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1. Streszczenie 
 

Streptomyces to Gram-dodatnie, bakterie glebowe, charakteryzujŃce siň zğoŨonym 

morfologicznie cyklem Ũyciowym obejmujŃcym wzrost wegetatywny w postaci 

wielogenomowych strzňpek i sporulacjň, czyli wytworzenie jednogenomowych zarodnik·w. 

Chromosom Streptomyces jest liniowy a jego organizacja jest zaleŨna od etapu cyklu 

kom·rkowego. ObecnoŜĺ duŨej liczby kopii chromosom·w w kom·rkach Streptomyces 

wymaga precyzyjnego i wydajnego procesu ich kondensacji oraz segregacji podczas sporulacji. 

W segregacji chromosom·w uczestniczy biağko ParB, kt·re r·wnieŨ wykazuje istotnŃ rolň  

w globalnej organizacji chromosomu. ParB wiŃŨe sekwencje parS oraz wiŃŨe i hydrolizuje 

czŃsteczki CTP (cytydyno-5ǋ- trifosforan). Dziňki oddziağywaniu z CTP i niespecyficznym 

oddziağywaniom z DNA, ParB jest w stanie akumulowaĺ siň wzdğuŨ DNA, co prowadzi do 

powstania duŨych kompleks·w nukleoproteinowych. Co ciekawe, u kilku gatunk·w bakterii 

wykazano, Ũe ParB rekrutuje kondensyny SMC. Rekrutacja SMC promuje jego oddziağywanie 

z DNA, zapewniajŃc przestrzennŃ organizacjň chromosomu i wzrost kontakt·w 

chromosomowych dalekiego zasiňgu, obserwowanych jako kohezja ramion chromosomu. 

ZaleŨnŃ od SMC kohezjň ramion chromosomu opisano takŨe u Streptomyces. Do tej pory nie 

zbadano jednak, czy rekrutacja SMC wywiera wpğyw na kompleksy ParB. Nie zbadano takŨe, 

czy zaleŨna od SMC kondesacja chromosomu w zarodnikach Streptomyces wpğywa na proces 

ich kieğkowania i pozycjonowanie regionu oriC chromosomu podczas kieğkowania.  

Celem Pracy doktorskiej byğa odpowiedŦ na powyŨsze pytania. 

W ramach pracy doktorskiej potwierdzono znaczenie biağka ParB dla wiŃzania siň SMC do 

centralnej czňŜci chromosomu podczas sporulacji. Co wiňcej, ujawniono wczeŜniej 

nieopisywany wpğyw SMC na kompleksy ParB. W analizach in vivo pokazano, Ũe usuniňcie 

biağka SMC przyŜpiesza demontaŨ kompleks·w ParB i zwiňksza dynamikň ParB. Co wiňcej 

potwierdzono, Ũe SMC promuje wiŃzanie ParB do parS oraz rozprzestrzenianie siň od miejsca 

wiŃzania. W analizach in vitro potwierdzono, Ũe SMC hamuje aktywnoŜĺ CTPazowŃ biağka 

ParB w obecnoŜci sekwencji parS. Uzyskane wyniki wskazujŃ na rolň SMC w stabilizacji 

kompleks·w ParB u S. venezuelae. 

Zbadano r·wnieŨ wpğyw SMC na organizacjň chromosomu podczas kieğkowania 

zarodnik·w. Udowodniono, Ũe eliminacja SMC zmienia organizacjň chromosomu i lokalizacjň 

regionu inicjacji replikacji wzglňdem nukleoidu w strzňpkach wegetatywnych. Co wiňcej 

zaobserwowano, Ũe brak biağka SMC spowalnia przebieg replikacji chromosom·w  
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u S. venezuelae. Badania wskazujŃ na rolň SMC w pozycjonowaniu regionu oriC w kom·rce 

oraz dla prawidğowego przebieg replikacji chromosom·w. 
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Abstract  
 

Streptomyces are Gram-positive soil bacteria characterized by a complex morphological 

life cycle, which includes vegetative growth of multigenomic hyphae and sporulation, leading 

to the formation of monogenomic spores Streptomyces chromosome is linear, and its 

organization is dependent on the cell cycle stage. The presence of a large number of 

chromosomal copies in Streptomyces cells requires a precise and efficient process of their 

condensation and segregation during sporulation. The ParB protein is important for global 

chromosome organization and segregation. ParB binds to parS sequences and also binds and 

hydrolyzes CTP (cytidine-5ǋ-triphosphate) molecules. Due to its interaction with CTP and 

nonspecific interactions with DNA, ParB accumulates along the DNA, leading to the formation 

of large nucleoprotein complexes. Interestingly, in several bacterial species, ParB has been 

shown to recruit SMC condensin. SMC recruitment promotes its interaction with DNA, 

providing spatial chromosome organization and increasing long-range chromosomal contacts, 

observed as chromosome arm cohesion. SMC-dependent chromosome arm cohesion has also 

been described in Streptomyces. However, it has not yet been investigated whether SMC 

recruitment affects ParB complexes, nor has it been studied whether SMC-dependent 

chromosome condensation in Streptomyces spores 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 the binding of SMC 

to the central part of the chromosome during sporogenesis was confirmed. Moreover,  

a previously undescribed effect of SMC on ParB complexes was revealed. In vivo analyses 

showed that the removal of SMC protein accelerates the disassembly of ParB complexes and 

increases ParB dynamics. Furthermore, it was confirmed that SMC promotes the binding of 

ParB to parS and its spreading from the binding site. In vitro analyses confirmed that SMC 

inhibits the CTPase activity of the ParB protein in the presence of the parS sequence. The 

obtained results indicate the role of SMC in stabilizing the ParB complexes in S. venezuelae.  

