi esiomoan@rdenszklI| ane|j gilzy umieszczonej r
soni kacjn z wyk o Sanigssvibra @ell gltnasosio Liqui(Raddlacit.) arzy
amplitudzie 50% i pulsie 20 s (5 s sonikacjilO s przrwy), przez30 min. Otrzymany lizat
zwi rowano (20 ,supematanfzébdaflo Yast# AGhi e dodano do
Ol kul ek magnetycznych op§FbASzM2z @abglac #.), pr zec
wc z e Swukratrjiep r z e pyGhuiknreym buforemP (Tabelad.27.) . Pr - bki i nkub
przez nma ko @FWELce | abor @dizyponogystayjwu magretyczngga ¢ z a ¢
oddzidanos uper nat anktoedezpo @@ mywano trzykrotnie :
zgoUe amawive 200 Ododavan 6 0 6 u OI PrFd AtGwwr ist3xJeni u
(stnUenie koE®owe 150 ng/ Ol). zZgoUe inkubow
ponownie zwirowano (2 min, 4 0 0ddzon@do nowl ) . N a
prob- wek. Oc zy s z-SM® pmrzecholvywand kvo2 ORAICAG dodat ki en
glicerolu.W celu sprawdzenis; zy oczyszczanie biagka SMC sir
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rozdziagdg biagek w Uelu pol Rakd4136§ noirdaoczwyam aw
Western BlottingR 0 z d 47.5a(Bysunek4.1.).

180 kDa -»-

130 kDa—»

70 kDa-»

Rysunek 4.1. Det e k ¢ j a FLAG-8aMCe X wykorzystaniem techniki Western blotting

z wykorzystani emFLAG.A®c iOwc ieka rarktty w kom- r kowych
SDSPAGEWD% Uel u pol i akr yl oa miPdgeRule RresindtiaProtein lcadderi a § k o w
(Rozd43)&a§ Sci eUkind Uel licat praygotpwadyazszzegpo k € f n@ go 0cCzy s z
bi agko-SMELAMD17), frakcjn niezwi NzanN do kulek mag
pr zeci wcAFlaAG MnTabalatdyl.prazoczg zczone biSM@Gko FLAG

4770czyszczani e pRaBeci wci aga anty

Do oczyszczani aP aprrBz ewcyikwocrizaygsa aanmot ybisagko r
pochod3 NenezueléR o z d £.7.6220 Surowi ca krapdliklooatna z a wi
pr zec iamgHa®B§.acoelicolorzost aga otrzymana w I nstytuc

DoSwiadczal nej, PAN we Wrocgawiu (Jaki mowicz

4771Wy sal ani e przeciwciag z surowicy

W celu wytrNcenia przciwciagdg | gG zosur owi
dwukrotnie zimnym buforem PBS. Nastnpnie w
dodawano porcjami 20,4 g siarczanu amonu (do
(20 min, 9000xg, 4AC), po czym trzykrotnie cranememyt o
, pH 8, 0. Roztw
dializowano przez noc-H@lgpHS§0. Dializarzwinowaho (30kinb uf or
9000xg, 4 ABastnpnie pobrano supe4A@tatnt, Kkt -r

amonu do 40%. Osad zawieszono w 9 ml 5 mM buforu-Hré |

77



47.720c zy s zc zani eantpPaBe oykonzgstamegnahromatografii

powinowactwa

W <celu oczyszczeniPar Bbr zecpwzeaigwaciamgt yl gG
chromatografin powinowactwa do biagka ParB.

u Uy t o CyanggeribaomideactivatedSepharose 4 Fast FIOCNBri Sepharose) (Tabela

46. ) i oczyszczH(Repgodama@2g g Va cRAdmuB przygotowani
zgodnie z instrukcj N pSehdrosee Niast sigpwma Bozdg oWe5
w 50 ml 1 mM HCli inkubowano w temperaturze pokoj ow
W kolejnym etapie, zgoUe przemywano najpierw

(Tabela426).Z o Ue inkubowano sav D,u¥ omgeb iwdi@ke nP aviy B

w temperaturze 4AC, delikatnie mieszaj Nc. N
objntoSciami buforu wihglanowego. AKktywne gru
4 h, w temperaturze pokojowej, wtreymaoezejo

ParB przepgukano dwukrotnie buforem PBS.

W celu oczyszczeni RarBr, zezcgioMtei aRa rl By Gz nai nets)
wysolonych pwz®B8iSwdi aghkludb®wano, del i katni e
Nastnpnie zgoUe upakewdokana Kwubumote@iie bufo
odmywano z kolumny 1 M kwasem propionowym. Z
neutralizowano 0,5 ml1 M TrBl C | (pH 9, 5). Przeci2wcAG.ga prze

4.7.8. Immunoprecypitacja chromatyny (ChIP-seq)

W celu przeprowadzenia immunoprecypitacji chromatyny (ChiP), 50 ml hodowle
S. venezuelgarowadzono zgodnie z opisem w Rozdziale2t.Bo 5, 11 lub 14 h inkubaciji do
hodowl i bakteryjnej dodawano 37% ro02%.w-r f
N a spriefhodowk przeroszonod 0 p r o b -Falkono tp/gpjue mn o Sc i 50 ml i
inkubacjnz wy30AGsaniem (250 obr/min) przez
dodawanoM r ozt w-r glicyny do koG owego stnUeni .

w temperatur ze pok ®ptywezasieddbwde zwirawyviamoz 10 sna,ni a .

6500 x g, 4AC), a nastfnpnie osad przemywano
Ol buforu da&71)i.zyZaWwT a&lsa Inai 4H.r zenos Eppemdorf do 2
i inkubowano w ga¥ni wodnej , w temperaturze
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pr - be ko 2d0o0d a¢ | kul ek cyrBioSpeo Wrgdacks( R0z dlz i mrg 4,
i przenoszono do homogenizatora (FastFrépClassic Instrument)Tabela 4.7,) w kt - rym
prowadzono dal Wykdanb2ixa5+rskbkmndewe wytrzNsani a

6m/sz5mi nut owN przerwN, w czasie kt-rej lizat
dodano 750 Ol B7) finkubawaro R lodzi€ priee SimaW kblejnym kroku
|l izaty soni kowano. Pr-bki soni kowanoSonice kubuj

Vibra Cell Ultrasonic LiquidTabela 47.) przy amplitudzie 50%, przez 1118 cykli po 35 s,

z przerwN pomi fitdkzabyotragre | afnir ag mennhy DNA o dJug
300-500 pz (dgugoSi fragment  -w zosta@ga sprawdgo
wirowano (14000 x g, 15 min, 4AC), a superna:
pr - bkami (Al PO) praenweskonbDodpr nbowyhdpdawar
zgdgoUa wW postaci kul ek magnet y ati-RLAG M2 opgas:
specyficznie rozpoznaj Ncym znd) IVnpraypaadky pept
i mmunoprecypitacij.i Par B ( breez mrnzaecczinw kiaa) g ou Upyo
anty-ParB, (Tabela 4.) Ro z d4.77a} . P r zantg-PavB¢2i25 np)ododawano do

lizatu i inkubowanoprzez14 hw 4 N€st fipni e kukbrdagnstgcanepokryte

bi agki Ro zAIA®),pd(ze p prackldodaeg m do pr - bki 2 razy z
Il P (1 min, 1800 rpc, 4AC). Pr-bki | P inkubo
| aboratoryjnej. Po tym czasie oddzielano sup
1 ml buforu IP, jednokrotnie 1 ml buforu IR2az jednokrotnie 1 ml buforu TE (Tabel24).

Na konizmwesangw le50 Ol buforu TE z dodatkiem SI
Pr-by inkubowano przez noc w ga¥tni wodne | \
wirowano (2 min, 4500 x g, temp. pokow a ) , przenoszono supernat an
dodawano pRotrzdiMagnk & «Ecowego stnUenia 100 Og
1,5 godziny w 55AC. Nars tefs zf@iot/ oHbbioiarmé akeholr a h o w
izoamylowy (25: 24: 1XRozdza 4.3.) a w kolejnym kroku chloroformem. Na koniec do

roztworu zDNAdodwan o 1/ 10 Mbbpatabai s8du pH 5,53 or az
Nastfipnie probki inkubowano wnmihAC 10Dz xn @g
osad przemywao 70% etalem i znowyp r -i Wikowano (30mi n 14000 x g, 4AC
uzyskany osad DNA suszono i zawieszano 10 Ol
DNA okreSlano spektrofotometryczni e z wy k
Quantification Assay Kit(Roz d z #.8)J zgodnie z zaleceniami producenta. Analizy
dokonywano poprzez skanowanie /fBI3Wo rperszcye nicyic
u r z N dTeem |nfiaite 200 PRQTabela 47.).
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Tabela 427. Skgad bufor-w uUywanych do i mmunoprecypit

Bufor do lizy Bufor IP Bufor IP2
Tris-HCI, pH 8,0 10 mM| Tris-HCI, pH 8,0 50 mM| Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
NacCl 50 mM | NacCl 250 mM | NaCl 500 mM
Lizozym 14 mg/ml | Triton X100 0,8% | Triton X100 0,8%
Inhibitor proteaz (1 tabletka | Inhibitor proteaz (1 tabletka | Inhibitor proteaz (1 tabletka
na 10 ml) na 10 ml) na 10 ml)
Otrzymane pr - bki sekwencjonowanow&kodurey st a

prot okogu 4SéqTwsed rRa zAIMB)ioRbdE j4nuj Ncego wstihipnN k
przygotowani e bi blioteki fragment -w DNA (n
amplifikacj a fragment  -w DNA), kontroln jakoSci
sekwencjonowanie fragment -w o dgugoMmcdl i756h0 pz
bioinformatycznN uzyskanych sekwencij.i W opart
edgdR (poszuki wani e region- w DNA wi Mben®&n y ¢ h

(normalizacja danych wzglndem pr - beigsak@antr ol
t akUe p bowtig2d gdnmetoda entb-e n d mapowani e odczyt - -w
samtoolgsortowane i indeksowMACS82 odwyygtulki) wani e mie

przeprowadzi ga dr Agni eszka Strzagka (Zakg

Bi otechnologi i, Uni wersytet Wrocgawski).
479. |11 oSciowa reakcja GaGE®uchowa pol in
(qPCR)

Anali zn cznNst o $yznacenmastosueku ori@:arm prowadzano

wykorzystujaci | o Neeakopj a Ec u ¢ h o w e j(qPPRoahd. Quantitatie yealtime
PCR z wykorzystaniemchromosomalago DNA S. venezuelagmko matrycy. Hodowle do
izolag i DNA prowadzono w 5 ml poUy wk i MYM zaszc
0 ODsoo r - wn e g o takOjgk Oopisoano w rozdzialet.5.2. Hodowle prowadzono
w plastikowych pr ob . wkFakkom od2-2p80 jhe min o Secrip e5 Oa tml r

zwtrzNsaniem (200 obr/ min). Il zol acjn pr owa
w rozdziale 4.6.2Po i zol acj i mi erzono spektrofotometrtr
aparat NanoDrop 100R(o z d 4.6.36.f Tabela 4.7. , a nastnpnie DNA ro
ko Ecowego stnUenia 1 ng/ Ol . Jakgwanonatng ycn d

chromosomal nego DNA. Ampl isBpkowapob Faril@gmeatygi
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(pogoUeni e n 8. vendrue@@B8582d0n i 3O58 322) (startery: gyr2_Fw /

gyr2_Rv) (Tdela 43) oraz fragmeno d Jugo Scniaj d&j pey sifi na Kkc
ramieniachromosomu( po o Ueni e n & vendzuelad3a02p4iinil 820 351)

(startery: arg3_Fw / arg3_Rv) (Tabela&B}.. gPCR przeprowhRodezdmo pr z
SYBR Green Mast Mix (Ro z d 4.3.)gfzy pomocy aparatu StepOnePlliabela 47.).
StosuneloriCzarmo bl i czono przy uUyciu por-wnawczej m
stosuneloriCarmos zacowany jako 1 w pr-bce DNA pocho
26h,coopp owi ada pojawieniu sin zarodnik-w, czyl:/

replikacji chromosomu.

4.7.10.Test hydrolizy CTP

Testy hydrolizy CTP prowadzano z wykorzystaniem zestAlWease GTPase Activity
Assay Kit(Rozd#i 89 ) , kt woy nawy kreysway fosforanowe,
hydrolizy nukleotydu. Zestaw ten wykorzystuje akomagy zi el e mal achit o
zwi Nzaniu z wol ny mi gr upami fosforanowy mi to
CTPazowe|] biagka PaeTHEsHEI(Tabela4g&)owvnobwnboSaci ko
40 el przy stagym(8t (B9 nd 4.7.612) csag KEP (4PraM).B
R-wnolegle prowadzono reakcjnin w obecnoSci p |
parS(pBSK par§ (15&M) lub zmutowanaes k w e pacSi parSn: (pBSK parSn) (15eM)
z dodatkiem |l ub bez oeSMCYG®,zZ(Ro M) 4 H6=BPR eaagkkcaj nF L A
hydrolizy CTP prowadzono wlogkawyc bc zpyszteyzc h:
w temperaturze 3C. Oznaczenia uwolnionegb o s f or an u dokonywano d
roztworuz i el eni mal achitowej, a nastnpnie ponowr
w temper attor 2zege m3tll@si e odczytano poziom abs

z wykorzystaniem czytnika Tecan Infinite @(PRO (Tabela 4.7.) R-wnolegle zg

wytycznymi producent a zet awu przygotowano |
KrzywN standardowN wykorzystywano do oblicz
w anal i zowa@teymanep wyniki alesorbancipr zel i czano na I i c

uwolnionego fosforanuwemal 1biOan®k alb.i alfkal i[ zymo

przeprowadzano z wykorzystaniem testtidenta
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Tabela 428 Skgad buforu uUytego podczas reakcj.i hydr

Bufor
Tris-HCI pH 8,0 100 mM
NacCl 100 mM
MgCl; 1mM
Tween 20 0,005Y
BSA 0,1 mg/mi

4.8. Techniki mikroskopowe

4.8.1. Przygotowanie preparmpdaty-nwmymihkr os

SzczepyS. venezuelado analiz mikroskopowych o dowano w po Uywce pg
wobjnAntoSci 2 ml lub 5 m w zal@®Oed&E&god pr
w t emper agadmiezzer BOEACU rwarozdriplé 452 Baiwniki fluorescencyjne
SYTO24 lub Hoechst 33342 (w celu wybrawienia DNA), NAIgfeen(w celu wybarwienia
peptydogli kanu) | ub {1TMRB direat jgandllbaanddia FHugrk4® Ha l o -
(Tabela45. ) dodawano do poUywki bezpdonSreedniiloo Spcoi
(Ro z d 4.5.29.8rzed przygotowaniem preparaodowet r zy kr ot ni e2mr zepgu
buforem PBS (wirowanie )dsatneicnzni B8 0zKaowo-lerskz/a miN
w objAatdlBxidOI50buforu PBS (w zaleUnoSci od il
Preparay mikroskopove z h o d o wl iS. yerteyuealpy zly got owywano na S
mi krokospowych pokrytrnya hs zakgiae PpkzuN . p o s tt aywro veyenh
z powdokN t e f-B-05079umilszczaB@70®Idila, 2% agar dQy (w w
W celu otrzymani a ap a ekpigelj apawioermz mharkiadano
zastygnifnclOmi m)garozlki gko Sci Ngninto pgaskir
nanoszono 2 Ol zawi 8 seneryela® a yw K siu(bSrminypregaratd o w | i

dociskano szkiegkiem ma&kmmy wk owym o wymiar ze

4. 8. 2. Przygotowanie utrwalonych prepa

W celu przygotowania prepar atzavwiuerrayaN coyng
podgdjoUe MY ML)(riiesicmloa pdod KBtemy“UBA szkiegka na

~

x22 mm). Pomindzy szkiegko nakrywkoweega poUy
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0, 05. Pogyt ki i in2k6u bho, w awn ot eprmpzeerza tluér ze 3 0 AC. Na ¢
Z p o dpgkoyWamq roztwoe m ut r wa |l aj N8)yi mkutfoWeamd przezal5 in,