The effect of SMC on the organization of the chromosome during spore germination 

was also examined. It was shown that the elimination of SMC alters the organization of the 

chromosome and the location of the oriC 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. venezuelae. These studies indicate the role of SMC in the positioning of the oriC region in 

the cell and in the proper progression of chromosome replication. 
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2. Wstňp 

 

2.1. Organizacja chromosomu bakteryjnego w czasie cyklu kom·rkowego 

 

Chromosom bakteryjny jest zorganizowany w postaci nukleoidu ï dwuniciowego DNA 

poğŃczonego z biağkami i RNA, zawieszonego bezpoŜrednio w cytoplazmie. Zwykle bakteryjny 

chromosom stanowi pojedyncza, kowalencyjnie zamkniňta czŃsteczka dwuniciowego DNA 

(Badrinarayanan i wsp., 2015b; Koğodziej i wsp., 2019). Chromosom bakteryjny jest strukturŃ 

dynamicznŃ, wysoce uporzŃdkowanŃ, zorganizowanŃ w topologicznie niezaleŨne, negatywnie 

superskrňcone domeny (Postow i wsp., 2004). UmoŨliwia to upakowanie chromosomu  

w kom·rce bakteryjnej. StopieŒ upakowania DNA (stosunek dğugoŜci czŃsteczki DNA do 

dğugoŜci upakowanego chromosomu) moŨe wahaĺ siň od 10-3 do 10-4, zaleŨnie od fazy cyklu 

kom·rkowego (Sherratt, 2003). JednoczeŜnie, mimo silnego upakowania, chromosomalny 

DNA musi pozostaĺ dostňpny dla biağek zaangaŨowanych w procesy zachodzŃce w jego 

obrňbie tj. replikacja, naprawa DNA, transkrypcja oraz segregacja chromosom·w (Sherratt 

2003; Badrinarayanan i wsp., 2015b). 

W utrzymanie przestrzennej organizacji chromosomu zaangaŨowane sŃ topoizomerazy, 

biağka NAP (ang. Nucleoid Associated Proteins) oraz biağka SMC (ang. Structural Maintenance 

of Chromosomes) nazywane kondensynami a takŨe czynniki fizyczne (np. stğoczenie 

molekularne) oraz sam ksztağt kom·rki (Badrinarayanan i wsp., 2015b; Bush i wsp., 2015; 

Sherratt, 2003). Superskrňcenie DNA jest podstawowym czynnikiem regulujŃcym stopieŒ 

upakowania chromosomu (Wang, 1974). Topoizomerazy odpowiadajŃ za regulacjň 

odpowiedniego poziomu superskrňcenia DNA, poprzez wprowadzanie i usuwanie 

superskrňt·w (Bush i wsp., 2015; Szafran i wsp., 2013; Wang, 2013). Wpğyw topoizomeraz na 

organizacjň chromosomu bakteryjnego jest wspomagany przez dziağanie kondensyn, kt·re 

promujŃ tworzenie pňtli DNA (Koğodziej i wsp., 2019; Badrinarayanan i wsp., 2015b) (Rysunek 

2.1.).  

Superskrňcone pňtle chromosomu stabilizowane sŃ dziňki oddziağywaniu z biağkami 

NAP. PosiadajŃ one silnie zasadowy charakter, mağŃ masň czŃsteczkowŃ (do 20 kDa) oraz 

czňsto wiŃŨŃ nieswoiŜcie DNA z preferencjŃ do region·w bogatych w reszty AT. Biağka NAP 

powodujŃ zagiňcia, nawijanie DNA na kompleks biağkowy lub ğŃczenie oddalonych od siebie 

fragment·w DNA (Badrinarayanan i wsp., 2015b). Mimo lokalnego dziağania, biağka NAP 

wpğywajŃ znaczŃco na upakowanie nukleoidu w kom·rce, jednoczeŜnie umoŨliwiajŃc ciŃgğoŜĺ 
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replikacji i regulujŃc transkrypcjň okreŜlonych gen·w (Hoğ·wka i wsp., 2020; Koğodziej i wsp., 

2019; Badrinarayanan i wsp., 2015b) (Rysunek 2.1.).  

Dziňki wsp·ğdziağaniu biağek NAP, kondensyn i topoizomeraz w obrňbie chromosomu 

powstajŃ pňtle, tworzŃce tak zwane domeny CID (ang. Chromosomal Interaction Domains).  

W badaniach konformacji chromosomu typu 3C / Hi-C (ang. Chromosome conformation 

capture) domeny te wykazujŃ zwiňkszonŃ czňstoŜĺ kontakt·w miňdzychromosomalnych 

(Badrinarayanan, i wsp., 2015b; Koğodziej i wsp., 2019; Hardy i wsp., 2005; Postow i wsp. 

2004).  

 

Rysunek 2.1. Wpğyw biağek z grupy NAP oraz biağek SMC na organizacjň przestrzennŃ DNA. 

Biağka z grupy NAP powodujŃ lokalne zmiany konformacji chromosomalnego DNA, natomiast SMC 

promuje powstawanie pňtli i oddziağywania dalekiego zasiňgu (na postawie Badrinarayanan i wsp., 

2015b). 

 

 

Dodatkowo w przestrzennej organizacji chromosomu opisano struktury wyŨszego rzňdu 

zwane makrodomenami. Makrodomeny to fizycznie od siebie odizolowane i niezaleŨnie 

zorganizowane duŨe fragmenty chromosomu (rzňdu Mpz) o stağym poğoŨeniu w kom·rce. 

Najlepiej opisano makrodomeny w chromosomie E. coli. Jest on zbudowany z czterech 

makrodomen: obejmujŃcej region inicjacji replikacji oriC (ang. origin of chromosomal 

replication), region terminacji replikacji ter (ang. replication termination region) oraz 

makrodomen obejmujŃcych prawe i lewe ramie chromosomu poğŃczonych dwoma mniej 

18:27917



19 
 

ustrukturyzowanymi regionami DNA otaczajŃcymi region oriC (Valens i wsp. 2004; 

Badrinarayanan i wsp., 2015b; Koğodziej i wsp., 2019). U wszystkich gatunk·w bakterii 

umiejscowienie regionu oriC w kom·rkach jest precyzyjnie kontrolowane i moŨe r·Ũniĺ siň 

pomiňdzy gatunkami (Trojanowski i wsp., 2018). U niekt·rych bakterii (np. Caulobacter 

crescentus) region oriC znajduje siň w pobliŨu bieguna kom·rki, a ramiona chromosomu 

ukğadajŃ siň r·wnolegle (ukğad ori-ter), natomiast u innych (np. Escherichia coli), region oriC 

znajduje siň w centralnej czňŜci kom·rki, a ramiona w przeciwlegğych poğowach kom·rki 

(ukğad left-ori-right) (Kahng i wsp., 2003; Kaguni 2011; Wang i wsp., 2014; Badrinarayanan  

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

U wiňkszoŜci bakterii replikacja i segregacja DNA zachodzŃ niemal jednoczeŜnie. 

Natomiast u niekt·rych bakterii o zğoŨonym cyklu rozwojowym (np. Streptomyces) procesy te 

sŃ czasowo i przestrzennie rozdzielane (Reyes-Lamothe i wsp., 2019; Badrinarayanan i wsp., 

2015b; Gerdes i wsp., 2010). Replikacja chromosom·w bakteryjnych jest inicjowana  

w jednym, miejscu na chromosomie - regionie oriC (Kaguni 2011; Zakrzewska-CzerwiŒska  

i wsp., 2007; Messer, 2002). U wiňkszoŜci znanych bakterii za przemieszczanie siň nowo 

zreplikowanych region·w oriC odpowiada system ParABS. Jest on wysoce konserwatywny  

i skğada siň z ATPazy (biağko ParA), biağka o aktywnoŜĺ CTPazy wiŃŨŃcego DNA (ParB) oraz 

sekwencji nukleotydowych obecnych w chromosomie, nazywanych sekwencjami parS (ang. 

partitioning sites), zlokalizowanymi w pobliŨu regionu oriC (Balaguer i wsp., 2021; Jalal  

i wsp., 2020; Kawalek i wsp., 2020; Gerdes i wsp., 2010). System ParABS jest uniwersalny  

i szeroko rozpowszechniony wŜr·d bakterii, z wyjŃtkiem ɔ-proteobakterii (np. Haemophilus 

influenzae) oraz E. coli, kt·re sŃ pozbawione gen·w parA i parB (Mierzejewska i wsp., 2012, 

Reyes-Lamothe i wsp., 2012). KonserwatywnŃ cechŃ system·w segregacyjnych ParABS jest 

lokalizacja gen·w parAB tworzŃcych jeden operon w pobliŨu regionu oriC (Livny i wsp., 2007; 

Kim i wsp., 2000). Biağko ParB wiŃŨe siň do sekwencji parS, tworzŃc kompleks 

nukleoproteinowy zwany segrosomem. Biağko ParA stanowi rusztowanie dla 

przemieszczajŃcego siň kompleksu ParB (segrosomu) dostarczajŃc jednoczeŜnie energiň do 

jego transportu (Lim i in., 2014; Vecchiarelli i in., 2014; Mierzejewska i wsp., 2012; Ringgaard 

i wsp., 2009). Funkcjň pomocniczŃ w segregacji chromosom·w zaleŨnej od biağek ParAB, 

odgrywajŃ r·wnieŨ kondensyny (biağko SMC) rekrutowane przez ParB (Bock i wsp., 2022; 

Balaguer i wsp., 2021; Szafran i wsp., 2021; Sullivan i wsp., 2009). W przypadku bakterii,  

u kt·rych nie wystňpujŃ biağka segregacyjne ParAB (Enterobakterie np. E. coli) kondensyny 

(MuKBEF) peğniŃ waŨnŃ rolň w segregacji chromosomu (Wang i wsp., 2006; B¿rmann i wsp., 

2017b; Koğodziej i wsp., 2019). Biağkami zaangaŨowanymi w ostatnim etapie segregacji 
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chromosomu, sŃ takŨe translokaza DNA - FtsK i topoizomeraza typu II (TopoIV) 

odpowiadajŃce za rozdzielanie region·w ter chromosomu (Livny i wsp., 2007; Wang i wsp., 

2014; Gogou i wsp., 2021).  

Bakterie ŜciŜle koordynujŃ replikacjň i segregacjň chromosom·w z podziağem kom·rki 

(Bºhm i wsp., 2020). Podziağ kom·rkowy inicjowany jest przez cytoszkieletowe biağko FtsZ, 

bňdŃce strukturalnym homologiem eukariotycznej ɓ-tubuliny. FtsZ tworzy w kom·rkach 

bakteryjnych strukturň zwanŃ pierŜcieniem Z, kt·ry odpowiada za rekrutacjň maszynerii biağek 

podziağowych w miejscu powstawania przegrody podziağowej. Nastňpnie dochodzi do 

powstania pojedynczych kom·rek bakteryjnych (Cameron i wsp., 2024; Silber i wsp., 2020). 

 

2.2. Struktura i mechanizm dziağania ParB 

 

Biağko ParB uczestniczy w segregacji chromosom·w u bakterii, jak r·wnieŨ peğni 

istotnŃ rolň w globalnej organizacji chromosomu. Jego funkcjonowanie opiera siň na wiŃzaniu 

do sekwencji parS, rozmieszczonych najczňŜciej w pobliŨu regionu oriC (Mierzejewska i wsp., 

2012). Dodatkowo, biağko ParB wiŃŨe czŃsteczki cytydyno-5ô- trifosforanu (CTP) i wykazuje 

aktywnoŜĺ hydrolazy CTP (CTPazy) (McLean, 2023; Jalal i wsp., 2020; Osorio-Valeriano  

i wsp., 2019 i 2021; Soh i wsp). Dla szeregu gatunk·w modelowych (M. xanthus, B. subtilis, 

C. crescentus) wykryto, Ũe biağko ParB po zwiŃzaniu do sekwencji parS, dziňki oddziağywaniu 

z CTP i niespecyficznym oddziağywaniom z DNA jest w stanie akumulowaĺ siň wzdğuŨ DNA, 

doprowadzajŃc do powstania duŨych kompleks·w nukleoproteinowych nazywanych 

segrosomami. Segrosomy wykorzystuje siň do znakowania regionu oriC w kom·rce podczas 

cyklu kom·rkowego (Bartosik i wsp., 2009). Kompleksy ParB oddziağujŃ z biağkiem ParA, 

stymulujŃc jego aktywnoŜĺ ATPazowŃ (Jalal i wsp., 2020 i 2021; Osorio-Valeriano i wsp., 

2021; Antar i wsp., 2021; Kawalek i wsp., 2020; Lim i in., 2014).  

Kompleksy  ParB organizujŃ przestrzennie region oriC, co umoŨliwia ich segregacjň. Jeszcze 

w czasie trwania replikacji nowo powielone regiony oriC, a nastňpnie dalsze regiony 

chromosomu, sŃ aktywnie przemieszczane do okreŜlonych pozycji w kom·rce. W przypadku 

niekt·rych bakterii (np. Escherichia coli i B. subtilis) regiony oriC sŃ przemieszczane 

symetrycznie w kierunku przeciwnych biegun·w a miejsca ter pozostajŃ w pobliŨu centrum 

kom·rki, gdzie powstaje przegroda dzielŃca kom·rkň macierzystŃ na dwie kom·rki potomne 

(Wang i wsp., 2013, 2014; Reyes-Lamothe i wsp., 2012; Webb i wsp., 1997). Natomiast  

u innych gatunk·w bakterii (np. C. crescentus) segregacja nowo replikowanych chromosom·w 

jest asymetryczna. Przed rozpoczňciem replikacji oriC lokalizuje siň specyficznie przy jednym 
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z biegun·w kom·rki. Natomiast po inicjacji replikacji tylko jedno z nowo zreplikowanych oriC 

jest przenoszone w stronň przeciwlegğego bieguna (Reyes-Lamothe i wsp., 2012; Jensen, 2001). 