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie dwul
(RozdziaBod4u8uphinciu roztworu, na szkiegdgka n
AF350wceluwybarwie i a Sci any ko m- FAmneaktjnomyayre Dy celdA AD  (
wybarwienia DNA) (Tabela 8.). Po2godzi nne|j i nkubacji bez dos
p g u k &kmotnie buforem PBSpo czym suszonoWy sus zone szkiegka N
nakgadano nawowlkei e la kpwea Bdj5n alnl o srzoozntowow u 50 %

w PBS. Preparaty do analizy mikroskopowe ] pr

Tabela 429 Skgad roztworu utrwal aj Ncego

Roztw-r utrwal

PBS 4,95 ml

16% parafomaldehyd 1,05 ml

23% glutaraldehyd 2,10
4. 8.3. Analiza preparat-w mikroskopowy
Anali zy prephopowwchmi kutrwal onych [ na

przeprowadzono za pomocN mikr oskogdSystemsior esc
(Tabela4.7)u Uy wa j N,@wza$ welktsrpowz y ¢ j i matrycy oraz barw

zestawionychw Tabel 4.30orazTabeli4.31

Tabela 430. Stosowane filtry oraz czag e k spozycj i matrycy podczas
fluorecencycinychpzy uUyci u mi kroskopu fluorescencyjnego

Bi agko fluor Filtr Czas ekspozycji matrycy
DnaN-EGFP GFP 180 ms
TetRmVenus YFP 200 ms

FtsZYPet YFP 200 ms
mCherry mCherry 200 ms
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Tabela 431 Stosowane filtry oraz czay ekspozycji matrycy podczasanalizpr epar at - w
barwionychpr zy uUyciu mi kroskopu fluorescenomyj nego Le
Delta Vision

Filtr; czas ekspozyciji

Filtr; czas ekspozyciji matrycy; poziom transmisiji
Barwnik / ligand / matrycy (mikroskop (mikroskop
fluorescencyjny Leica) fluorescencyjny Delta
Vision)
Barwnik fluorescencyjny
Hoechst 33342 . .
(tryhydrochloride trihydrate) Filtr DAPI; 100 ms i
SYTO-24 filtr GFP; 180 ms filtr FITC; 15 ms; 10%
7-Am|n0?7liy:|§)mycyna D filtr mCherry; 20 ms -
WGA-Alexa Fluor 350 Filtr DAPI; 100 ms -
NADA -green
(3-aminoD-alanina , ] . . . 250
znakowana NBD (hitro- filtr GFP; 180 ms filtr FITC; 50 ms; 32%
2,1,3benzofurazan))
Ligand
TMR direct ligand filtr mCherry; 200 ms filtr mCh; 20 ms; 32%
Janelia Fluor549 filtr mCherry; 200 ms filtr mCh; czas @0 ms; 32%

Detekcjn sygnagu fluorescencyj(Takelgd.8)pr owa
oraz przy zastosowaniu skrypt - - w spprecauntaswa ny c h
o r aEDA-Axploratory Data Analysts d o ggdna serwerze ShinW{i cr obes i n  Wr o
shiny serve. Profile fluorescencji wyznaczano z |
W pr ogr ami Straightnsaggenied qr fkeehand lines, or arroys o odpowi ed
dobranej sz pnieaxk& poSiodiskryptiNMERAD Wyznaczano lokalne maksima
w profilach fluorescenciji na zdj ngcy gawihd mi kr
fluorescencyjnymi a wybranymi punktami odniesienia mierzono przy pod®@/or ecount er
kt -ry znajdujed pozydhjrempsamgw w strznpkach
R PeaksDane zbierano z dw:-ch powt- -rze@® biologi
wykonywano w dw-ch powt: -rzeniach technicznyc

ianalizowand st ost noSdiNstatystyc
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4. 8. 4. Mi kroskopowe obserwacje przyUyc
mi kroprzepgywowych (system ONI X)

W celu przeprowadzenia obserwacji przy U\
DeltaVision Ultra High Resol ut i onix(Tabela&Z) mi kr o
do kontrol:i warunk-w hodowl i. System ten ur
W czasie rzeczywistym, w stagej temperaturze
System skgada sifn z modugu OWan¥ préddocentaroet o wa n-
pagyt ki mikr Mgnofidippiptes@alASECiONIXT BO4A; R o0 z d £3.; dabhela
47.) z czterema niezaleUnymi komorami do obse

Hodowle S. venezuelagprzygotowywano w oparciu apublikowany pr ot ok - §
(Schlimpert i wsp 201§. Do kol by st oUkowej o pojemnoSci
zapewnienia dobrego napowietrzania) dodawano
(ang.TraceElementSolution,r 0 zt w- r mi kTaeede menaraz 1 Ol zaw
0 ODsoor - mm 0,05 odpowiednego szczepuvenezuelae Hodowl i i nkubowano
w 30AC z wytrzNsaniem. Nastfipnie 1 ml hodowl
supernatantu zawieraj Ncego s poEppengorfSmmmos zon
r ozczane @ stosunku * 6 0, po Uy wIES| (TaalaVi41.). Spory podczas
przygotowani a eksperyment u przechowywano w
pobierano 5 ml i flitrowano z&ogamd)aNeld i | t ru
oddzielenia p Oy wk i od spopseudgr zybgmemnmt owr zymani a poc
jako AzuUytao. Tak przygotowana AzuUytao poU
obserwacji mikroskopowych. Studzienki pgytki
pol0y wki -TMEYM or az przefiltrowanej poUywki MYM.
300 Ol steryl-TES, pdby dikbilddamaBnoro 201 Azu Uyt ego ¢
TES oraz do studzienki nr 8odanol 0 0 Ol rozcieE®zonych spor.

pow er zchnin pgytKki i przenoszono |jN do kom
4.7. ) doprowadzone|j do temperatury 30AC i i ns
Spory gadowano do mikroprzepgywowe|j kamory ¢
2-15 sekund w zaleUnoSci od gnstoSci =zawies

eksperyment prowadzono pod stagym ciSnieniert
prowadzonym eksperymencie pobierano w pier w:
studzienkinr 1 przez pierwsze 6 godzin eksperymentu. 3pomna adowani u spor d

obserwacyjnejpr zepr owadzono W S zaznaczano pwzaygew r vkatc-jrey ¢ h
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prowadzono analizy (oprogramowanie softWoRxPo ustaleniu pozycji30 min- 2 h od
zgdadowania kom-rek) rozpoczynan®2hwyxloinaff Nckt
zd nhcia dla wybranych Do abgetwadjbicaogek0 olralz Dbar:
fluorecencyjnych u Gwano filtry, czas ekspozycji matrycy oraz transmisj Swi at ga
wzburdz a j nc e g o wTakeli4d.a2wrapTabeli4.31

Tabela 432 Stosowane filtry, czas ekspozycji matrycy oraz poziom transmisji obrazu podczas

obserwaciji mi kroskopowe|j prezy uUyciu mikroskopu
ﬂuoreBsi:eic?/j:eo Filtr or a z Cza;aetl:;f;zycji Poziom transmisiji
EGFP FITC 200 ms 10%
mVenus YFP 200 ms 32%
YPet YFP 50 ms 32%
mCherry mCh 200 ms 10%

Dane zbi erano z dw- ch powt -rze® biologicz

wykonywano w dw:technicpngclut - r zeni ach

4. 8. 5. Analiza fil m-w poklatkowych uz
fluorescencyjnego Delta Vision Elite Imager

Anali zy fim- w pokl at okowych uzyskanych
fluorescencyjnego Delta Vision Elite Imag@rabela 4.7.prowadzono w programie ImageJ
(Tabela 48)o0r az przy zastosowaniu skryptu opraco
Aindpeaké dostfipne naMiserowleegzei BhiWwny.cSEypwens hi ny
wykorzy st ywano do analizy dzjcj skep&dliorescemepnyche k , a |

[ analiz czas-w pojawienia sygn#&doTag Fisfuor es
YPet, Scian poprzecznych,h AROS DriakEGRPdTabea&db). wni ki e
Podczas analiz uwzgl i denaaszystkioh argidaovanych etapach r z ii p
wzrostu znaj dowagy sin w jednej pgaszczy¥n

widzialnym z kontrastem fazowym.
Takj ak w przypadku analizopsepayah((Rwemheknaisk
483)wykorzystao nar zndzi a d ®traigget begrkeotgdior freehand lioes,@rf (A

arrow® ) w programie | mageJd o odplokalizaejdbkalnyeh d obr a
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maksim-w w profilach f 1l uor e saae wyznadzenimtempad | nc i
wdgJduUania stNazshmpmeki €pluiztskane wyniki uSredn
statystycznN.

4.8.6. Analizy dynami knikrodkdpin gka 2z wykor

wysokorozdzielczej i konfokalnej

W celu analizy dynamiki kbpamggkakywypykdrziegs$t
i met odii Sledzenia poj e dinglecPartcie Trackingsdrag ¢ z k i
mi kroskopi i konf oanaidy pdrotu fluprescencji ponfotodnymasi
(FRAP, ang.Fluorescencé&ecoveryAfter Photobleaching Analizy te prevadzono dla ParB

HaloTagznakowanegdaneliaFluor-549 (Tabed 4.5.).

4. 8.6. 1. Przygotowanie preparat -w do ekspery

W prob-wkach szklanych o pojemnoSci 20
S. venezuelaw 2 ml poUywkillMY M (dadetlkai eAam | i gandu
Janelia Fluor549 (Tabela 4. ) . Hodowle zaszczempi owmg miO0 002
i inkubowano w 30AC z wytrzNsaniem 200 obr ./
przeznaczone do eskperymentu SPT pjzegk i wano 7 razy przefiltro
(po 2 ml) (hodowle wirowano 3 min3 000 obr ./ min), dl a eksper.y

przepgukiwsashec2nirazyawieszaj Nec2&® mOr kbufvomoib |
(w zaleUnoSci od iloSci osadu) .

Szkkisegpodst awowe oraz nakrywkowe moczono prz
wszelakich zanieczyszczeC Nastnpnego dnia
suszono przy uUyciu sprinUnonego powietrza |
podstawowe naklejono silikonowe ramki o wymiarach 1.5 x 1.6 cm (&®ne FrameThermo
Scientific). Do r amek n Agaose dow mellingbtdmpetadure 1, 1 %
R o z d 43.) aogpuszczonej w przefiltrowanym roztworze PBS (do eksperymentu SPT) lub w

stae yl ne|j p §y nn e(fo ekspetyyentc ERARPYriainej do temperatus 5 A C

Ra mk i przykrywano szkiegkiem nakrywkowyma p:
ruchem ostroUnie Sci Ngni iit% vesezdela®@d kwy s ¢ mrainfocsi

(15 min) preparat dociskano sxxROmemgkiem nakry
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4.8.6.2. Analizy SPT

Anali zy SPT prowadzono wykorzyst u7).Nc mi k
Badania prowadzono z wykorzystudyiwamoddpss er a
obrazowaniaiwst agym zakresie mocy 80 %. Czas naSwie
10000 do 20000 Kkl at ek . Eksperyment pr owArmlizyono w
obraz-w wykonano wykorzystujNc program Ouf't
z wykorzystaniem pakietirackMate( Fi j i ) oraz SMTracker 2.0 (F
Anali zy ruchl i woSci pojedynczych czNsteczek
o] program MATLAB przeprowadzi ga dr Agni es
Molekulam e j , Wydziag Biotechnol oW analizachUmerzoner syt e
pozorny wsp- gczwnsni.k Rryzfyujzijtio,D (ee nwar t oS D

oznacza czNsteczki niiecrziNshleicwek,i a uwarlti ov®l. wi

4.8.6.3 Analizy RAP

Analizy FRAP prowadzono wykorzystuj Nc mik
(Tabela 47. ) . Badania prowadzono z wykorzystanien
fotowygaszeniem pr-bkn 3 razy skanowameo pr ze
obszar obej mujNcy kompleks fluorescencyjny w
S . W kolejnym etapie |l aserem o mocy 2,32% s
KaUOdy skan pr owad o@anpochadzzd gduwu korsoit nxe/ gyodzau Sr e d n
0 stagym przRbwndené8ni®O.przeprowadzono e
zpomininciem etapu fotowygaszani a. Podczas t
podczas 9,5 minE&kapeowmena prolwkidzoBOAG@. st a
Analizy wykonano wykorzystujNc program | mage
oraz R StudiqTabela 4.8.)
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4. 9. Konstrukcja z®muenezuwlaeny ch szczep- - w

4.9.1.Konstrukcja szczepu KP4F4( parB, flag-smg S. venezuelae

W celu korstrukcji szczepu pozbawionego geparB i produkujAlaGego bi ¢
SMC (fuzjaN-k o (Ec o wa ) zmodyfi kowano wuzyskany przez
TMO017 (flag-smg Hyg®) wy kor zy st wAN Opakdd STmibec | §v 4. 1. ) , Z e
kasetn opomamy$Syininarafw rsieskuvgenparB. Arzeprowadzono
koniugacj i mi(Riadzds.6dx)§zezépo WIOZ z kom-rkami ET12
pUZ8002 zawierajNcymi -4ZA@Oday@i(Rykirekd@2ny kosmi d S

Do selekciji k o ni myppny kanamycynW lyignoanycyny (Fgbelaa
412 . ) . Nastnpnie w celu znalezieni aroskimgni ugan
ove® poszukiwano koniugant-w wraUliwych na Kk

Wyselekcjonowane klony APr KnR sprawdzano zpomoc N PCR na matry
chromosomalnegaz uUOyciem starter-w pSv_par ABkont 3 _
(Tabela 43.)) oraz zestawDreamTaq Green DNA Polymerase KtRozdzi ag 4. 3. ;
4.15.) Uzyskano oczekiwane produky (W szczepi e zpaBRl€178cpzN gen
a w szczepie dzikim 1582 pbraz poddano jesekwencjonowani, re&kt pot wi er dzi g«
popr awodattdwopopr awnoSi konstrukcji szczepu sp
pomocN Westemrbliotitng W cel u identyf i Rastgsiwanbi a Jk a
surowice zawierajNce przeci wdTalg4). Natomiast o wa n e
w celu i dentFyAGISKMELc j(il 2Bi, &g ekkD a ) stoskEAMaNoO pr
(Tabela 44.). AnalizaWesternblotting zost aga uzmipeigmti emaaiy wombar a
w programie ImagedTabela 4.8.)i potwierdzi ga popr awakSI kor
s mitag-smcnazwanego KP4FRynek43.).Do dal szych eksperyment
drugi szczepu KP4F4.
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ET12567/pUZ8002 =

4 TEN EEN NN BN NN BN NN BN BN BN B Ry,

. s i S. venezuelae

|
Sv-4-A09 AparB N\ /] TMO17 ( flag-smc) :
\/ ﬁ------------/

% \f

twr l

= 8 8 8 N N N N § § § ¥ N § N § B _§ N § § 8 N N § §

Y

| kpara (flag-smc, AparB)

i 8 B N B B B N B B B § § B B _§ 0 N B B _§ § § § _J

-
P

Rysunek 4.2. Schemat konstrukcji szzepuS. venezuela& P 4 F $arR, ftpg-smqg. Opis schematu
w tekScie.