Dla kilku gatunk·w bakterii udowodnione, Ũe biağko ParB rekrutuje SMC (Bock i wsp., 

2022; Sullivan i wsp., 2009; Gruber i Errington 2009). Rekrutacja SMC promuje jego 

oddziağywanie z DNA, zapewniajŃc przestrzennŃ organizacja chromosomu obserwowanŃ jako 

kohezja ramion chromosomu (Bock i wsp., 2022; Bºhm i wsp., 2020; Tran i wsp., 2017).  

U niekt·rych bakterii, biağko ParB opr·cz oddziağywania z parS, ParA i SMC zaangaŨowane 

jest w oddziağywanie z biağkami wierzchoğkowymi np. DivIVA (np. C. glutamicum,  

S. pneumoniae) lub PopZ (np. C. crescentus). Nie opisano do tej pory domen odpowiedzialnych 

za te oddziağywania. Oddziağywanie to determinuje odpowiedniŃ lokalizacjň regionu oriC  

w kom·rce na biegunach kom·rki (Donovan i wsp., 2016; Fadda i wsp., 2007: Chaudhary  

i wsp., 2019; Maurya i wsp., 2016).  

U wielu bakterii usuniňcie gen·w parAB wywoğuje  (np. B. subtilis, M. smegmatis,  

C. glutamicum), szerokie spektrum zaburzeŒ segregacji chromosom·w orazpodziağ·w 

kom·rkowych. Dochodzi do wytworzenia wydğuŨonych kom·rek czňŜciowo pozbawionych 

nukleoidu (Lee i Grossman, 2006; Ginda i wsp., 2013; Jakimowicz i wsp., 2007; Bºhm i wsp., 

2020). Natomiast u niekt·rych bakterii (np.  C. crescentus)  delecja gen·w parAB jest letalna  

i dochodzi do zahamowania podziağ·w kom·rkowych (Mohl i wsp., 2008). 

 

2.2.1. Budowa domenowa biağka ParB 

 

Biağko ParB zbudowane jest z 300 - 400 aminokwas·w, zaleŨnie od gatunku bakterii  

a jego masa czŃsteczkowa to 33 - 44 kDa. ParB skğada siň z trzech domen: N-koŒcowej (NTD, 

ang. N-terminal domain), centralnej domeny wiŃŨŃcej DNA (DBD, ang. DNA binding domain) 

i domeny C-koŒcowej (CTD, ang. C-terminal domain) (Rysunek 2.2.A.). Domena NTD biağka 

ParB jest zaangaŨowana w oddziağywanie z biağkiem ParA za poŜrednictwem 

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

Ponadto, w domenie NTD obecny jest motyw GxRRxR (tzw. arginine patch), kt·ry zawiera 

konserwatywnŃ resztň glicyny sŃsiadujŃcŃ z trzema resztami argininy. Motyw ten 

zaangaŨowany jest w wiŃzanie i hydrolizň CTP (Tisma i wsp., 2024; Jalal i wsp., 2020; Osorio-

Valeriano i wsp., 2019; Soh i wsp., 2019; Kusiak i wsp., 2011). Co ciekawe, u B. subtilis oraz 

S. pneumoniae zaobserwowano, Ũe domena NTD jest r·wnieŨ niezbňdna do rekrutacji 

kondensyny SMC (Bock i wsp, 2022). Region biağka ParB zaangaŨowany w oddziağywanie  

z sekwencjŃ parS znajduje siň wewnŃtrz domeny DBD i obejmuje motyw typu helisa-skrňt-
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helisa (motyw HTH, z ang. Helix-Turn-Helix) (Tisma i wsp., 2024; Bartosik i wsp., 2009; 

Jakimowicz i wsp., 2005; Leonard i wsp., 2005). WewnŃtrz motywu HTH obecna jest 

konserwatywna reszta glicyny, po kt·rej zwykle nastňpuje dodatnio nağadowany aminokwas 

(lizyna lub arginina), zaleŨnie od gatunku mikroorganizmu. Zmiana konserwatywnej sekwencji 

aminokwasowej wewnŃtrz motywu HTH prowadzi do zaniku oddziağywania biağka ParB  

z DNA. Domena CTD odpowiada za dimeryzacjň biağka ParB (Tisma i wsp., 2024; Antar  

i wsp., 2021; Fisher i wsp., 2017; Bartosik i wsp., 2009; Jakimowicz i wsp., 2005).  

 

 

 

Rysunek 2.2. Struktura biağka ParB. (A) Schemat domenowej budowy biağka ParB: domena  

N-koŒcowa (NTD), centralna domena wiŃŨŃca DNA (DBD), domena C-koŒcowa (CTD). NTD zawiera 

motyw GERRxRA. DBD zawiera motyw typu helisa-skrňt-helisa (HTH). CTD odpowiada za 

dimeryzacjň biağka ParB. (B) Struktura przestrzenna dimeru ParB przed i po zwiŃzaniu CTP, monomery 

zaznaczono r·Ũnymi odcieniami niebieskiego (na podstawie Tisma i wsp., 2024).  

 

 

2.2.2. Modele tworzenia kompleksu segregacyjnego 

 

Aktualny model tworzenia segrosomu u bakterii zakğada wiŃzanie siň biağka ParB do 

sekwencji parS, jego rozprzestrzenianie siň wzdğuŨ DNA oraz mostkowanie odlegğych 

sekwencji parS na skutek oddziağywania pomiňdzy dimerami ParB. Biağko ParB wiŃŨe siň 

swoiŜcie jako dimer do palindromowych, 16-nukleotydowych konserwatywnych sekwencji 

parS (5ǋ-TGTTTCACGTGAAACA-3ǋ), zlokalizowanych w pobliŨu oriC (Kawalek i wsp., 

2020; Jakimowicz i wsp., 2002). U wiňkszoŜci organizm·w liczba sekwencji parS waha siň od 
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jednego do czterech, jedynie u 23 gatunk·w bakterii stwierdzono obecnoŜĺ wiňkszej liczby 

sekwencji parS. Co ciekawe, zaobserwowano, Ũe liczba sekwencji parS nie jest proporcjonalna 

do wielkoŜci chromosomu. Przykğadem moŨe byĺ V. cholerae, u kt·rego wykryto obecnoŜĺ 

trzech miejsc parS na wiňkszym chromosomie (chr1; 2,96 Mpz) i dziesiňĺ na mniejszym 

chromosomie (chr2; 1,07 Mpz) (Yamaichi i wsp., 2007; Kawalek i wsp., 2018; Breier i wsp., 

2007).  