Vv 5 ; &,’»
o Q ™ V' ~N QV &
QY I & & & O N >
& P X Q&7 R
& I S
. 130 kDa—» — —=  FLAG-SMC

40kDa —p 0 e ParB 70 kDa—»

-ne

Intensywnos¢
prazkow
Intensywnosc¢
prazkow

Rysunek 4.3. Anal i za popr aSnwerauélae KPz & 2 @arR) giag-sma

z wykorzystaniem techniki Western blotting2 0 Og ekstrakt-w kom-rkowych
SDSPAGEW1 0% Uel u poliakryl oami dowym, Wastemalstinggpni e
z wykorzystani e mParpP A} erazi amgFiLaAdGa (a&Bnt.y Jako kontrol
zastosowano | izat poc hoSdwehezupla@dT) pkokanteob up 6 ypuy Wz N k
dla FLAG-SMC wykorzystano lizat przygotowany z szczepu TM(flag-smg. (A)$ ci e Uk a 1 : ma r
bi agkowy PageRul e P$eis &N zezdpyfudzikiege)iSr i le dbane 3 :
(qparB, Sci e Uk agpatB) , MBe 2 @aelklal &nyi s6zczepu KP4F4. (B)
b i a § RageRyle Prestained Protein Ladd&o z d43.)a §Sci eUka 2: WTflag-Sci e Uk
smj oraz ScieUka 4 i 5Wy k2 ek ly o npyo d s zzcdz efipcu a KnP 4 AMe.
intensywne8il ppebhcpr NUk-w (wyznaczone przy pomoc
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4. 9. 2. Konstrukcsmg psqdAR) z e KWP &gRPadBYp ( o

S. venezuelae

W celu konstrukcji S zparABso@asmaiub patBarazismocn € g 0 g
zmodyfikowano uzyskany przezdromasza Magecki egsmgd s z Wy emp a M0
genpawABna kasetn zawierajNcN gen opoarifoSci 1
przeprowadzono za pomoc N(Rbaadi6.%9)dzczepu TMOLON d z y r ¢
z kom-r kanip UES DD 26 ZymiernoayfikewaNyckosmid Sv-A09 gparAB
(Tabela 4.1.) (Rysnek 4.4.A). Natomiast w mi agendparBna Kkasetn zawier e
opornoSci na apramepridyniepr awadzknoe negan pomo
mi ndzyrodzaj owe|j szczepu TIMOUAD8 0D 2 k amwi lea @i
zmodyfikowany kosmid S4-A09 gparB (Tabela 4.1.JRysunek4.4.B).

W obu konstruowanych szczepach do selekc
i kanamycyny. Nastnpnie w celu znalezienia
Acrossng-ove® poszukiwano koniugant-w wraUliwych
apramycyndporKdion yaydmgcgi sspar awdzano za pomocN
przeprowadzonej na matrycy DNA chromosomalnego z ovyky st yani em st a
pSv_parABkont3 Fw / pSv_parABnt4_Rv (Tabela &.) oraz zestawuDreamTaq Green
DNA Polymerase Kl Rozdzi ag 4. .3Uzyskant grodeiktyaPCRL799 pzdlg
szczep KP004 ¢(ps mc , opaz 1736Bpzdla KP020 gsmc,gparB)w por - wnani u
7 2591 pzi 1582 paw szczpiedzikim) sekwencjonowan@ ot wi er dzaj Nc i ch porg

Dodatkowo @ pr awn o S1i szczepu KPO0OO0O4 weWegtérm k o wan
blotting(Ro z d474.12 4.75)z zast osowaniem przeciwciaga s
ParB(Tabela 4.) (Rysunek 53.).
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Do I R Efff oo Eeee |
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ET12567/pUZ8002 -
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:(*’ "-,II 4uN EEN NN NN NN BN BN BN BN B B .
P e e e S
| & £ 1
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\ KP020 (Asmc, AparB) J

Rysunek 4.4. Schemat konstrukcji szczepl5. venezuelaér) KP004 (gsmc payAB) oraz (B)
KPO2@6mg(paB).Opi s schematu w tekScie

49.3.Konstritkc j a s zS. vepeguelapr odu kj Ncy ckiPOOHa | o T a ¢
(WT, prephalotag) KP002 (WT, pwpreshalotag) oraz KPOG3 (WT,

pthphalotag)

Szczepy produkuj Nce Hal oTag przygot owe
z wykorzystaniem genhalotagwp r owadzonego w pochodnej wekto
w miejsce BT1 w chromosomig. venezuelae

W celu konstrukcji wektora pSS14f&shalotag (Rysunek. 45.) na matrycy plazmidu
PCRISPRperRBS ( Tabela 4.1.) z uUyciem sB8)omz er - w
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zestawu Q%Hot Start HighFidelity DNA polymerageRozd zi a§ 4 .mBa mn ad@dred a
sekwencjn koduj NbeXs&kpangiR8Sdr ot ap83@n koduj Nc
otrzymuj Nc pRroaddikkt yo3®WCP zk| on &wa d 4.6.387§ oo d N SL
wektora pSS17bhalotagtrawionegaenzymami restrykcyjnymi NdélXmaJl R o z d 4£6.39.9
Mi eszaninN r eakamnyj rkNo n-rrekns fDoH5mo, sel ekcj onowe
na higr omyc30nRio z(d®aitBegda )4. PoprawnoSIi uzyskane
za poreakaiMiCR z wykor zystaniem starter -3 pSSse
orazzestawuDreamTaq Gree®NA Polymerase Kif Rozdzi ag 4 .,8izyskanyfabel a
produkt @018 pz sekwencjonowano W t e nuzyskano svektor pSSl4fi.shalotag
(Tabela 4.1.).

W celu konstrukcji wektora S S 3p7.Q hga | qRysugek 46.) na matrycy plazmidu

PCRISPRpeyrRBS ( Tabela 4.1.) z uUyciem st3parazer - w |
zestawu Q3ot Start HighFidelity DNA polymerageRo zdzi a§g 4 .Ba mn d@ddred a
sekwencjin koduj Npeh poreonmok ooctujtNecpy8 3W0i agko Tet R
otrzymu j Nc prodBkod@Ktl BECR kl onoR@amdz.6@@EydondN SL
wektora pSS17Malotag trawionego enzymami restrykcyjnymi NdélX ma J | . Mi es zan
reakcyjnN transf &r moiw®RHBU, komet Bkcjonuj Nc 1
z wykorzystaniem fromycyny (Tabela 40; Roz d 2.6.4)P opr awno Si uzysk
wektorap S S 3p7.Q kea | o(tTad e Isap rda.wld.z)ono za pomoc N PCR
starter-w pSSseq_ Fw43) orgz 3Stanal QreaVaq Gréem DBIA a
Polymerase Kif Ro z d &;iTabgla 4415.)uzyskanyprodukt(2049 pz sekwencjonowano

W celu konstrukcji wektora pSSlfichalotag (Rysunek 4.3. na matrycy plazmidu
PCRISPRpeyrRBS ( Tabela 4.1.) z uUyciem sB)omzt er - w
zestawuDreamTaq Gree DNA Polymerase Kit Rozdzi ad 4. hrh.amnd&dbeba
sekwencjn koduj Nuglorpam moe lowe ncjpiB 3RBS otr zymu
Nastnpnie uzyskany fragment wkd ochabvdE;hdo za p
wektora pSS17halotagp ot r awi onego enzymem restrykcyjny
pSSl1l76pphalotag ( Tabel a 4. 1.) . Mi eszaninN rekacy|j
chemi kompetentnych DH5U, transformanty sl el
(Tabela 410.; Ro z d #.6.%)FPoprawm S| uzyskanego wektora spr
reakcji PCR z wykorzystaniem sta3termntwzyiag d
produktu o dRogd&c®.gail3Fg3) pzN4gst ngphCi2@sS1s0Xa mat r
PsmydetRePmycitopA(Tabela4.). z uUyciem starter-w RPrad7Fw /
zestawuDreamTaq Green DNA Polymerase KtRozdzi ad 4. hr.amnd&dbeba
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sekwencjn koduydtcrNz ybriug §kco pTreotdRikt 722 pz. J
wektora pCRISPRy-RBS(Tabehh 4. 1.) =z uUyciem starter - -w KI
4.3) oraz zestawuDreamTaq Green DNA Polymerase KitRozdzi ag 4. 3. ; Ta
namnoUono sekwencjnin koduj NcN prS menezoetae S1 4
otrzymuj Nc pr oduktkcjiPZRovepapu U wa jpdano € tNa rrteer - w
KP_38.2Rv (Tabela 8.) oraz 2stawuKAPA DNA polymeras¢e Rozdzi ag 4. 3. , T 8
pogNczono dwa namnoUone(psad wagme et ys:e kpwreanmag tNo rF
sekwencj i ko du,joikkgniy Noci apjrkood uTkett RBO1 pz. Produk
pomocN reaRajdAbRUM) G0 wektora pSSIPRhalotag potrawionego

enzymem restrykcyjnym Hindl || selekcflaanuj Nc
RozdzbagPopr awnoSi wekoyasjS8IT@rghmlotag sprawdzono za
pomocN reakcj.i PCR z wykorzystanienmd)srazart er -

zestawuDreamTaq Green DNA Polymerase KtRozdzi ag 4. 3 uzykarlyabel a
produkt(2132 pz sekwencjonowano.

Po wuzyslani u WEpS&SIL?thgphalmag, pSS176y,phalotag,  pSS176prechalotag

umoUl i wiajNcych produkcjnin biagka HaloTag pod
wprowadzono je doS. venezuelag a pomocN koniugacij.i mi ndzy
wprowdzono dok o m- r ek Epiu2&%®GTF2 . Nastnpni epuzem- r ki
zawierajNce pochodne wekt or a pSS170 podd:
z zarodnikami szczepu dzikiedg®d. venezuela@NRRL B-6 5 4 4 2) selekcjonuj Ng
oporne na higroly¢gynnlzfySahaelka kéniuganty op
sprawdzano za pomocN reakcj.i PCR z wykorzys
(Tabela 43.) oraz zestawuDreamTaqg Green DNA Polymerase KitRozdzi ag 4. 3. ;
4.15.) Uzyskano oczekiwane produkt®q00pz dlapSS176permenalotag 2018 pzdlapSS170

phalotag 2049 pz dla p S S 3p7cQh asl odraz @132 pz dla pSS170prehalotag
otrzymuj Nc s z¢pmhpgoiag KPPOR2 QM pdprWiRlotag oraz KPO03 (WT
orenalotag. Do weryfikacjiskos t r uowanych szczeg-Bac Wit zy st ¢
blotting z zastosowaniermp r z e caantgHalaTgg (Tabela 4.) (Ro z d 41.1a-4.7.5.).

W celu sprawdzenia poziomu biagka produkowa

wykonano pomiar intensyn o S ¢ i pr NOk - w WRysunek4). ami e | magelJ
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tﬁa s tep
KP_35Fw, Q,;;-'
PCRISPR prep pSS170 halotag
RBS
-~ 1
1 PCR 1
l | 1 Ndel
— T tetR ) pSS170 halotag

pSS170 p.,halotag

Rysunek 4.5. Schemat konstrukcji wektora pSS17@uphalotagOpi s schematu w tekSc
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KP_36Rv

. tep Ndel
‘I.E"R
/ oxmall

PCRISPR Pcp
RBS

pSS170 halotag

e - : Ndel

/4 eXmall
-

Dy, - tetR a1 tep = Ommm——

pss$170
Pipreshalotag

Rysunek 4.6. Schemat konstrukcji wektorapSS170pipreshalotagOpi s schemat u
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KP_39Fw
< KP_39Rv

. S
et fep [ .
1 PCR !
[ 1
pCR|5PRptcp e .
e tep = De—
T T T T T 1
1 SLIC
\.__‘_\ | 1
‘ P

KP_38Rv

(

KP_38F

pSS170
Piphalotag

KP_37Fw

tetR,,

/\ KP_37Fw
\

pTC28515
psmyctEthev g
K KP_37Rv

P mycl tOpA

pss170

Xmall
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Xmall

________________ :
! Trawienie restrykcyjne :
1 Hindlll 1

_ Hindin
<

pSS170
Piphalotag

pS5170 pgephalotag

Rysunek 4.7. Schematkonstrukcji wektora pSS170pricphalotag Op i s

schematu
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Rysunek 4.8. Detekcja biagka Hal oTag,pmhaotag KPOG (WTzc zepac
Prepreshalotag) oraz KP003 (WT, pricphalotag) T z wykorzystaniem technikiWestern blotting

Ekstraky k o m- rek ozna wi 80 afONagkddano roz®PAGEJgowil2SB% Ue
poliakryl oami dowym, a n a s Waspem i biottingzr vylkoystanigm d z 0 n o
przeci weHalaTggs caretOjk bi A4atiy 2poc hdz Nc e 008 indukodanegb i s zc
ATET oraz nieindukowanegoSci ez k al i X at pochodz Nc yndukowasegoec z € p u

i nieindukowanegp Sci eUkhi zsati p6échodzNcyindakowanggo o@zp u KPC
nieindukowanegos c i e Ukoatrola7pozytywra, WT-halotagems $ ¢ i € UWR (sz8zep typu

dzikiego) - kontrola negatywna$ ci e Uk a 9: mRageR@er Prebtained) Rraieimyladder
(Rozd43)agNa aGelaw zopno sygnagd pochodzNcy od biagka
przedstawia intechypndSk pwofwgzegqclzonwe przy pomo

4.9.4. Konst rSuvknejuelaps nd o & pj M eHpleThg: Par B
KPOO5 WT, pratparAB-halotag) , K P PafAB, pnipaaAB-halotag) oraz
KPOO7 (gsmc,qparAB, pratparAB-halotag)

Szczepy pri @adklodapihg @zjdck o Ecowa) pod kontr ol
promotora genyparABpr zygot owano wedgug scheunkadu pr ze.
i Rysunku 410. z wykorzystaniem wektora pSSkpaparAB-halotag i nt egr uj Nc e ¢
w miejsce BT1 w chromosomie. vaezuelae
W celu konstrukcji wektora pSS1-faparAB-halotag (Rysunek 4b.), na matrycy kosmidu
SvV4-A09 (Tabela 4.1.) z uUyciem s Bporat zmstwuw KP _
KAPADNADpolymerase Rozdzi agd 4 .mamnoldred as dk W N | ma ky w
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promotor parAB, gen parA oraz parB, otrzymuj Nc produkt o dgudg
kl onowano met odN S L-haBtaggpairawieregot Xmalt o z 8 8.6.)a @
MieszaninN reakcyjnNEtcdiBHS U pr sie W ashsbojmantymj N& i
oporne na higrdimRoywrdidi 6§dad4byl a PédprawnoSi uzy
pSSiphpaMB-hal o(tTaagoe | asprdaviddono za pomocN PCR :
starter-w pSSseq_Fw 3) orgqz 3SmweubreamVaq Gréem DAl a 4.
Polymerase Kf Rozdzi ag 4 . 8uzyskanipetukt(3694 pd sekwencjpnowam

Wektor pSS17{pnaparAB-halotagwpr owadzono za pomocN koniugac
szczepu dzikiegd®s. venezuela@NRRL B-65442), MD030 ¢parAB) oraz KP004 ¢smg

gparAB) ot rzymuj Nc odpowi ephparABhaptag 7z e K P0aB\B 0 0 5 ( V
pnapa@rAB-halotag oraz KP0OO7 gsmc, gparAB, praparAB-halotag (Tabela 4.2.; Rymek

410. PoprawnoSi uzyskanych koniugant - w Spr aw
zwykorzy st ani em starter - w opadfZstavpredwaq/GregndDEA e q _ Rv
Polymerase Ki{f Rozdzi agd 4.,8zysKapbtpodbdaukitweoonydgugo$S
pz

Xmall

Sv-4-A09 pSS170
halotag
KP_66Fw
¥ KP_43Rv
Q parq - i""e /_ iTrawienie restrykcyjne:
mmm--- | - Xmall :
i PCR 1 b )
\\n _______ I o
4
’,.-}(maJI
N [ — pSS170
halotag

-
LY
]

pSS170
PnaiP arAB-
halotag

Rysunek 4.9. Schemat konstrukcji wektora pSS17@naparAB-halotag Opis schematu wkeS c i e .
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1 ...’ parA | parB »......’ parA | parB y...| | reenees parA . parB - ........... é'
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! KP0O5 (WT-p,..parB-halotag) II l KP0O06 (AparAB, p,..parB-halotag) JI
o BN N 8§ B § B N B § § § § § N § § § | SN NN N BN BN BN NN EEN EEN NN NN NN NN BN BN BN N N
P e e e \
1 x
: ......“E .g........’ parA ,‘parﬂ ‘ ......... ' E.'apra Bannnnn :
|
I\ KP007 (Asmc, AparAB, p,.parB-halotag) Il

Rysunek 4.10. Schemat konstr ukcjphapasAB-baiorg ; w KR pabAB5 ( 6eWT

pra:parAB-halotag) oraz KP007 gsmc,gqparAB, praparAB-halotag) S. venezuelaeOpis schematu
w tekScie.

4. 9. 5. Konst rSuvknejuelap s » d nckagh PakB-HaloTag

pod kontrol N i ndu krwPaos8  Wd,ppgpaaBnot or a
halotag) , K P pafB9pricgpaeB-halotag , K P paiB0Oapra, gacpparB-
halotagg or az pamBOpdcgparR-reotay, praftsZ-ype)

Szczepy pr oduk-Hglorag @uzjsbGk @ §dc @ wRar Bod kontr ol
tcp830 prcp) kontrolowanego przeadwrotny represor TetR (Teld pr zy got owy wano w
schematu przedstawionego na Ryl 4.11 oraz4.12 z wykorzystaniem wektora pSS170
PreegParB-halotagi nt e gr uj NscueBflona ehromoiscenfe. venezuelae

W celu konstrukcji pSS17pricpparB-halotag (Rysunek 411.), na matrycy plazmidu
pSS170 prephalotag ( Tab el a 4.1.) namno Uon detRs wrézwe nc j fi
promotorempeszoz U Uyci em starter - Rv(Fbela®B]drazzestawk P _ 3 7 B
Q5 Hot Start HighFidelity DNA polymeraieRozdzi agd 4 .,3 .0,t rTzaybneuljaN c4 . pir
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o djgugoSci 1068 pz. R-wnod4A@S%nize uidy c mamr y¢
KP_43BHTFw / KP_43Rv (Tabela 3) oraz zestawu Q5Hot Start HighFidelity DNA
polymerase( Rozdzi ag 4173 n a mrnTaalboenl ;a  sd4e. k we n @gri kodu
otrzymuj Nc pr odu kQ@bapoodukiykiorpwaSadovektotagstravponego

enzymem restrykcyjnym XmaJR(0 z d £46.)m@§t o d N Gi b s(Ra z d&&G38BHnb | y
MieszaninN reakcyjnBRcdibDHBSf osmbewaoj 6omwano |
oporne na higra@mycyrPop¢ZawbheBh dzy pkpaBego wel
halotags pr awdzono za pomocN reakcriw PLCRSsze qwy kc
pSSseq_Rv (Tabela3dl) orazzestaws DreamTaq Green DNA Polymerase KiRozd zi ag 4.
Tabela 415.) a uzyskanyprodukt PCR3211 pz) sekwencjonowano.

Wektor pSS17®ripsaparB-halotagvpr owadzono za pomocN koni ug:é
doszczepu dzikieg8®. venezuelaNRRLB-6 54 4 2 ) , pdBA2Y , ( (dD @B ( e
selekcjonuj Nc koniugatny oporne na higromyc
sprawdzano za pomocN reakcj.i PCR z wykorzys
(Tabela 43.) oraz zestawn DreamTaq Green DNA Polymerase KtRozdzi ag 4. 3. ;
415),uzyskuj Nc oczekdipyagyS@irrnad®ghkdnpzw ten sSpos
KP0O08 (WT, pricpssparB-halotag |, K P pafB9 pricfoaB-halotag oraz pBO010 (
prico@rB-halotag (Tabela 4.2.; Rysek412 A. ). W celu uzyspgasBni a sz
PrecpparB-halotag pnaftsZype) , uzyskany paBepa.paB-hE®a (Tabelg

4. 2.) poddano koniugacji miidzpyuUzZBdRjywevaenwi ezr &
plazmid pKF353pnaftsZypet(Tabela 4.1.; Rysek 4.12B.). Selekcjonowano koniuganty

oporne na apramycynn.
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KP 37BHTRv -

> (

P lcp

KP 3?Fw/‘¢&“’

pSS170
Pricphalotag

Sv-4-A09

pSS170
Precp@rB-halotag

halotag

KP 43BHTFw
\'/pnl's v
Parg AF KP 43Rv
_______ |
1 | 1 i 1 I
! PCR | : PCR : | Trawienie restrykcyjne
e __ I Lo __ | 1 Xmall
e e e =
a |
i . Psign 2 . -E— mmmm parB ——
| l |
™~ ~ T T T T 1
~— 1 Gibson Assembly !
\..\‘ | 1
e
& Aw,,
b’
Q¥

pSS170
halotag

pSS170

Xmall

Rysunek 4.11. Schemat konstrukcji wektora pSS17ricpparB-halotag Op i s

schematu
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ET12567/pUZ8002 . ef

'fé
p55170-pgypparB-
halotag
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| S. venezuelae I
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/ |
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/ |
/ | MDO020 (AparB) |
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/
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|

KP0O8 (WT-pg,parB-halotag)

4
H

O ——

KP010 (AparB, prpparB-halotag

A .
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| eeed ” ...... M o
1 I
|
\ ]

KPO009 (AparB, py,parB-halotag)

—-— - T

ET12567/pUZ8002 " T2 CTTTTTTTTTTTT
h \ / | S. venezuelae KP0O09 I
pKF351 /-’ | :
- \
\ (AparB, pgicpparB-halotag)
PraftsZ-ypet T fiee I

| b

,---------------------------

oo d ) e - § - D ot -

\, KPO011 (AparB, parB- halotag sz, ftSZ-ypetynq)

--I

Schemat

Rysunek 4.12 .

k o nsSt wvenekuelge(h) SgczepyXKB0OP8 (WT, precgoarB-

halotag

K P paéBOprifoaaB-halotag ,

K P paiBOaprd, gacppoarB-halotag. (B) Szczepy:

KP 0 1 parB( paegarB-halotay, praftsZype) S. venezuelae Op i s

schemat u

w
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4.9.6. Konstrukcja s z ¢ z eSp vemezuelaeze znakowanymoriC: KP012
(WT, FROS-52), KP013 (WT, FROS-112), KP014 (WT, FROS-353), KP015
( gMGFROS5 2) , KAWL EROSQL ®2) or a zsncKARO3333) (

Szczepy ze znakowanynoriC, produk umWereus TedrRa z Zawi
powt - r zone detCk w e npcoj bel i UuoriCr @upgi arigiru of replicatior)
przygotowywano wedgug s c huekmhalB GengtRmverugpdda wi o n e
kontrol N silnego kon $ptiyotruat zy wknaesgeot i r zoanoit eorr aaj NS
tetOwprowadzono do chromosorfie venezuelaezastosowaniem pochodnej wektora pOJ260
(AprR,KnR)  ( Tabela 4.1.). P o ¢ h ofcagmentyhoenéldgiozneado p OJ 2 6
wybranych regi o vemezuelher moniblsiowniuaj Nce pojedyncz
homolog ¢ z n N singla orassing ovérw wybranych trzech miejscach w chromosomie
S.venezuelaeW celu znakowanimriC wy br ano trzy regiony -znajdu
FROS52), 112 kpz (pOFROS112) oraz 353 kpz (pGBROS353) odoriC na chromosomie
Streptomyes(Tabela 4.1.JRysunek 413.).

W celu konstrukcji wektora pOJ2@&®2, na matrycy kosmidu Sv-509 z uUyci em st
KP_74Fw / KP_74Rv (Tabela3!) orazzestawu Q9Hot Start HighFidelity DNA polymerase
(Rozdziag 4..8amndédbebadgagyimadaj Ncy seicwencij i
na chromosomieS. venezuelaé z awi er aj Neng 182151 ®it rgg muj Nc pr
o dgugoSci 1746 pz. W c-21P2,wna rkatgycyskosmidkSy-(309 we k t
z uUyciem starter - -w KP 43)50faw zestawu KF5Hot StRrv (Tab
HighFidelity DNA polymerase( Rozdzi ag 4.3, namhatleha 4 r Bhg.n
odpowi adaj Ncy s eokiGwa ohcomosomi&l nekuplgez aondi er aj Ncy ¢
genuvnz_18495 ot r zymuj Nc pr od udelukopstrukdj wektor§mOi260l 8 5 6 |
353, na matrycy kosmidu Sv-#11 z uUyciem starter-w.J.3KP _ 76Fuv
oraz zestawu Q5Hot Start HighFidelity DNA polymerase Rozdzi ag 4. 3. , Ta
namnoUono fragment odpowi adarif Nha ychromasdmiee n ¢ j i
S. venezuelag awi er aj Ncynz t989%5 Siot geymuj Nc produkt o
Wszystkie fragmenty uzyskane poRozedda8a4y PCR
do potrawionych enzymem r estr @ Klabelp rdylin EcoF
Mi eszani nami rekacyjnymi t r ansf B.cohdwd g Kor
selekcjonuj Nc tranfor mamyn azmyReypmoiaemo &pr amy sk
konstrukt-w sprawdzono za pomocN J280sefq & i PCR
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/ pOJ260seq_Ruraz zestawuDreamTaq Green DNA Polymerase KtRozdzi ag 4. 3. ;
4.15.) uzyskane produkty1892 pzdlap0J26052, 2004 pdlapOJ260112 oraz 1899 pdla
p0J260353)sekwencjonowanp ot wi er d z a j NkwengjoUzyska woa oB8it en spo
wektory pOJ26652, p0OJ26a112, pOJ266B53 (Tabela 4.1 Ryaunek4.13).

Nastinpnie na mat-phaloyagzweukyocriae np S 1a7rot er - w KP _
(Tabela 43.) oraz zestawlDreamTaq Green DNA Polymerase KtRoz dzi agla 4. 3. ;
4.15), namno Uo ntetR waznz promotorem Sl14(psi), ot r zy muj Nc pro
o djugoSci 762 pz. R-wnolegle przy u3)yciu s
namnoUono fr ag memvensand reairyouglaihddy pBgdwvenus Tabela

4.1) doda Nc sekwencj i k-BradArg-ASreASn-AspiGly-Bex)jo t ¢ Mg tmu j Nc
produkt o dJjugoSci 788 pz. Jednocze®tOi e nan
uUOywajac w tym celu jako matrycy plamidu pLA
KP_81Rv {Tabela 43. orazzestawuKAPA DNA polymeras¢ Rozdzi ag 4..,3., Ta
otrzymuj Nc produktzyskdngoScry2P26dgmenty wkl
Assembly Ro z d 4.6.3a8do potrawionych enzymem restrykcyjnym Hindlll pochodnych
wektorap0J26662, p0J26aL12, pOJ26B53 (Tabela 4.1.). Mieszaninami reakcyjnymi
transf or mo whkemkompgetemnErckiDH5U sel ekcjonuj Nc tran
na apramycynfi or az 1k &ysmeky.I3y)n.n Rdmbawmo $H. uz
konstw wsktr-awdzono za pomocN reakcij.i PCR z wyk
/ pOJ260seq_Rv (Tabela34.oraz zestawlDreamTaq Green DNA Polymerase KiRo z d zi a §
4.3.; Tabela 4.15.a uzyskaneprodukty (5695 pzdla pOJ260FROS52, 5807 pzalla pOJ2606

FROS112 oraz 5702 pazlla pOJ260FROS353) sekwencj onowano pot wi

poprawnoSi
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\ e
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\ L
HindIll
p0J26052
’ Hindlll
_y J
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b . ~_
-
KP_71Rv
/.
&

pSS170
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KP_?le//'

—————p Py, EtR —_—p /‘

KP72Rv |~~~ oTTmmmmmmmmmTT
‘S
KP 72Fw I & pBAD T MettroAmAsamApGySer  HIVENUS >
_______ .
Kmvenus i PCR !
.

kP_81Rv ) I sr
é{ plAUS4 & * T i e

1 PCR :
| I
KP_73F 7 "
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B} EcoRI
Sv-3-G09 1 DOJZEO o
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1
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4

' T Hindlll
|mT T T s 1
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[ \ ~_
KP_71Rv .
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~

“Mvenys
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KP_TlFW// i pss170 > =——Dy, s tetR —_ /
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KP_72Rv [ A
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Rysunek 4.13. Schemat

oraz (C) pOJ260FROS-363 0p i s w

schematu

Dodatkowo w celuwe r y f i kacj i
cel

(z

fluorescgmMaecj eapwmlyawas Azur e

pomi

TetRrmVenuse w lizatack. coliW t y m u

rozdzielono w elektroforezie SIS A G E

poprawnoSci

k 0 n s t(A) pGJ26p-FROMER K(B) p@J26GFROS-112

tekScie

konstruk

izaty kom-rkowe (]
ninciem denaturac
Biosystems C600 z
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detekcji fluor oRwz d 2i7.4ACRY_8INek(4GFAD). R{ wnoczeSni e
poliakryloamidowy wykorzystano do anali¥yestern blotting wy kor zy st ani em pr
monoklonalnego ag-EGFP (Tabela 4.) (Rysunek4.14.B.). Na podstawie anlizy wybrano
nastnpuj Nce konst r ukieyezudamOIWROSaswkion [t @Rysinek d o
414B.-Sci e Uk aFR®3112 klpnQlJ(Rysinek4.14B.-Sci e Uk aE. col)pOb r a z
FROS353 kbn | (Rysinek4.14B.-Sci e Uka 9) .

A 12 34 56 78 91011 12 13
TetR-mVenus
mVenus

B 1 2 28456 8910 12 13

70kDa—p - wWHees o TetR-mVenus
35 kDa—: @®| mVenus
25kDa—p

Rysunek 4.14. Det ekcj a-mbdnus gvkEa coliTleH5R)  z awi er afRA®52c h p OJ

pOJ260-FROS-112 oraz pOJ260FROS-353. Ekstraky k o m- rek oava wi @0 ragj Nlciea g k a
poddano rozB®AGEJowil2SB Sty |Ued mi dpwoMyimak(rz pomini Aci
a nastnpnie fluorescencjn sczytano przy pomocy s
bi agkanvdeu®e przy ulUyciu aparatu ANestarreblotBigosy st e
Zz wykorzystaniem peci wc i s&EGRP. (aAnt yB) Ma r kUmnstaindd i Peoipik badder
(Rozd#3)agLi zat yS. venezzelaplRRl B-65442) (kontrola negatywna)Sci e Uka 1,
E. coli p0J260 (kontrola negatywné)S ¢ i e (B eoli p@}FROS5271 Sc i e 48 Kkbon I-8I1),

E. colipOJ}FROS112i Sc i e -8 kkian FBI), E. colipOJFROS353i Sc i ek (&lon 9lll),

Sc i e U puata,El ®li pPBAD-mvenugkontrola pozytywna26,89 kDa)i Sci e Uka 13. Zazn
bi agko mVenus ( 2dVe®u9Zazndzm ) o o b ia z-M\emus (RlekDay.

Wybrane plazmidy pOJ26BROS52, pOJ266FROS112 oraz pOJ26@vprowadzono

do komIrR&l7 /| pUZB80O00O2 i poddawano je koniuga
szczepu dzikiegdS. venezueladNRRL B-65442) oraz TM010 smq. Selekcjonowano

koniuganty oporne na apramycynn. PoprawnoSi
pomocN reakcji PCR z wykorzystaniemoragt art e
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zestawuDreamTag Green DNA Polymerase KitRozdzi a§ 4. 3uzysky Nabel a
oczekiwaneprodukly ( 5695 pz dla pOJ26BR0OS52, 5807 pz dla pOJ28OROS112 oraz

5702 pz dla pOJ26BROS353( Tabel a 4. 1.). Otrzymano,w ten
FROS52), KP013 (WT FROS112), KP014 (WTFROS353), KP015 ¢sm¢ FROS52),
KP016(gsm¢ FROS112) oraz KP017¢smc FROS353) (Tabela 4.2 Rysunek4.15.).
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Rysunek 4.15.