Badania nad biağkiem ParB M. xanthus oraz B. subtilis udowodniğy, Ũe wiŃŨe ono CTP (Jalal  

i in., 2020; Osorio-Valeriano i in., 2019; Soh i in., 2019). Stağa dysocjacji wiŃzania wynosi 

okoğo 10 - 50 ɛM, co przy kom·rkowym stňŨeniu CTP, wynoszŃcym okoğo 100 - 200 ÕM, 

wskazuje, Ũe wiňkszoŜĺ biağka ParB w kom·rce moŨe byĺ wysycona przez nukleotyd (Jalal  

i in., 2020; Soh i in., 2019). WiŃzanie CTP powoduje zmiany konformacyjne biağka w obrňbie 

domeny N-koŒcowej, promujŃc utworzenie dodatkowej pğaszczyzny kontaktu pomiňdzy 

monomerami ParB (Rysunek 2.2.B.). Po zwiŃzaniu sekwencji parS, dochodzi do zamkniňcia 

siň dimeru ParB wok·ğ nici DNA i przyjňcia tak zwanej konformacji Ăzamkniňtejò (Rysunek 

2.3.). Dimer ParB w konformacji Ăzamkniňtejò ma mniejsze powinowactwo do parS, co 

promuje zwolnienie wiŃzania parS oraz przemieszczanie siň w obu kierunkach wzdğuŨ 

czŃsteczki DNA (ang. ParB spreading), jednoczeŜnie umoŨliwiajŃc wiŃzanie kolejnego dimeru 

ParB do parS (Rysunek 2.4.A.). Co ciekawe, dimer ParB bez zwiŃzanej czŃsteczki CTP (apo-

ParB) moŨe zwiŃzaĺ siň do sekwencji parS, ale nie dochodzi do zmiany konformacji biağka,  

w zwiŃzku z czym ParB nie rozprzestrzenia siň poza sekwencjň parS. Badania nad ParB  

B. subtilis oraz M. xanthus wykazağy, Ũe aktywnoŜĺ CTPazowa biağka jest stymulowana przez 

wiŃzanie siň biağka ParB do sekwencji parS (Balaguer i wsp., 2021; Jalal i wsp., 2020 i 2021; 

Osorio-Valeriano i wsp., 2021; Antar i wsp., 2021; Soh i wsp., 2019). Hydroliza CTP nie jest 

wymagana do rozprzestrzeniania siň biağka ParB wzdğuŨ DNA, ale przyczynia siň do recyklingu 

ParB z nici DNA. Hydroliza CTP skutkuje otwarciem struktury dimeru ParB i uwolnieniem 

biağka z nici DNA. Powoduje to odtworzenie puli wolnego ParB w cytoplazmie, pozwalajŃc na 

ponowne wiŃzanie biağka CTP i parS (Balaguer i wsp., 2021) (Rysunek 2.3.). Nie wiadomo 

jednak, czy obie czŃsteczki CTP na dimerze ParB sŃ wsp·lnie hydrolizowane, aby ParB mogğo 

opuŜciĺ chromosom (Jalal i wsp., 2020).  
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Rysunek 2.3. Tworzenie kompleksu ParB. Rysunek przedstawia schematycznie kolejne kroki 

tworzenia kompleksu i zmiany konformacji ParB (opis w tekŜcie) (na podstawie Osorio-Valeriano  

i wsp., 2021). 

 

 

Alternatywny mechanizm powstawania segrosomu zakğada, Ũe biağko ParB wykazuje 

zdolnoŜĺ do mostkowania odlegğych fragment·w DNA (ang. ParB bridging), dziňki czemu 

niewielka liczba dimer·w ParB jest w stanie tworzyĺ kompleks obejmujŃcy fragment DNA  

o dğugoŜci kilku tysiňcy par zasad (Rysunek 2.4.B.). Powstağy w ten spos·b kompleks 

obejmujŃcy pňtle DNA jest dodatkowo stabilizowany niespecyficznym oddziağywaniem biağka 

ParB z sekwencjami znajdujŃcymi siň w sŃsiedztwie regionu parS (ParB - nsDNA). Co wiňcej 

ten spos·b, oddziağywania miňdzy biağkami ParB powodujŃ lokalnŃ kondensacjň chromosomu 

w regionie oriC (Tisma i wsp., 2024; Balaguer i wsp., 2021; Jalal i wsp., 2020; Graham i wsp., 

2014; Broedersz i wsp., 2014). Dodatkowo zasugerowano inny mechanizm: Ăzamykania  

w klatceò (ang. ParB caging), w kt·rym wiŃzanie siň biağka ParB do sekwencji parS, jego 

rozprzestrzenianie oraz mostkowanie DNA, tworzyğoby przestrzenne struktury DNA 

prowadzŃce do lokalnego zwiňkszenia stňŨenia ParB (Sanchez i wsp., 2015) (Rysunek 2.4.C.). 
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Taki model r·wnieŨ wyjaŜnia akumulacjň czŃsteczek ParB wok·ğ sekwencji parS (Jalal i wsp., 

2020; Fisher i wsp., 2017; Funnell 2016; Sanchez i wsp., 2015).  

 

 

 

Rysunek 2.4. Alternatywne modele montaŨu nukleoproteinowego kompleksu (segrosomu).  

(A) Model 1: ParB rozprzestrzenia siň w obu kierunkach od sekwencji parS (ang. ParB spreading).  

(B) Model 2: ParB poprzez mostkowanie (ang. ParB bridging) powoduje kondensacjň DNA. (C) Model 

3: Tworzenie kompleksu przez Ăzamykanie w klatceò (ang. ParB caging), rozprzestrzenianie oraz 

mostkowanie DNA (na podstawie Jalal i Tung B. K. Le 2020). 