Schemat

k 0 n s B.rven&zaejaéd) KP@le MWET pFR®S-52), KP015

(gsmg FROS52), (B) KP013 (WT, FROS112), KP016 ¢mm¢ FROS112), (C) KP014 (WT,
FROS-353), KP017 sm¢ FROS353).0pi s schematu w tekScie.
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5. Wyniki

Biagko ParB to bakteryjne biagko segregac]
ParB zwi Nzane z CPpa#S ziokaliodhe wekiwlein@y eriCe gi onu
i rozprzestrzeniajN sifin wzddguOU DNA twor zNc k
i wsp., 2014; Murray i wsp., 2006; Tran i wsp., 2018, Jalal i wsp. 2020, Szafran i wsp., 2021).

U wieluwu bakteridi ParB odgpowtapga baadklkandE&ME
Zaobser wo wBacilus subtilsSMGC bezpoSrednio okld@&iagNj e
ParB, kt-ra jest r-wnieOUO domenN zaangaUowanN
SMC przez ParB zal eUy aghhydrolixyzZaRBockiwepT 2022; al e n
Antar i wsp., 2021; Taylo i wsp., 2021) Streptomycesb a bi agka wpgywaj N n
chr omosomu o€ wp slploisUtb zal eUny (Seaftan swsp.,d2020m r o z

i 2021).

W ramach pracy potwierdzonokrg ut acj n S MGtirgptonzyeeg veritzueal® u
(Rozdziag 5.1.*). Aby sprawdzii, jak SMC wp§
ParB podczas wzrostu wegetatywnego i sporogeniggptomyceskonstruowano szczepy
S.venezuelapr oduk u j-HélceT&P@a rvB obecnoSci l ub nieobec
ich r-Unicowanie i dynami kn ParB (Rozdzi ag
organi zacjn chromosomu i |eordCproamlziakta kjie gkroa

zarodnik-w (Rozdziag 5. 3.)

5.1. Rola ParB w-DNAdziagywaniu SMC

Bi a gk oS. &MCuelagst kluczowe dla utrzymania przestrzennej organizacii

chromosomu i odpowiada za | eg,pradadoktarskan282d,.cj n w
Szafran i wsp., 2 0 2 E yanik Kdleegjimamdrcchremos®MilCw cgasiev 0 d U |
sporulacj i, podobnie jak eliminacja biagka P

uS.venezuelaebadano oddzi agySwEnize chhiragnoas ofmMeAG w 0 b €

oraz pod nieobeomo$iN t engnw nbhipa Glcay pida agj i chro
* Wyniki zawarte wt ej @z@m8gi stanowi NASeafnShnpubl i Kagj iMa
Pawlikiewicz,K. , Dugawa, J., Zarek, A., Koi.slakirewiaz, ®W20X1x

Spatial rearrange ment of the Streptomyces venezuelae linear chromosome during sporogenic devig&ipree
Communications, 12 (1), 5222. https://doi.org/10.1038/s4D2372546120 .

** Wyniki zawarte wt e j praciizawaitow publikacji: APawlikiewicz, K., St r z A.gMajkowski, M.,
D u g aKekeeluszczyk,.,SzafranM. J.,Jakimowicz D. (2024).SMC modulates ParB engagementin segrega
complexes in Streptomycelsitps://doi.org/10.1101/2024.10.17.61885%raca w recenzji 113


https://doi.org/10.1101/2024.10.17.618854

5.1.1. Wyznaczenie punkt-w czasowych d
SMC

W celu wyznaczenia punktu czasowh@adao dl a z
chromosomuS. venezuelae kr e S1 ono et ap r - UniecSowenenuelae gr zy
podczahodowli w poUywce pgynnej MYM (w warunka
pomoc N anal i z mi kroskopowych dokonano ocen
Wykorzystano szczep -¥Rebo@@MDIOW-j WTc fysZyfed a goédiod NFt s .
mar kerem podzi adaz wylaovioro DKA (wavenikiem ZAAD (Tabela
4.3.2.)) w celu oceny stopnia kondensacji chromosomu. Preparaty wykan&aodowli
pgynnych po 11, 12, 14 i 16 godzinie hodowl i
Podt z as obserwaciji mi kroskopowych usYPed |l ono,
towarzyszNce skondensowanemu DNA pojawiagy s
(Rysunek 5.1.).

MDO010

11h

Kontrast fazowy

DNA

Natozenie

Rysunek 5. 1. An a$. ivenazuealev Warinkaohwhadowliadla ekspeymentu
immunoprecypitacji chromatyny. Pr zy k gado we zdjnci a mi kroskopo
r-Unicowani a s MD1A0h gWTi ftsZypelc z eppruo d u k u j-Wreetg o ( F-t HtZy )
z wybarwionym DNA (czerowony). KolejmecpadeNey Mo
(kontrast fazowy), obraz fluorescencjiF¥ZP et (z- gty) ;-ARABRBr Wée 2evven PNA Tad
kanaBkala: 1 Om.
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5.1.2. Immunoprecypitacja chromatynyibadani e oddziagywani

SMC z chromosoment. venezuelae

W cel u zbadhbaina gk awpsjeygvue gacyj nego Par B na
z chromosomen$. venezuelapr zepr owadzono i mmunopremlypitac
z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem precy
Por - wnano wi Nz a rSM@ w Isiczejek kontrdiynmA G'M0O17flag-smQ
i w szczepie pozbawionym ParBR4F4- gparB, flagsmqg. W obydwu badanych szczepach
sekwencij fflaggvpad wjwdadM o n o smewryathenymlogusnul ako kontr
wykorzystano szczepy peothilkgkhNc eSMEL e smadyefpi |
S.venezuelaNRRLB-6 54 42) or az s z paR(MD0G2- qparB)eAogliz ge nu
wykonano dla hodowli 11 h (dla szczepu TM017 oraz NRR&58B42) oraz 14 h (dla szczepu
TMO017, KP4AF4,NRRLB6 5442 oraz M®PPODE.gaddgoanll to et
rozpocznciem procesu kondensacij.i [ segregac|]
r-Unicowania po procesie segregacij. chr omos
z procedur N opisanN ywtruozNdcz ipar FEeAG4Tatield 8)F,0 waynkt oy

Anali zy bioinformatyczne uzyskanych danyc
Liczba ouwywkaychpwow sekwencjonow2nillh Wykgrzysiamd ga 1
mapowanie bowtie2 (2.3.5.1, metoda end-erd ) zmapowanyédd zaoystt -awg.o
OkreSlono | iczbn -SMCevjpadanycivszétepach (T17, FKP4&45 NRRL
B-65442 oraz MD002).
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450-
200, (TM017)
FLAG-SMC
150- 11h
0
450° (TM017)
% 300- FLAG-SMC
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© 150
0
450-
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150 14 h
0 1
0 2 4 6 8
- Pozycja genomu [Mpz] ==rm
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B 0 Y

™00
Y R . (TMoL7)
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[
0 400
NI N N . (kpara)
AparB FLAG-SMC
— 14h
0 2 4 6 8
_____ Pozycja genomu [Mpz] —_———
400- A - M W ‘ (TM017) FLAG-SMC
~.,"-"ra"'l'- ’,!\!’\ k‘f‘.ﬂﬁ "," \ '. | \N'. I‘..I."‘Q‘ .-l 11h
300, DT A N WA Y T J T
A I}.- Jk FH L|" % ‘7". 'p:"‘n”" ! A \;‘ / Un"‘.‘
\a A W [V Y TMO017) FLAG-SMC
; ) ..l‘ __‘n l|"| (
R 200- [ 0 14 h
b=
(@]
100-
0
0 2 4 6 8
it Pozycjagenomu[Mpz] ~=FD"

Rysunek 5.2Anal i za wi NSMCrdd BNA W kzAz6pie dzikiego typu TM017flag-smq

oraz w szczepie pozbai onym Par B p&B 4ag4mg (zg wykorzystaniem

i mmunoprecypitaci.i chromatAGnyA)z birzzltd wedagymi w
chromsomu obr azujSNC d DNA Wszaepie dzikidggyd thpG TMO17 w1l hil4d h

hodowli oraz w szczepiegarB - KP4F4. LTD lewa domena terminalna, RTDprawa domenta

terminal na chromos mu. (B) Mapy ciepga -sepwldzuj Nce
h i 14 hhodowli dla szczepu dzikiego typu TMO17 oraz szczegparB - KP4F4 w 14 h hodowli. (C)
Pownanie | iczby odczyt - w w-58MdC W tlehnfczertwomyponag d4niu d | a

(niebieski) hodowli szczepu typu dzikiego TMOXAg-smg.
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Wyt ypowano 4772 mi-BME6cdwaNpanba pBlgddfindeg Ncy c h
hodowl i or az 4a7 6ddl ami perj -sheganzinhipzadaaemu TMO1T.Ponadto,
w przypadku obu punkt- -w czasowych w szczepi
region-w wsp-Ilnych. Wlagsnmgzepild dhzhlodmw( TMBEMT
chromosomu baaerdrziie,j mi-Wnwemil4 h hodSMWjest, gdz
wzmocnione w centr a$. weagzueladdatorfiasi w pezypadeunspcsepum u
pozbawionego ParB (KP4F4parB, flag.smg br ak jest i stotnych mie
FLAG-SMC do chromosomu Li czba wytypowanych miejsc wi Bl
w 14-godzinnej hodowli (Rysunek. 5.2.A%uger uj e t o, Ue mvanB hydai
niezbnindne do -SMCNzchromosomem L(Ry&inek 5.2B). Nie wiadomo
jednak, czy ParB ma takie sarmnaczenie w godzinie 11.

Pods umowuj Nncvivo obdaddza raigey wa n i -8MCbzi cargnosomemL A G
przy uUyciuseamapdkglzechSIMC wi NUe sifn z DNA t

segregacji i kondensacji <c¢hr omo sSovu .o dNlaz iwacGzuej
r-wnomierne wzdguU chr omosomu, a w p-Uniejs:
wié&slUin w centralnej czinSci chromsomu. Udowod!
do rekrutacji bi ag.enezeM&@ poFoymo®wespmea B5i a

5.2. Wpgyw SMC na kompl eksy ParB

Wy kazan®,venbzeuales t ak jak u innych bakterii,
rekrutuje biagko SMC, kt - re wpgywa na konde
SMC, wpgywa na pokmgckompwake - w BgnBmmegdczas
Streptomyceskonstruowano szczef. venezuelap r o d u k u j-HNacleo TPaagr B o b e ¢ n
l ub nieobecnoSci SMC. R-Unicowanie uzyskan)
mikroskopii fluorescencyjnej w trybie poklak o wy m. Dynami kn Par B b
Sledzeni e pojedynczych czNsteczek biagka i
fotowygaszaniu. Ponadto, aby zbadainviwmpgyw ¢
przeprowadzono I mmunopr ecypianegcczjyn SMCr owpagtyyway
aktywnoSi CTPazowN ParB i w tym celu przepro
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5.2. 1. Konstrukcja i weryfikacja szcze

HaloTag

W celu zbadania wpgywu SMC na kompl eksy
pozbaw ony m SMC, wyznakowano ParB poprzez jego
monomeryczne biagko o masie 33 kDa, kt--re zo
dehalogenazy haloalkanowejRhodococcus rhodochroudV enzymie tym reszta Phe272
zost @a@at apwi ona pr 3ystem Halbagt podmala ma wykonywanie

kompl eksowe | analizy biagek z uUyciem jedne
Hal oTag umoUl iwia Sledzenie lokalizacj.i bi ac
r-wniel@ HWadhami ki pojedynczych czNsteczek bi
mi kroskopi i wysokorozdzielcze]j wymagaj Ncej
Hal oTag moUe byl wyznakowane fluorescencyjne
(np. tetrametylordamina- TMR lub Janelia Fluor549 , kt - re wi NON sifn z |
kowal encyjny i nieodwracal ny. Opr-cz tego Ha
pomocN chromatografi.i powi nowalXNAyva bbiraaggkkoa n a |

(Banaz iwsp., 2019; Urh 2012).

SzczepyS.venezueale r o d u k u j-HaloTag (fz@ IGB 0 Ec skem@siruowano
przy uUyciu pochodnych wektora pSS170 int
w chromosomiePrzygotowano dwa kestruktyi pSS176praparAB-halotagzawe r aj Ncy c a §
operonparAB-halotagp o d  k onatywnemd Ppromotoraraz pSS176priegarB-halotag
zawi e paBhdlaagpodk ont r ol N pr ogoegubowanegd przez8o8wiotny p
represor TetR (TetR) . W domenie wi NUNg B¢ s/tgjeniobei a § k a
3 aminokwasy (Klotzsche i wsp., 2009). Wymiana aminokwasowa odwraca allosteryczny efekt
wi Nzani a tetracykliny [ ] e] pochodnych do
wprzypadku TetRyp owoduj e wi Nzani e tetQitymsamymhanovwhnie s e k we

ekspresji genu kontrolowanego przez prooncp.

Plazmid pSS170pnaparAB-halotag z o st a § ulOyty do przygot
produkujacych ParBlaloTag.PlazmidpSS1706praparAB-halotagwprowadzono do szczepu
typu dzi ki ego KROS5 (WKpwgabhB-halstagc,z egpo szczepu z de
parAB (MD030) jako komplementacja delecji z y s kszcgepl kontrolnyK P 0 0 @arAB, &
praparAB-halotag or az do sz c ze parABismal( ekl PeOc0j4N geezmgps k uj Nc
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badanyKP007 ¢gsmc, gparAB, praparAB-halotag. Natomiast plazmid pSS1-ikcgparB-

halotagwpr owadzono do szczepu t yWhpregparb-Halotagg

szczepu
K P 0 0 parB( paegarB-halotag),d o

( parB:apra, prepparB-halotag . UOyt o wn i e Upnaft§Zlypetz dai

r.
przygotowani a

KPOO9

szczepu eqranB, Prcpar Brhalotaly @tsZ-yped(

v

1. Pot wi er dzenHaleTagpr odukcj i

Do potwierden i a
parAB-halotagpod kontr ol N
i KPOO7 @mmc qparAB, praparAB-halotag
zZ zastosowaniem przeciwciaga

(Rozdziag 44)RysbnekB)Tabel a 4.

A Przeciwciato anty-ParB B Przeciwciato anty-HaloTag
O S
) © > A O ) © ™ A S
¥ & & & I3 S § & © &
Q Q Q QS Q QO Q
S diand ndead s S g Fpd &
| P - — |ParB—HanTag -
70 kDa—» 70 kDa—» | . |ParB-Ha|oTag
y .
|- |ParB
40 kDa—p -
40 kDa—»n
-~ e=n
35 kDa— > -
o —

—
-
-
-

-—

Rysunek 53. Potwierdzenie produkg i b i a gHalaTagPnasezcBepachS. venezuela&P006
( eep a rpAjBarAB-halotag oraz KP0OO7 ¢smc, qparAB, pnaparAB-halotag). (A-B) Detekcja

bi ageddaPalfBg w | izatach kom-rkowych KR@Sebdn,
blotingp r zy  ur(lzyecci i uw cgPaaBj(A) orazmahtydla | o Tag (B) . Jako
119

z parB(MR020) jdkokgneplementacija delegji z y s lsacjekontrolny

bi agka

produkc-Hal bTagkwa ®SacBepach
nat y wn(esgma rpAddoABbatotag a :

wy kor zy st Western blatadh ni k n
ski er édal@lage g o

0O uzy

szczepu parBdMD®E&Z )N wzyukuj Nc

d p K

s z ¢ z eKnloTag araz dFteXPetj Wik egenetyczRyanr B

Par B

zaw
KP

pr

KPOO
kontrc



lizat przygotowany z szczepu typu dzikiegovenezuelae WT (NRRL B-65442, MD030 (parAB),

KP004 ¢sm¢ payAB) oraz TM010 ¢gsmg . Zaznaczono sygnag prazchodzNc
ParBHaloTag (72 kDa). (D) kontrol a nalkigzaadtayni lao np-rr-kboewke r oz d z
poliakryloami dowym barwionym bgnkitem bragfeant owy

10 Og biagka poddPaM®E rw zHZ, 5% o Whidbwprd Sakd maakkrr y | o a
wykorzystnadPageRule Prestained Protein LaddeRozd zi ag 4. 3. ) .

W |izatach szczep:-w KPOOG6Pa® orazzanty{ao0aQ 7 pr z «
wykrygy biagka o wiel koSci -ddotag@2kDdRysudelr , kt -
5.3.A)). W analizach przepr owa d-HalaTagc W lizatachpr z e c |

zawi er aj Ncyc-Ha |boiTaagdgk o d oPdaart BK o wo wi doczne bydgy

biagkom o niUszych masach czNsteczkowy-ch, <co
HaloTag.Zgodni e z oczekiwaniami w pr-bach kont
odpowi adaj-Nakemlia®a(B2 kDa) | ub RysurekpbB.B.). Hal o T

Analiza ©przy uUOy CarB pptr wiee i dvzii @ap@adalyny po z
w szczepietypd zi ki ego (WT) oraz w szczepie kontrol
jest bi-ddlkoT@PearmBod kontrol N promotora natywn
Produkcj n -HaloTagiwksaczepaah K008 (\ABkeepparB-halotag, KP009

( parB, prepparB-halotag K P paiBOapré, gcgoarB-halotag oraz paB0ll ( «
PregoarB-halotay, praftsZype z awi e rmparB-hdlotagcpho d kontrol N prc
indukowanegopepr - wni e U pot wi er dz aVesternblattingy moc Ky s e ah N
pr zeci wc-PaaBjaaz antalpTag (Rod zi a g 4. 7.45.. DodatRkowd e | a ¢
sprawdzono, czy podczas hodowl i w obecnoSci
pozi om b i-Halgtagaw sRcaepagh, (KP009, KP009 oraz KP010) ulega zmianie

w por-wnaniu z hodowl N bez dodatku anhydrote
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A Przeciwciato anty-ParB

70kDa—» | - W - — |pare-HaloTag
40KDA— N | — |pars
35kDa—»
e
B Przeciwciato anty-HaloTag

70 kDa—» I i

wo— ParB-HaloTa
- = ! ’
.y
40 kDa—>» %
i - =
35kDa —p [ — - - s | HaloTag
o

Rysunek 5.4Pot wi erdzeni e pr eHilaTagw szczepacts.vénazueRiekiPOBS

(WT - prepparB-halotag) K P padB) pridpparB-halotag K P @&atB) prippaeB-halotag)
z wykorzystaniem techniki Western blotting (A-B) Detekcja ParBHaloTagz u Uy ci em pr zeci
antyParB (A) orazanpHal oTag (B) w | i zatach kom-rkowych szc

Jako kontrole wykorzystano lizat przygotowany z szczepu typu dzilSegenezuelae WT (NRRL

B-65442 j szczepu KPOO3 (WHprecphalotag) (kontrole pozytywne) oraz MDO2@yparB), MD002

(qparB) i MD030 (gparAB (kontrole negatywne) a takUe 1iza
HaloTag: KP0O05 (WipnaparAB-halotag oraz KP006 ( parAB, praparAB-halotag. Rozdzi agdo wi
SDSPAGE w 12, 5%yUebwmi dowyamkpoddano ekstrakty kom-
Jako ma r kRageRule Prestained Protein Ladd¢rRozd zi aZpzda &8z 9dno Ssyg
pochodzNcy od ParHuoTag@2kkd)a) oraz Par B

W lizatach szczep-w KP 0®©@asKPO1& Pad3egswowaro0 0 8
sygnagd odpowiadaj Ncy biagku o masie okogo 7
HaloTagPr zy wuUyci u pPrazreBc iwwcliiazgpat aacrht yszczep- - w KP |
k o pi a miparB (@anBwmnatywnym locus oragarB-halotagw wektorze integracyjnym)

wykryto r-wnieU sygnag na wysokoScRysul kDa
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54A. ) .

zaobserwowano

Podobni e, ] ak

Analiza Western blottingyy k a z a g a

poziom

sygnadg

b i-thajlkaaT aRya rbBy §

wczeSniejszHaloTag anal i
odpowi adali(BswydkdiBg. § k u

r-wniedU, Ue

w e
0
obecnoSci

~

U

w

znaczNco mniejszy ni

anhydrotetracykliny, co jest zgodne z oczekiwaniami (Reg&k 54.). W szczepach

produkuj NdalchTaPgar@®Bod

poziom

przewyUs za g wpamzepiedypu daikiegaj\WE oraz w secp i e
j-daltohagpikod Plko mtywnedjoW pbemob&ca

produkowane

anhydrotetracykliny

K 0 pricp (KPOOS! KROOSoomaa KROLOR

b i-HaldTkag podezas Mdowli bez dodatku anhydroetracykliny znacznie

KPOO6, w K

( 1-®l@loTag @ /sacdepach (KBODY, KRA09b i a § |

or az KP010) by g zbli Uony do pozi omu bi agka
produkuj Netlaglotahg PaordB kontrol N promotora natyw
(Rysunek 51.A.).

W przypadku

s z maBe pdparBhBdal Ipnft§Zgpe), zbadano

produkcij i -Hmil ogTlkaag, PgraBpret wn iza U peWwestémNblotirggc h ni k

wykorzystuj Nc,

odp o wiHatotlag braz,anp GER c { Rozdgbdba@nt

Tabela 4.4.).
Przeciwciato anty-HaloTag Przeciwciato anty-EGFP
N Y o N Y o
NN D NI N ®
SSIE RGN P S
EEEF® L& ®
70 kDa—p .
_—— ParB-HaloTag 70 kDa—h e g svmme FtsZ-YPet
40kDa—g 40 kDa—»
35 kDa—» 35 kDa—»

Rysunek 55. Potwierdzenie produkciji

bi agk a-HalfTag Braz FtsZYPet w szczepie

S. venezuela& P 0 1 parB @mparB-halotag pnaftsZ-ype) z wykorzystaniem techniki Western

blotting. (A-B) Detekcja ParBHaloTag i FtsZYpet z

wykorzystaniem przeci wci

anty-ParB (A) orazanty-EGFP (B) w lizatach szczepu KPOXnalizowano trzy klony szczepu KP011

1-3, jako kontroln

zast cpaaczepul KPP0 parAR m.pazAdBp u

MD O :
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halotag (A) orazszczepu dzikieg&. venezuelaNRRL B-65442) i szczepu MD10Gt§Z-yped (B).

Jakomar ker b i a PhgeRule PrasthinadoProtein LaddérRo z d z i aElstraky. 3 . ) .
kom- rkoweN ceawier Og bi agka po-BA@BEO wr olzd,z5 % g olvei
poliakryl oami dowym, a n aWsdsterpbldttieg. pr zeprowadzono a

Zgodni e z oczekiwaniami w |izatach pochodzNc
KP006 przy uUyci-RiarpE zwezxy sska moj as yagintayy odpo wi a
okogo 7 &vikalac,zyc oo pr o eHal&Tag Rysurek B.4.)k NatorRaat pry
uUyciu pr z eEGFWc iveydkar yamt ysygnag odpowi aalaj Ncy
co Swiadczy o p-YRetdqRysurek®.Bpi agka FtsZ

5.2.1.2. PoziomParBHal oTag w czasie r-Uni cwveneauelae s zc ze

or asmc

W celusprawd zeni a, czy eliminacja SMC wpgywa
r-0Oni cveaeaulapor - wnanbi ag k-dalofem w Bzczepie pozbawionym
SMC (KP0OO7- gsm¢ payAB, praparAB-halotag oraz szczepie kontrol
ParBHaloTag (KP006 aparAB,praparAB-halotag wy k or z y s tWestekhdlotting ¢ h ni k
przy uUyciu pParB(eRd avkziaagdn 4ah{Rygbnek B.iBapel a 4.
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70 kDa

40 kDa »

»>

:

{

Intensywnosc
prazkow

70kDa

Q
(KP0OO06) ParB-HaloTag (KP0O7) Asmc ParB-Halotag Q&‘?

14 18 22 26 14 18 22 26 v

— *--~

g
(KPO06) ParB-HaloTag (KPOO7) Asmc ParB-Halotag 08’
14 18 22 26 14 18 22 26 v

Rysunek 56. Po r -
S. venezalae K P 0 0 6parABapnaparAB-halotag) o r a z
gparAB, pnaparAB-halotag). ( A)
KP0OO0O7
Western blottingi
( parAB) .
|l mageld) ,
poliakryl oami dowy
szczep-
ekstrakty

hodowanych
(Rozdzi ag

wnani e

p-blal oinag PpoBczas

- Unicowani a
pozbawi onegaemcSMC
Det ek cj-Hda lbo Taagk aw Plair Bat ac h
hodowl i
negatywnN
sygnag-w poszczeg-Ilnych
KnPa0 0 T e |
barwiony ibgoadietedh bFrekanbbdwy mt

Guon ad i @Pkwaa,n y @ d
p § y n PageRulMRrédtained RBrateon Laader k e r

Unych punkt-w czasowych
przeci®Rar®8jaJakby kontrol i
I ntensywnoSi
anali za szczep- w KPOOG6
w KP0O0O6 oraz -RRGE7w RAzHNW &Hgobwi pdDBakryl c
kom-rkowe zawi er ajhN\bcdeo wl G
w poUywce
4. 3.
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(KPOO6) ParB-HaloTag
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

(KPOO7) Asmc ParB-HaloTag
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Q R
I Y
Q N

X A

TOKDap I v ——————— — 70kDa$“----------—--
e

40 kDa - 40kDay .

Intensywnos$¢
prazkow
Intensywno$¢
prazkow

(KPOO6) ParB-HaloTag
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

(KPOO7) Asmc ParB-HaloTag

.309
N
A\

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

—
-
—
70KDa > 70kDa>

40kDa>

£

.
&

Rysunek 57. Analiza poziomu ParBHal oTag podczas r-Unicowani a :
S.venezuelaeK P 0 0 6parABapnaparAB-halotag) o r a z pozbawi onegem¢gSMC KP

gparAB, praparAB-halotag). (A i D) Det ektlglao Tha g vk al iPaatBach szcz
oraz (D) KP00O7 z r-Unych punkt-w czasowych hodo
techniki Western blothg i przeciRar8gaJdahkoy kontrol n negatywn
MDO3 QardBe. (B i E) IntensywnoSi sygnag-w poszczeg

programulmagedanal i za szczep-w (B) KPOO6 oraz b(ek) nkaP0O0
Uel poliakryloamidowy barwi omyz dgin&«d telme lbtryd famrt e
szczep-w (C) KP0O06 or az-PARE KPO®7 .5 %R odJzed i apgool wia k
poddano ekstrakty kom-rhpowdaedadi et NhodowdDi Opoby a
MY M. Jako nRageRuerPrestdihgd PooteinlLaddeRozdzi agd 4. 3. ).

Analiza pozi édmu oFiamgkwy kRamaBa, Ue jest on
szczepach (KP006, PKOORysunek %5.) i ni e z mingmpizedziadeiczasowymb a d a
14 - 26 godzina cyklu Uyci owego) podczas ro- |

S. venezuelagRysunek 57.). A zatem delecimcn i e wpgywa na poziom bi:
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5.2.1.3. Wstnpna anlaloTaga kompl eks:-w Par B

Dotychczasowe bamhia lokalizacji ParBEEGFP uS. coelicolorp ok aza gy , Ue bDbi
tworzyskupi ska o r-Unej winied keduwliariniientremzsnyinens
strznpki podczas .Waromsaniwswe gve tsa trjyzaikp emeo wsnpi oerlo
nowo p o wkerhparfingntabh zarodnikowycRarBEGFP tworzy szereg regularnie
rozmieszczonych skupi s &me wKmwopUutworizenych sboyaghy ni e
(Jakimowicz i wsp., 2005

W celu potwierdzenia, czy w otrzymanych szczepach KP005 (MfdapAB-halotag,
KP®QOpar,pBrar-ABl dt agPHOqpnar pBrar-A81 o KPOQE (WT
pregoarB-halotag , K P fafB9prpaB-halotag or az parB:Gadrd) prdpaeB-
halotag t wor zN sifasbTpgskhg kBarzBstano znakowani
liganduTMR direct({ Rozd zi arji kKr.Bs klopi i f | uor8d sladewey j n N (

prowadzono przez 16 godzin zgodnie z opisem w rozdziale 4.5.2..

Kontrast fazowy

KP005 KP006 KPOO7 KP0OO8 KP009 KP010

ParB-HaloTag

Natozenie

126:20709

Rysunek 58. Wi zuali zacj a sHaloTagwkt rbzd ragkkeae HPpaendxuelae
KP0OO5 (WT-pnatparAB-halotag, K P 0 O 6parABagmaparAB-halotag), KP007 @smc, gparA,

pratparAB-halotag, KP008 (WT- precpparB-halotag K P Q&B préperrB-halotag oraz
K PO 1 (QparB pacpparB-halotag. Pr zyk adowe zdj fobir@azsnji Kziéskiop a wel
godzinnej hodowl i w poUywce pgdynnej. Ogranyw Sw

panel)f | uor es cencj a-HalaraghbdrmeokyshTMR deztf 8z er wo ny , Srodkow
oraz nagoUeni e kSknalga:w 1 ddrh.ny panel)
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We ws z yasntak ii czho w @pkaycchh psrzocdzu k tHjaN oyfaly PadB k on
promotywmeognamatz i ndukowanego widoczne bygy wy.
(Rysunek 838.). Wzs-krupi sk we wszystkichSanalinzawama
odpowi ada o prisajS ednlea AtaknoBidz owsp., 2005, CcO0 suger uj

obserwowane skupiska to kompleksy nukl eoprot
5.2.1.4. Analiza wzrostuHadoFagzep-w produkuj Nc
W celu zbadania f un kHalgTagn prtepronddzanonatizy a § k a

wzrostu zmodyfi kowanych szczep-WwW na podgo Ul

Obserwacje wzrostu oraz r-Unicowania koloni.i

podgoUu MYM (Tabela 4.5.29).1. ; Rozdziag 4.5.6
101 102 10° 10* 10° 24 h 48 h 72 h 96 h
WT @ 8
KP006 (8parAB, p..parAB-halotag) . * @ @ QJ @
KPOO7 (4smc, AparAB, p,...parAB-halotag) r s ? 2 ﬁ g
TM010 (25mc) ® o o6 'Y )
MD020 (8pors) ) O ) @ € ¢
KPOOS (WT p,..parAB-halotag) o ° . 0 @
KPOO8 (WT py...parB-halotag) (V) O o 0 ® ¢
KP009 (AparB, p..parB-halotag) 0 0 @ Q (] L
MDO30 (AparA8) D 6 » 6 ©. 8

Rysunek 59. Wzrostk ol oni i zmodyfi k® wenezyelapr scck ejpNeowych Pa
HaloTag. Kol oni e s zc ze p - parABWhparABhBIOta)6 KPE02& gsmc, gparAB,
praparAB-halotag, TM010 @smg, MD 0 2 OparB),gkP005 (WTpaparAB-halotag, KP0O08 (WT
PricgparB-halotag) K P pabB9pricfpaB-halotag MD @&MB)n(agp podgoUu stagym
Szczep typu dzikiego, szczep z delecja geme( T MO 10 ) , z patB(M020) dxazpgréb u
(MD0O030) wykorzystano | ako ko nbakteri¢ r@dowanprzez9é wano 5
w temperaturze 30AC. Zdjncia wykonywano co 24 h