 

 

2.3. Struktura i mechanizm dziağania SMC 

 

Biağka z grupy SMC (ang. Structural Maintenance of Chromosome) sŃ szeroko 

rozpowszechnione we wszystkich domenach Ũycia. Odpowiedzialne sŃ za kondensacjň DNA, 

umoŨliwiajŃ kohezjň ramion chromosom·w, biorŃ udziağ w segregacji DNA oraz wspomagajŃ 

naprawň DNA w kom·rce zar·wno bakterii, archeon·w, jak i organizm·w wyŨszych (Cobbe  
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i wsp., 2006). WŜr·d eukariont·w wystňpuje szeŜĺ r·Ũnych biağek SMC (SMC1 - 6), kt·re 

tworzŃ wraz z biağkami pomocniczymi funkcjonalne heterodimery. Zostağy one sklasyfikowane 

w trzy grupy: kohezyny, kondensyny i kompleksy Smc5 - 6. Kohezyny (SMC1 - SMC3) ğŃczŃ 

siostrzane chromatydy w czasie replikacji, kondensyny (SMC2 - SMC4) biorŃ udziağ  

w organizacji i upakowaniu chromosomu podczas mitozy, natomiast kompleksy Smc5 - 6 

uczestniczŃ w naprawie DNA (Yu i wsp., 2021; Hoencamp i wsp., 2023).  

U wiňkszoŜci bakterii posiadajŃcych biağka systemu segregacyjnego ParAB wystňpuje 

kompleks SMC - ScpAScpB. Z kolei w przypadku Enterobakterii (np. E. coli), u kt·rych nie 

wystňpujŃ biağka segregacyjne ParAB obecny jest kompleks biağek MukBEF bňdŃcy 

homologiem strukturalnym i funkcjonalnym kompleksu SMC ï ScpAB (B¿rmann i wsp., 

2017b; Lioy i wsp., 2018b; Koğodziej i wsp., 2019).  

 

2.3.1. Budowa biağek SMC 

 

Podobnie jak inne kondensyny, bakteryjne biağka SMC (MukB u E. coli) charakteryzujŃ 

siň wysokŃ masŃ czŃsteczkowŃ (110 ï 170 kDa), wydğuŨonŃ strukturŃ oraz zdolnoŜciŃ do 

tworzenia dimer·w, kt·re sŃ stabilizowane przez biağka pomocnicze ScpAB. W monomerze 

SMC moŨna wyodrňbniĺ trzy domeny. N- i C-koŒcowe regiony tworzŃ domene globularnŃ 

zwanŃ gğowŃ. Regiony C- i N-koŒcowe oddzielone sŃ wydğuŨonym ramieniem (50 nm 

dğugoŜci) o strukturze superhelisy (ang. coiled-coil) zawierajŃcym domenň zawiasowŃ (ang. 

hinge). Domena zawiasowa jest bogata w reszty glicyny, kt·re zapewniajŃ elastycznoŜĺ temu 

regionowi i umoŨliwia zagiňcie ğaŒcucha polipeptydowego. Domena zawiasowa zaangaŨowana 

jest w oddziağywanie dimeru SMC (Bock i wsp., 2022; Koğodziej i wsp., 2019; Kois i wsp., 

2007) (Rys.2.3.1.A.). Domena globularna zawiera konserwatywne motywy ï Walker A i B na 

N-koŒcu, a w C-koŒcowej domenie ï motyw C. Walker A i B sŃ odpowiedzialne za wiŃzanie 

czŃsteczki ATP, a motyw C za jej hydrolizň. Dziňki obecnoŜci globularnych domen  

o aktywnoŜci ATPazowej, biağka SMC zalicza siň do grupy ABC transporter·w (Graumann  

i wsp., 2001; Hirano i wsp., 2006; B¿rmann i wsp., 2017). WiŃzanie ATP umoŨliwia 

oddziağywania z drugŃ domenŃ globularnŃ w tym samym dimerze biağka SMC (oddziağywania 

wewnŃtrzczŃsteczkowe) lub pomiňdzy dwoma r·Ũnymi dimerami SMC (oddziağywania 

miňdzyczŃsteczkowe). KaŨda z dw·ch domen globularnych homodimeru biağka SMC moŨe 

byĺ zaangaŨowana w tworzenie oddziağywaŒ gğowa ï gğowa.  
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2.3.2. Mechanizm dziağania 

 

Najnowszym modelem wyjaŜniajŃcym mechanizm dziağania bakteryjnych kondensyn 

jest Ăwypňtlanie nici DNAò (ang. loop extrusion). Zakğada on, Ũe DNA zamykane jest wewnŃtrz 

pierŜcienia tworzonego przez kompleksy SMC ï ScpAB. Biağko ScpA ğŃczy domenň gğowy 

jednej z podjednostek SMC z gğowŃ drugiej podjednostki SMC, zamykajŃc dimer zdolny do 

uwiňzienia DNA (Bock i wsp., 2022; B¿rmann i wsp., 2013). Z centralnym regionem ScpA 

ğŃczŃ siň kolejno biağka ScpB (B¿rmann i wsp., 2013).  

Kompleks biağek SMC oraz biağek pomocniczych (ScpAB) moŨe wystňpowaĺ w trzech 

konformacjach: Ăzamkniňtejò, ĂpoŜredniejò oraz Ăotwartejò (Rysunek 2.5.). Konformacja 

Ăzamkniňtaò kompleksu jest wtedy, gdy kompleks nie jest zwiŃzany z ATP (apo-SMC)  

a ramiona sŃ uğoŨone r·wnolegle do siebie i nie dochodzi do oddziağywania gğ·w czŃsteczek 

SMC. Jedynie regiony zawiasu ramienia sŃ zestawione razem (Lee i in., 2020). 

SMC w stanie niezwiŃzanym z ATP (apo-SMC) ma strukturň z czňŜciowo otwartymi 

ramionami (konformacja poŜrednia) lub pozostaje w konformacji Ăzamkniňtejò.  

Natomiast wiŃzanie ATP i oddziağywanie SMC z DNA powoduje dynamiczne zmiany 

strukturalne w czňŜci gğ·w oraz ramion dimeru (zostajŃ utracone kontakty w regionie zawiasu 

ramienia) SMC przyjmujŃc konformacjň ĂotwartŃò, w kt·rej DNA moŨe byĺ zamkniňte (Bock 

i wsp., 2022; Lee i in., 2020; B¿rmann i wsp., 2013) (Rysunek 2.5.). Dziňki wykorzystaniu 

energii pochodzŃcej z hydrolizy ATP, kompleks SMC poprzez Ăwypňtlanie niciò DNA moŨe 

wprowadzaĺ zmiany w konformacji DNA (Kim i wsp., 2022; Vazquez Nunez i wsp., 2021., 

2019; Kamada i wsp., 2017; Fudenberg i wsp., 2016; Minnen i wsp., 2016; Wang i wsp., 2015; 

Cobbe i wsp., 2006) (Rysunek 2.5.).  
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Rysunek 2.5. Mechanizm dziağania kompleksu SMC-ScpAB. Rysunek przedstawia schematycznie 

kolejne kroki zmiany konformacji SMC wywoğane zwiŃzaniem ATP (opis w tekŜcie) (na podstawie 

Vazquez Nunez i wsp., 2021). 

  

 

2.3.3. Rola kondesyn w organizacji chromosomu bakteryjnego 

 

Biağka z grupy kondensyn, dziňki zdolnoŜci ğŃczenia odlegğych region·w DNA poprzez 

Ăwypňtlania nici DNAò promujŃ kondensacjň chromosomu. W zaleŨnoŜci od kondesyn i biağek 

odpowiedzialnych za segregacjň chromosom·w u bakterii obserwuje siň dwa odmienne 

sposoby organizacji chromosomu. Pierwszy z nich jest charakterystyczny dla bakterii 

posiadajŃcych biağka systemu segregacyjnego ParAB (np. B. subtilis). W badaniach nad  

B. subtilis oraz S. pneumoniae udowodniono, Ũe kompleks ParB rekrutuje kompleks SMC-

ScpAB w pobliŨu regionu oriC. Nie wiadomo jednak, na jakim dokğadnie etapie tworzenia 

segrosomu ParB rekrutuje SMC. Wykazano, Ũe region w ramieniu w pobliŨu gğowy SMC, jest 

niezbňdny do interakcji SMC - ParB (Bock i wsp., 2022). Po zwiŃzaniu DNA, kondensyny 

przemieszczajŃ siň wzdğuŨ chromosomu w kierunku region·w ter, jednoczeŜnie spinajŃc 

ramiona chromosomu, co powoduje, Ũe chromosom przybiera konformacjň ori-ter. 

Udowodniono, Ũe u B. subtilis oraz C. crescentus brak biağka ParB w kom·rce zapobiega 
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wiŃzaniu siň SMC do DNA, co powoduje brak kohezji ramion chromosomu (Bock i wsp., 2022; 

Tran i wsp., 2017; Wang i wsp., 2015) (Rysunek 2.6.). W przeciwieŒstwie do SMC-ScpAB, 

kompleks MukBEF rekrutowany jest losowo do r·Ũnych region·w nukleoidu i nie wywoğuje 

kohezji ramion chromosomu, a jedynie zbliŨa do siebie fragmenty DNA w obrňbie ramion 

(B¿rmann i wsp., 2017b; Lioy i wsp., 2018b; Koğodziej i wsp., 2019) (Rysunek 2.6.).  

 

 

Rysunek 2.6. Mechanizm dziağania bakteryjnych kondensyn. Biağko SMC (np. C. crescentus,  

B. subtilis) jest rekrutowane w pobliŨe oriC przez biağko ParB zwiŃzane z sekwencjami parS, nastňpnie 

przemieszczane jest wzdğuŨ chromosomu. Biağko MukB (E. coli) wiŃŨe siň z chromosomem w losowych 

miejscach, nastňpnie spina DNA tworzŃc pňtle (na podstawie Koğodziej i wsp., 2019). 

 

 

Usuniňcie gen·w kodujŃcych kondensyny wywoğuje u wielu bakterii (np. E. coli,  

B. subtilis, C. crescentus) szerokie spektrum zaburzeŒ wzrostu, podziağ·w kom·rkowych czy 

segregacji chromosom·w. Dochodzi do wytworzenia kom·rek cağkowicie lub czňŜciowo 

pozbawionych nukleoidu, spowodowanego przez Ăgilotynowanieò DNA przez powstajŃcŃ 

przegrode podziağowŃ (Sawitzke i wsp., 2000; Wang i wsp., 2014). Zr·Ũnicowanie efekt·w 

delecji gen·w kodujŃcych kondensyny moŨe sugerowaĺ wytworzenie w toku ewolucji strategii 

organizacji chromosomu niezaleŨnych od dziağania kondensyn, opartych na synergistycznym 

wsp·ğdziağaniu z innymi systemami molekularnymi o zbliŨonej funkcji, jak np. kompleks 

MksBEF (ang. MukBEF-like SMC proteins) obecnych m.in. u Corynebacterium, 

Mycobacterium oraz Pseudomonas aeruginosa (Petrushenko i wsp., 2011).  
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2.4. Charakterystyka bakterii z rodzaju Streptomyces  

 

Streptomyces to Gram-dodatnie bakterie tlenowe naleŨŃce do rzňdu promieniowc·w 

(Actinomycetales). Bakterie te sŃ szeroko rozpowszechnione w Ŝrodowisku naturalnym, 

gğ·wnie glebie. Prawdopodobnie zaczňğy zasiedlaĺ to Ŝrodowisko okoğo 400 milion·w lat temu, 

kiedy trwağa kolonizacja Ziemi przez zielone roŜliny (Barka i wsp., 2016; Chater 2016; Flªrdh 

i wsp., 2009; Harir i wsp. 2018). Opr·cz tego Streptomyces wystňpujŃ w Ŝrodowisku wodnym, 

gdzie mogŃ byĺ symbiontami gŃbek morskich. Dziňki zdolnoŜci do produkcji 

zewnŃtrzkom·rkowych enzym·w hydrolitycznych (chitynazy i celulazy), bakterie te 

odgrywajŃ kluczowŃ rolň w rozkğadzie Ŝcian kom·rkowych roŜlin i grzyb·w. Co wiňcej, 

Streptomyces wsp·ğŨyjŃ z owadami (np. mr·wkami Acromyrmex octospinosu) lub roŜlinami. 