Analizy na podgoUu stagym wskazujN na p
badanych szczep: w. J esing(nK RO 0s7z ciz e PMO 1pOnje braavs @y

szybciej w por-wnaniu do szczepu typu dzikie

W celu zbadania tempa wzrostu szczep:-wW pr
Hal oTag w hodowl i pgynnej, wykonano Kkrzywe
poUyMYM, zgodnie z protokogem opisanym w Roz
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0.4
=
8
()
o 7
0.2 7 7 Szczep
WT
KPOO6& (AparAB, p,..parAB-haolotag)
TMO10 (Asmc)
KPOO7 (Asmc, AparAB, p..parAB-halotag)
0.0 e
0 10 20 30
Czas [h]
0.4 —
(=] // -
8 v -
(@] / Szczep
i wt
0.2 o TMO010 (Asmc)
// KPOO8 (WT, pg..porB-halotag)
V4 KPOOS (WT, p,..parAB-halotag)
V4 KP0OO09 (AparB, p.parB-halotag)
/ KPO06 (AparAB, p,..parAB-halotag)
0.0 m— KPO11 (AparB, pg.parB-halotog, p,.ftsZypet)
0 10 20 30
Czas [h]
c 096 T
-
0.4 s
g / A
D@ y Szczep
o [/ / wT
!/ TMO10 (Asmc)
0.2 / —— MDO020 (AparB)
/ . MDO30 (AparA8
/ KP020 (Asmc, AparB)
KP0O04 (Asmc, AparAB)
0.0 L
0 10 20 30

Czas [h]

Rysunek510. Anal i zy wz & vendzuelag za d e kpu jwNHalpTadi kaPteolnyBh

(A) WT, KP006, KP007, TM010, (B) WT, TM10, KP0O5, KP006, KP008, KP009, KP011, (C) WT,
TM010, MD020, MDO® , KP02O0, KPOO4. Krzywe wzrostu w poUy
u Oy cczyinika spektrofotometrycznego Bioscreen Bakterie hodowano przez 35 h,

w temperaturze 30AC, z wyt poddksngvanoeo20 6.0 obr / mi n.
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Uzyskane krizywavzr ost u pot wi erdzaj N, Ue szeczepy ¢
gs mogp ar ABprar-ABl oTMOB0 - gs Mc wykazujN nieco szyb
por-waniu do szczepu dzi ki eldatnTag (KROD6 epazABz e p u p
praparAB-halotag , kobsné&l w jednakowylMmA)tCediegawe ( Rwe e Bk
szczepy pozbawione biagka ParB oraz Par AB, :
(MDO02071 gparB; MDO030 - gparAB) oraz wasmc(KP020- gsmc,gparB; KP004- gsmc,
qparAB)  wy k a zy wa gwz rsozsytb swze p o Uy wcle . gy mn epjo r (- Rynsaun
szczep-w wyjSciowych. Nat omi asparB®&R005:WP-y pos.i
praparAB-halotag KP0O081T WT - preegoarB-halotag or azchgengatBbyg kontr ol
promotora indukowargeo wy kazuj N podobne tempo wzrostu
spowolniony wzrost zaobserwowano jedynie dla szczepu produkujacegdf Fes4KP011)

(Rysunek 51L0.B).

Uzyskane wyni ki s u ger uHalNTag ritema meégatyjvkego f u z y
wpgywu sta wzyokanych si0ABgp-w (Rysunek 5.

5.2.1.5. Analiza segregacj.i chromosom-w or az
produkuj NcyciHaldlagagko Par B

Delecja genparBuS. coelicolopowoduj e zaburzenia segregac
zarodni IDONVA) bez az podziag-w kom-rkowch w sp
mi ni k o mp airptrmeesrpto-rw o dgugoSci poni Uej 0,7 Om,
dzi ki m wynos i (JakimowiczN wsp., 2007 Kim i wsp., 2000). Natomiast
wc z e Sni e gkensteiowpnia fubkgjonalnej fuzji PalBGFPS. venezuelaei e powi od §:
si @Otczymanys zczep wykazywag def ekt segregacji C

z del e parB\Domceew iwsp., 2016).

W <celu sprawdzeni a, cHalpTag b jesafgnkcmnalne,u z y j n €
przeprowadzono analizn segregacji c¢chromosom:
szczepach pr o-talofagjKMRDO5y (& T poardB-halotag |, KP pafAB, ( e
prapparAB-halotag , K P Big7 pafAB paparAB-halotag, KP008 (WT, pricpparB-

halotag , K Ppa®BPrepasB-halotag,w por - wnani u do sMDOXep- - w Kk
(qparAB), MD0O20( parB), TM010( smg, TMO19 (gsm¢smeflag) , K P $m@.dparABp
or az KRBmMc2gparB). &Y tym celu przygotowano preparaty utrwalone mochz N c e
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z hodowliS. venezuelapr owadzonych na podgdoUu stagym pr .

opisanym w rozdziale 4. 8. gennydWitdyorc zcrzea ssiNe pm zs

poprzeczne odgraniczaj Nce j.Jd)yWaoauawidocanemse pr e s
Scian kom-r kowych i,odpdiviednmdWEAskonikgdwarym z Aléxa n o

Fl uor 350 (Sciana) oraz T7TAAD (DNA), a nast
mi kroskopin fluorescencyjnN. N a zdppekach
Streptomycessnal i zowano odl eggoSci pomi ndzy przegl
prespor i odsetek prespor pozbawionych mater

statystycznN przeprowadzono w opadtaukaUdange
z badanych szt ZRgspneknBlj. Tabel a 5.
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Sciana komérkowa DNA Natozenie Sciana komdrkowa DNA Natozenie

Rysunek 511. Wp gyw pak Ip&R j smc oraz fuzji ParB-Hal o Tag na segr e
chromosom:- w i tworzenie przegr-d porbrverouaeych w
Analizowano szczepWT , MD 0pa@rAB), ( gMD 0 RafB), ( dd¢ P OparBB, ghaparAB-halotag),

KPOO5 (WT- pnaparAB-halotag , K P B PricpadB-halotag, KPOO8 (WT- pricgparB-halotag),

TMO010 (@smg, TMO019 (gsmg¢ smeflag), KPO0dind pé&ad . K P 6n&; 0 paa®)qpKP007
(gsmc,qparAB, praparAB-halotag). Przykgadowe zdjncia przedstawiaj
WGA skoniugowanym z Alexa Fluor 350 (kolor niebieski), DNA zabarwione 7AAD, (kolor czerwony)

oraz obraz powstagdgy w wyni ku icbieskiep Wezystkia szdzépy or e s ¢
hodowano przez 22 h na stagym podgoUu SFM (Rozd

kompart menty, biagdgN minikompartmenty (prespory m
pozbawi one DNA. Skala 1 Om.
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Tabela5l Anali za statystyczna defekt-w segregacij.i (

przegr - d poprzecznych (zaburzenia dgugoSci k o mg
bi agkeHaRarTBag oraz w szczepach pozbawionych biage
S rv edn ! Mini - Makro -
Szcze Komartmenty dgugos kompartment kompartment
P bez DNA [%] kompartmen- [ 0/? ( C)y [ ;] ( g
t-w [ Or ° °
1.12
wT 2 +-0.26 ° !
MDO030 1.12
( parAB 5 +/- 0.30 1 0
MDO020 1.13
( parB) S +/- 0.32 13 1
KP006 3 1.16 7 1
( parAB praparAB-halotag +/- 0.30
KP005 1 1.27 6 4
(WT, praparAB-halotag +/- 0.44
KP009 3 1.10 7 0
( parB, precpparB-halotag +/- 0.23
KP008 3 1.23 9 4
(WT, precpparB-halotag +/- 0.43
TMO010 1.25
( gmog 3 +/- 0.44 o S
TMO019 1.18
(gsmg smeflag) 3 +/- 0.43 13 4
KP004 1.14
11 18 2
( §n¢ paAB) +/-0.38
KP020 1.16
11 19 4
( smG payb) +/- 0.42
KPOO7 111
( 8NG  payAB phaparAB- 3 ' 13 1
+/- 0.32
halotag

Analiza sporulujNcych strznpekl kaWykgnaga
Ue szpbpdw- gnN del ec jp8MAB orazggengsmc (KPPO&)r ocan szczep
z podw- j nN parRdragscng(NK Pg0e2i0l) wy kazuj N naj wifksze
(11, 0% prespor pozbawionych materiagu genety
orazrmj wiiksze zr-Unicowani e-19% miglodSmp a rktormepnatr -t wr
W przypadku s zc pgasBBMD020) lubpariAR(MDOBD) zatrimzemia segregacii

bydgy mni ej znaczNce [ odset ek Kkompart ment
a minikompartre nt y st at8%i pyespor. W przypadku zmod
produkuj Ncy cHualoTag (KRPB60 KPEOZ, rKBO0S, KP009) nie zaobserwowano

znaczNco zwinkszonej frakcij.i przedziag-w kon

do szczepu dzikiego¥8 kompart yment - woba&z wihmiokna e amu) me n

TakUe w szczepie posipaBaj Nay ypwrlhaotagipadp i e g ¢
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kontrol N nat ywnego promotor a ( KPOO5) zabur
przedziag-w kom-rkpwgohnibezj OWNAhi eznaczne b
prespor (6% mik ompart ment - w) . WSr - d s z eHaleTpg, w pr c
najwinksze zaburzenia zaobserwowano w szczep
( parB, prepparB-halotag . R- wn i estbzeputpozbaivipriego SMC (TM010) oraz
szczepu komplementowanego genesmcflag (TM019) zawieragy 3,0% p
kom-rkowych beZd)DNA (Tabel a 5.

PowyUej opisane analizy udowWadoniTgy, z0e og
zburzenia segregacji chromese w w s zw zz&qpach macierzystymbzbawionych
ParB oraz SMC MDO PabAB)(,qp MD parB) (i o K B $payfB)pSzczepy
komplementowan@rzezparB-halotag KP0O0G6 (agparAB, prapparAB-halotag),KP009 gep ar B,
PrecpparB-halotag oraz KPOO7( smc,qparAB, mitparAB-halotag wy kazywagy zab
segregaciji i podziag-w por - -wnywalne stho szczc¢
R-wnieU komplement a o) wektorenzpeSSulpg MpRORE | ot a g
spowodowadga zmniejszemi eoraefekimnwej segreaga

mnk ompartymentl w. (Fabhaldazy. to o funkcjponal nc

HaloTag
Podsumowuj Nc, anali za szczep- - w-Hagofagd uk uj I
potwierdziga, Ue jest onozNuynksposabner ocas

Co ciekawe, wyHstypyTpgzpomwBderBg do zaburzeE
W zwi Nzku z powyUszym w dalszych badaniach |
KP006 oraz jako szczep pozbawiony SMC szczep KPO0d pl u klnijj 8§k o Par B w
z biagkiem HaloTag pod kodpowiedrdol Wtle genetyszaymo r a n
gqparABo r asmc,qparAB.

5.2.2.Analizyd y nami ki k BanBpwl seczegie daikim

Proces sporulacjiStreptomycesr o zpoczyna dgubBandod eksy i S

sporogennychPodczas tego etapu zachodzi niesynchro
jednoczeSnie. Po zatrzymaniu wzr ostwrazichac hodz
kondensacj a, kt -ra popr zedaheasoee bapaniawRatBwor z e

Streptomycesy c zasi e r zeczywiS toglioolonahko lgatunek ynedelgyw a g y
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i skupiagy sin na wzroScie wegetatywnym. Do
ParB w strznpkSireppomyggsor ogennych

ZastosowanieS. venezuelage s por ul uj acych w hodowl ach
wykorzystanie mikroskopi. fluorescencyjnej p
obserwacji sporulacjiw zasi e rzeczywistym. Wykorzystuj N
ParBHaloTag zbadano czapoj awi eni e sin regul arnie roz
segregacyjnych w strznpkach sporogennych, C (
Zbadano, jak dgugo regularnie rozmieszczone
rozpadowi. W celu odniesmi czasu segregacij.i chromosom-:
kom-rkowych strznpki Ssporogennej wykor zyst at
w fuzj.i z biagkiem U.-gtej fluorescencij.i YPet
cytokinetyczne wyznackaNce pgaszczyzni podziagu kom-r ki,
widoczne sN jako regularnie rozmieszone pr NC
sii skonstruowal s zc ze-pRetomzRaBiakTag pdkomgrola bi a gk
promotoranaywnegqg do wst Aipnych analiz sporulaeji wyl
HaloTag pod kontrola promotora indukowanego (KPO#parB, pricgoarB-halotag praftsZ
yped. W szczepie tym poziom PalBal o Tag by d por - wnywalny do
dzikiego gaz do ParBHal o Tag produkowano pod kpamB r ol N
(KP006), Rysunek %.). ParBHaloTag znakowano ligandem Janelia Fluor549 oraz

analizowano przy uUyciu mikroskopii przyUyci
oraz mikroskopulfuor escencyjnego Delta Vision EIlite
4.8.5.).

Anali za mi kr oskopowa uj awni ga ni eregul ar

HaloTagz charakterystycznym j asny mwidokzoepodsz&si e m n
wy d Ju azniipae kstsporogennych. W kr-tkim czasie |
zaobserwowano, Ue odl eggoStail ofami fsdzayj Nk ampar
procesowi towarzyszygo pojawienie sin regul
kompleksyPar B oraz pierScienie Z stopniowo zaczi

przed etapem wytworzenia @gladABcuch-w zarodni k-
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A TO0 T5

A 4 \ 4
Wydtuzanie sie strzepki T1 T2
S 4 v
| Regularne kompleksy ParB
T3 T4

- 60 min - 30 min
KP011
Chromosom v

ParB @
Pierscienie Z

Kontrast fazowy

ParB-HaloTag

zenle

Nato

v

Rysunek 512 Dy na mi k a kompiHakh o Twg Pawr Bstrzinpkach Spor o
kontrol nego (KP9IAe aarB, praEaiBihalotay praftsZ-ype). (A) Pr zy k gadowe
zdjficia mikroskopawekbbwazujaNée hodowl.i W syste
Kol ejne paneloebr Aed wg - -Srwi)et | duorescercjakisEbRaetNc f d, gt y)
fluorescencja ParBaloTagbarwionegoJanelia Fluor549 (czerwonypr az nago Ueni e kane
Ominjestczasermat r zymani a wzrost uSkalm r e Bch@mtaazfoBie nny ¢ h
kom-rek sporogennych prkiyeczhsoive ozasaof Menju zairpymanig wa ne |
wydguUani a sin strzinpki sporogennej (czas TO)
kompl eksHal ePhad (T1), do ich roapiadu( TIR), BOZI @A
regularnie rozmieszczowgchepiar §aFenchzZworarzodoi
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Tabela 5. 2. Anali za czasu pojawieni a -HawGagl arni e
oraz ©pierScYiPeenti) Zw (cFztassZi e r - Uni c o waatdepu KBOLT zfipek
( parB, pripparB-halotag praftsZ-ype) S. venezuelaeAnalizy statystyczne przeprowadzono na

podstawie danych zebranych dl a 35stsrtzriizpikpie ks psozrcozg
kt - re widoczne bygy piodc zuatswoa a&Eeng a ro-dlraigciozw amii ea

zatrzymami a wydguUania sin strzfipki oraz aU do przek
Parametr Czas [min]
(Tl)Cza.lsv od moment.u zatrzymani a 27 +£ 10
sin regularnie roznrHaleTag c z o 1
Czas trwania wszystkichrag ar ny ¢ h  k o ntpal | eokTsa- gw 36 +£ 18
intensywnoSci
(T2)Czas od momentu zatrzymani a
+
kompl ek sHaleTag ar B 107 +r 28
(T3)Czas.ovd momentu.zatrzy.manl a. 27 +£ 12
sif regul a&rzoing crho pmieg ST i
(T4)C.zasA o.d momentu zatrzymani a 107 +£ 16
pierScieni Z od momentu zat:
(Ts)Czas od [nomentu zatrzyma.nla 1754/- 31
ga@® uch-w zarodni k- w

Czas (T1) pomindzy zatrzymaniem wzrostu
k o mpl e k s-HaloTa® aszaBowano na 27 {+#10) min. Regularne kompleksy ParB
Hal oTag o stagej i Nt ensywn8o)Scnii nb.y g\/a svindidponci zen e
71 mi n obser wowano st opni edaldlag dvw dnalizoyamychk o mp |
strzinpkach. Cagkowity rozpad k28mpnloéniosenty o0 dn o
zatrzymaniu wzrostu strznpek (T2). Ceienis poj a
Z oszaowano na 27 (+/12) min( T3) od momentu zatrzymania wz
Z bygy widoczh&e) dmi nl0(T4()+/o0d momentu zatrzy
OkreSlono r-wnieU czas poj awieni a sin g a Ec
wydguUania sifn strznp-KBl)miaMala52Rt - ry wynosi §

PowyUsze analizy wskazuj N, Ue r-HapTabarni e
pojawiagy sin i rozpadagy sin w tym samym c2z

szczepuypu dzikiego.
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5. 2. 3. Wpgyw SMC na tempo wzrostu strz
strzinpek sporuluj Ncych

523 1Wpgyw SMC na tempo wzrostu strznpek sporo

W celu sprawdzenna,spayulSME€j wpgylwadnao po
procesuPr zy uUyci u mikr awykazgstaniem systemulOglAA$icoOOMEX |
oraz mikroskopu fluorescencyjnego ,h f:ezépia Vi s
pozbawionego SMC (KPOO7gsm¢ payAB, pnaparAB-halotag orazkontrolnego(KP006-
aparAB, praparAB-halotag okreddosnwydguUania sifn strzhiipek

ddugoSi strznpek w momencie zatrzymania Wz
(Rysunek 513)).

10
A \ 4

Wydtuzanie sie strzepki '

150 min / - . .
i

Kontrast fazowy

ParB-HaloTag

Natozenie

:
:
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Rysunek 5. 13. Analiza wpgdgywu SMC Aa) PwyzdygkugUeadnoi vee
zdjfncia mikroskopowsetobihipekj BSper wgdjonyYahi-szczepl
agparAB praparAB-halotag (A) oraz pozbawionego SME&POO7- gsm¢ papAB, praparAB-halotag

(B) S. venezuelaer hodowli w systemie mikroprzépy wo wy m Oni Xx. Panel g-rny:
Swietle przechodzNcym (kontrast fazowy), -panel
HaloTag barwionycllanelia Fluor5 49 (czer wony) oraz panel dol ny:

jest czasem zatrzymanmz r o st u ko m- r eSkk ad par algedmimmy ¢ h.

Tablela 53. Analiza wpgywu SMC na wy d@oalkp statystyczne r zfip e
przeprowadzono na podstawie danych zebranych dl a
92 strzipek.sD&reploKBPO@Zas wydguUania sin (TO0)
ich pojawienia (rozgagnzienie) do czasu zaprzes:

oraz tempo wydguUania sif strzfapki (tepriny test . W a
t-Studenta (v a | ue OO bOr5a k( *i)s,t ontsnoSci statystycznej).
KP006 KP0O07
Parametr ( parAB, paparAB ( §NnG paeiB,
halotag pnapparAB-halotag
(To)Czas wydguUania si 220 + 64 190 +£ 72

(PN zyr ostt rdzgyfupgkoiS cd d
rozgagnzienia do zat 251 ++7,6 26,1 ++ 13
strziapki [ Om]
(ol ITemMpo wydguUani a s
*)

0,113 0,135
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~

Analizy wykazagy, Ue Sredni <czas wydguUa
(KPOOB) wynosi220 (#64) min i jest o 30 min dguUszy r
biagka KBMC7, w kt-rym ten2)kzmamisn.wy$moneasdnil®d 0ddgu
W momenci e zatrzymani a j ej wydguUani a sin
p or -walnayi wynosi dla szczepu kontrolnego (KP006) 25,2 7+/ 6 ) Om nat omi a
szczepu KP00726,1(+13) Om. $rednie tempo wydguUania s
(KP0OO0O6) wynosi 0,113 Om/ min za$ dla szczepu

Ommin (Tabela B. ) . PowyUsze analizy wskazuj N, Ue
zwinksza tempo wydguUania sifn strziapki sporo
tempa wydguUani a, niezaleUnie od obecnoSci

zatrzyman i a wydguUania sin osi Nga podobnN dgugosS

5.2.3.2. WpJjyw SMC na roz#ae¢owdZagewi sphomplug K

strznpkach

PoniewaU pokazano, Ue kompleksy ParB rel
rearanUacija ¢ hreonyohsstmr Ui pyk Sszpad rroagn wsp., 202
etapie bada® sprawdzono, czy rekrutacja SMC
kompleks-w ParB. Aby zbadal, czy e-Halofagnacj a

w sporuluj Ncych st r znpBhkHaoTagszczepie pozbawioaym@SMG k u p i

(KPOO7) oraz w szczepie kontrolnym KPOO0O6 w c
wzrostu (Rysunek 34. ) . Oba szczepyHap rooTdaugk opwoadg yk oPnatrrBo | |
natywnega Zaobser wowan o, awidrgm SMCs(KPOO7)ekpnpleksypParB b

Hal oTag bygdgy ugoUone nieregularnie wzdgdgulU ce

jak w szczepie kontrolnym, KPOOG6. Nastnpni e,
sin strznpki , podob mihyen kgmapléksy WRarBtazl cozTeapg e u | keogn
regularnemu rozmieszczniu, po czym stopni owo

przed etapem wytworzenia Scian poprzecznych

Aby zbadal, czy SMC wpgywa na pbgoelermniiekhc
zmierzono odleggoSci pomi ndzy skupi skami fl
zdjncia mi kroskopowych (uzyskanych w anal i z

rozdziale 5.2.4.) z punktu czasowego 30 minprzédzay mani em safnstwydgjpkan
po zatrzymaniu wydguUania sifn strzinpki, gd
kompleksy ParBHaloTag.
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Kontrast fazowy ParB-HaloTag Natozenie Kontrast fazowy ParB-HaloTag Natozenie

-30 min
KPO06

-30 min
KP0OO7

KP0OO7

KP006 KPOO7 D rk
1.00 —
DRegularne ParB-HT g
|Nieregularne L
0.75 ParB-HT(-30min) 2 —
2 e £
S 2w
& 0.50 > 2
O - 0
o @©
I
0.25 / S
Q_ | .
v &
c
3
0.00 2
o 2 4 6 o 2 4 6 e KP0OO06 KP0OO7
Dystans [um] 1,35 um 1,27 um
Rysunek 514. Analiza wpgywu eliminacij.i SMC na- odl egc¢

HaloTag. Anal i zowano st rnegd (KRP0W06- sgardB p4parABhkalmtag orazl
pozbawionego SMCKPOO7- gsm¢ parAB, paparAB-halotag S. venezuela® hodowli w systemie

mi kroprzepgywBwymyRmiaxdoweA zdj iici a kohpleksypRakBo p o we
Hal oTag w strwnpgkRAO0B 3IOzePAP Przed zatrzymani em wy

(A)orazpo zatrzymaniu wydguUania sifn strzinpki [ po
HaloTag (B) Lewy panel : obrazy strzinpek w Swietle

S r owykobraz fluorescencjlanelia Fluor549 (czerwony) b ar wi eni e Kk o-HgoTagk s - w P
panel prawy: nalalUeni@) Ommalji-azva odl eggoSc-i mi nd:
Hal oTag w strziipkach sporul uj Ncy zatzyn®afiu waiostuwp r z e d
szczepie KPOO0OG6 i KPOO7. Dane zebrano dla 35 strz

zatrzymaniu wzrostu) szczepu KPOO6 oraz 46 strzn
zatrzymaniu wzrostu) szczepu KPOQ7.D) Analiza odleggoSc-Halomegndzy k
w strznpkach po 30 min zatrzymaniu wzrostu w sz
Anali zowane dane pochodzigy z dw-ch powt - -rze@ bi
eksperymentaych. W analizie statystycznej zastosowano dwustronny 488identa (v al ue OO0. 01

()
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Zaobser wowano, Ue w obydwu b aHaa noyTcahg sbzycgzy
nier-wnomiernie rozmieszczone ©przed zatrzym
zatrzymani u wzrostu strziapki. OdleggoSci pomifd:
sin wydguUania strznpkiié,warh aQny dslian sw cprezpeud zKi|
-7450m dla szczepu 14P®.0)7. (Naytsoummieaks t5 .0 dyme gg o Sc i
regularnie kompleksamiPaflBal o Tag by gy zbl i Uone -w4%bbnmy wu s
w szczepie kontrolnym KP006 oraz 1,27-@/43)O m owmcKP007) (Rysunek 34.D.).

PowyUsze analizy wskazuj N, Ue br aken@&MC ni
kompleks-w ParB podczas wydguUania sifn strzfr

chromosom-w eliminacja SMC nieznacznie skrac

5. 2.4. Wpgyw SMC na kompleksy farB w s

venezuelae

Wceluzbadania wpgdgywu bi agkHaloTadkdalizowno azgsn a mi k
pojawienia sin reguarnie rozmieszczonych sku
szczepi e Kkon tparAB puyamB-tkaPtaglotazwmszezepie pozbawionym SMC
KP OO 7smg( gagAB, paparAB-halotag wy kor any ktr wjsko pi i przyl
z wykorzystaniem systemu CellAsic ONIX oraz mikroskopu fluorescencyjnego Delta Vision
ElteImagef Rozdziag 4.8. 4. ; Rozdziagc4y8bbajpkoD&W
wpgywazasa podziag-w kom-rkowych w strznpkach
kom- r kowe znakowa n emihokwasem éN8EareinmoD-alanimg, NMADB)

(Rysunek 5.15.Tabela 431).

Zaobser wowano, Oe W Sszczepie pozbawiony
kompleksy ParBHal o Tag poj awi agy sifn wczeSniej ni U
515A-B. ) . Analizy wykazagy, Ue Sredni czas (T

kompl eksHal celaadB byd o 9 min IlmcKRP087z2(J1=RU9s zczep
(+/-9) mi n) W por - wnKPG (Tluw 228 6+/- % min)z €opciekawe,

kompleksy ParB rozpadagy sifn znacznie wczeSn
80(+/-251 23) mi n) ni U w szcHe@-ide2/I8bBNt rmoilgny. m CoT
W szczepie pozbawionym SMC czas wystnpowani a
ParB nie tylko sin skr-cig, ale r-wnieO wyl

szczepu kontrolnego
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T0 T4
B v 3
Wydtuzanie sie strzepki T1 T2 Spory

: Regularne kompleksy ParB 13
v

Septacja
h ] J

ParB-HaloTag Sciana komérkowa Kontrast fazowy

Natozenie

&0y Chromosom
a» Septa

Rysunek 515 Wpgyw SMC na dynami k n-Hal&Toangp | vk sstwr zRpk 8
sporogennych (A-BYPr zyk gadowe zdj nci a komplkksyPafalpTagomz obr a z L
t worzenie Scian popr (@pacAB pyparABhalotag (AroraeKPo0e(gsd 0 0 6

aparAB paparAB-halotag) (B) S. venezuelagczas e hodowl i wW systemie mikro
Kol ej ne panel e (od g-ry): obraz strzepek w Sw
fluorescencji NADA (zielony)i bar wi eni e przegr - d p dadetia Fugrb4@y c h ; f
(czerwony)i barwienie o mpl ek s -Ha |l Pamal, nagoUenie kanag- w. C
zatrzymani a wzrostu Skkoam-ar:e k(1C}» P aSrcohgeenmarty cho z woj u
sporogennych przedstawia punty czasowe: czas od
poj awi emeigal arQAi e rozmi eszedad nylTalg kvo mplrekisp-cve Raprok
do momentu r ozpaeddalkooTnapgl ¢ KIs2-)w Rleor Bho ment u poj awi e
(T3), do momentu wytworzenia GaCGuch-w spor (T4)
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Tabela 54. Analiza czasu pojavi eni a regul arnie rozmi edabTagonych
orazczasu tworzeni a Wszizepach WPOaparAR; @.parABkalotag oraz

KPO007 (gsm¢ parAB, pnaparAB-halotag) S. venezuelaeAnal i zy przeprowadzono
zestaw-w g@daenymbnteklsnych pochodzNcych z eksperyr
bar wi eni e NADA oraz z eksperyment - w, w Kkt -rych
statystyczne przeprowadzono na podstawi e danych
str zincpzeekp us ZKP0OO7 (eksperyment z NADA) oraz 92 st
(eksperyment bez NADA). W analizie statystycznej zastosowano dwustronmStesienta (pralue

00.05 (*), 00.01 (**), 00.0001 (*=**=*)).

KP006 KP007
Parametr (- PRrAB, praparAB ( smc_paps
halotag) prapparAB-halotag
Czas [min]
(T1) Czas od momentu zatrzymania
L~ . o 29 +-9
wydguUania strznpk 28 4/- 9 20 +£ 9
regularnie rozmieszczonych skupisk ParB 19 +/-9
HaloTag (****)
Czas trwania regularnych kongpk s - w- 29 25
Hal oTag o stagej 30 24
T2) Czas od momentu zatrzymania
Wy(dgzjufJani a strzyﬁpki Egjgi ;g:fig
k omp| ek sHalwTag &*1)B ) )
(T3) Czas od momentu zatrzymania
wydguUarkiia dot moij @ wi 128 +£ 28 147 +£ 32
porzecznych (*)
T4) Czas od momentu zatrzymania
\fvy)dQuUani a styrzﬁp 195 +£ 63 153 +£:39
o 195 +/- 54 153 +/- 30
gaEG uch-w zarodr

Analizy podziag-w kom-r & BMCyve pewnyny &tapriua § vy ,
op- ¥fnia moment wytworzenia przegr-d poprzecz
kontrolnym dzikiego typu (KPO0O06) s<eBtmamcjn (s
(T3) po zatrzymaniu wzr ostkw mptl rekrsp evk Piar B4 1Bil
nieznacznie op-FTni g cB&RY smempmbhacw ipo(r-3wnanild
kontromym.Cagkowity czas od zatrzymania wzrostu
zarodni k-w (T4) skr-ci g sifn )w osz4c2z enpiine w opzdbra
do szczepu kontsmol58 € 30 rhirk 826z8ptkdntro{ngdl95 +63/54
min) (Tabela%.).Pomi mo zastosowania dw-ch podej Si ek
wzbudzeni-Emi mJobkizer wone yimeanitelwo rze bdilravi eknd e
tylko Swiatgo czerwone, dl a eksperyment - -w b
por -wnywal ne.
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Przeprowadzone analizy wskazuj N, Ue el i
kompl eks-Hal dcPtaad w kom-r kaaoch eskpweogemm anto. o®
procesu t worzeni a Scian poprzecznych w str

zarodni k-w nasthinpuje zdecydowanie wczeSniej

525Wpgyw SMC na podziagy kom-rkowe str

Opisane powy e | analizy wskazagy, Ue &eliminacj .
przegr-d kom-rkowcyh w strznpkach sporogenny
SMC na podziadgy kom-r kowe por - wnano czas 1

strznpkach s p ou pazlEawionggo hSMCs ¢TRIGD4 pogsmc ftsZype)

i kontrolnego (MD100 ftsZype) . W anali zach wykorzystano f Il u
FtszZYPet , twor zNce drabinkn pierScieni Z tu0
w trakcie r-Uspocowlmwmji NecychzaApakal i zy prowadzo
przyUyciowe | zZz wykorzystaniem systemu Cell As

Delta Vision EIlite | mager (Rozdziag 4.8.5).

Analizy potwierdzigy, Ue wusuni nRiswmek SMC w|
5.16) . Sredni czas T1, czyl i od momentu zatrz
rozmieszczonych pierScieni Zsmow gp &dr -mirmy ka n it s
szczepu kontrolnego (odpowiednio 22-(8) min oraz 27 (+/10) mn). Czas od zatrzymania
wydguUania strziipki do rozpadu pierScieni Z
dguUszy o 10 min ni U w szezZ)pimi rk omtpoorl -nwnma ni
34) min w szczepie kontwyolrmym.adZpdlkes&rcdwany
del ecj dincjgesitu zgodny z wczeSniejszymi observ
przegr-d poprzecznych (Rozdzi ag-YBetZnierong . DI a
r-wnieU czas od moment wsstzatimpxy madmi ap oy yaduj welha r
zarodnik-w (T3). W szokepige lkpotyol oyanowsdyoO
min po zatrzymaniu wydguUaniu sifn strziapki.
(TMO04) czas t -85 mw(rd)(rakla®s)l161 ( +/
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