Nieliczne gatunki Streptomyces sŃ patogenami roŜlin (S. scabies) lub czğowieka (S. somaliensis, 

S. sudanensis) (Kirby i wsp., 2012; Lerat i wsp., 2009).  

Streptomyces cechuje zdolnoŜĺ do produkcji szeregu naturalnych metabolit·w wt·rnych 

o zastosowaniu farmaceutycznych lub agrochemicznych. Z tego wzglňdu Streptomyces majŃ 

ogromne znaczenie jako organizmy przemysğowe. SŃ cennym Ŧr·dğem takich antybiotyk·w jak 

streptomycyna (produkowany przez S. griseus antybiotyk odkryty w 1943 r. jako drugi po 

penicylinie), aktynorodyna (S. coelicolor), chloramfenikol i jodomycyna (S. venezuelae), 

kanamycyna (S. kanamyceticus), neomycyna (S. fradiae), nowobiocyna (S. niveus)  

i tetracyklina (S. aureofaciens) (Barka i wsp. 2016; Fern§ndez-Mart²nez i wsp. 2014; Liu i wsp., 

2013; Sekurova i wsp., 2016; Ulrych i wsp., 2013). Streptomyces wytwarzajŃ r·wnieŨ zwiŃzki 

o aktywnoŜci przeciwnowotworowej, przeciwwirusowej oraz przeciwgrzybicznej a takŨe 

dziağajŃce jako herbicydy lub pestycydy. Co wiňcej wytwarzajŃ wspomniane wczeŜniej enzymy 

hydrolityczne (lipazy, celulazy czy chitynazy), kt·re znalazğy zastosowanie w wielu r·Ũnych 

gağňziach przemysğu (Kieser i wsp., 2000; Harir i wsp. 2018). Najbardziej jednak 

rozpoznawalnŃ substancjŃ wytwarzanŃ przez Streptomyces jest geosmina, nadajŃca glebie 

charakterystyczny zapach (Gust i wsp., 2004). 

Streptomyces charakteryzuje siň dğugim, liniowym chromosomem (8 - 10 Mpz, dla por·wnania 

chromosomom E. coli ma wielkoŜĺ okoğo 4,6 Mpz) o wysokiej zawartoŜci par  

G - C (okoğo 70 - 76%). S. coelicolor byğ pierwszym modelowym gatunkiem Streptomyces 

(szczep M145) o najwczeŜniej poznanej sekwencji nukleotydowej chromosomu. Chromosom 

S. coelicolor  skğada siň z 8 667 507 par zasad i zawiera 7825 gen·w (Liu i wsp., 2013; Rioseras 

i wsp., 2014, Bentley i wsp., 2002). WŜr·d nich zidentyfikowano 60 gen·w kodujŃcych 

czynniki sigma polimerazy RNA (w przypadku E. coli jest ich tylko 8, a u B. subtilis niewiele 
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ponad 20) (Jakimowicz 2007; Chater 2001). Liczba gen·w regulatorowych w genomie 

Streptomyces jest najwyŨszŃ, jakŃ odnotowano dla wszystkich do tej pory 

zsekwencjonowanych bakteryjnych genom·w. Kodowane przez nie biağka regulatorowe 

pozwalajŃ bakterii dostosowaĺ ekspresjň okreŜlonych gen·w w odpowiedzi na zmieniajŃce siň 

warunki Ŝrodowiskowe (Jakimowicz 2007). Obecnie znane sŃ sekwencje chromosom·w kilku 

przedstawicieli Streptomyces, jak S. avermitilis, S. lividans, S. clavuligerus, S. griseus,  

S. scabies oraz S. venezuelae, kt·re sŃ og·lnodostňpne na stronie internetowej: 

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

 

2.5. Cykl Ũyciowy Streptomyces  

 

Przedstawiciele rodzaju Streptomyces wyr·ŨniajŃ siň zğoŨonym morfologicznie cyklem 

Ũyciowym (Rysunek 2.6.). Streptomyces kolonizujŃ glebň dziňki wzrostowi w postaci strzňpek 

tworzŃcych pseudogrzybniň oraz zdolnoŜci wytwarzania i rozsiewania odpornych na czynniki 

zewnňtrzne zarodnik·w (Jakimowicz 2007; Flªrdh i wsp, 2009; Barka i wsp., 2016). 

Wzrost kolonii Streptomyces rozpoczyna siň od pojedynczego zarodnika, kt·ry kieğkuje 

tworzŃc strzňpki wegetatywne. RosnŃce nitkowato i rozgağňziajŃce siň strzňpki tworzŃ 

pseudogrzybniň wegetatywnŃ, zwanŃ r·wnieŨ substratowŃ (Flardh 2003; Bush i wsp., 2013; 

Schlimpert i wsp., 2016; Santos-Beneit i wsp., 2017). W przeciwieŒstwie do wiňkszoŜci bakterii 

pağeczkowatych (E. coli, B. subtilis) kom·rki Streptomyces cechujŃ siň apikalnym wzrostem 

(Flªrdh 2003; 2009; 2012). W kom·rkach wegetatywnych dochodzi do tworzenia bocznych 

odgağňzieŒ, kt·rych wzrost zapoczŃtkowany jest przez utworzenie nowych wierzchoğk·w 

wzrostu wzdğuŨ Ŝciany bocznej. Za apikalny wzrost kom·rek odpowiedzialne jest biağko 

DivIVA (Flªrdh, 2003; Hempel i wsp., 2008). Opr·cz DivIVA we wzrost wierzchoğkowy  

S. coelicolor zaangaŨowane sŃ r·wnieŨ FilP (ang. Filament forming Protein) i Scy (ang. 

Streptomyces cytoskeletal). Wszystkie trzy biağka wchodzŃ w skğad kompleksu organizujŃcego 

wierzchoğkowŃ strefň wzrostu strzňpki ï TIPOC (ang. Tip Organizing Center) (Frºjd i wsp., 

2019; Holmes i wsp., 2013). Co wiňcej z kompleksem wierzchoğkowym oddziağuje 

segregacyjne biağko ParA, kt·re uczestniczy w regulacji wzrostu strzňpek Streptomyces 

(Ditkowski i in., 2013). W wydğuŨonych kom·rkach tworzŃcych strzňpki Streptomyces 

powstajŃ w nieregularnych odstňpach przegrody poprzeczne, kt·re zawierajŃ kanağy 

pozwalajŃce na transport substancji pomiňdzy kompartmentami kom·rkowymi. Tak jak  

w przypadku podziağu kom·rkowego u bakterii jednokom·rkowych, powstawanie przegr·d  
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w pseudogrzybni Streptomyces inicjowane jest przez biağko FtsZ (Jakimowicz i wsp., 2012; 

Barka i wsp., 2016; Santos-Beneit I wsp., 2017; Schlimpert i wsp., 2017; Silber i wsp., 2020). 

W przeciwieŒstwie do bakterii jednokom·rkowych, u Streptomyces podziağy nie sŃ 

zsynchronizowane z replikacjŃ chromosomu, a wydğuŨone kom·rki zawierajŃ od kilku do 

kilkunastu kopii chromosomu (Jakimowicz 2007; Flªrdh i wsp., 2012; Jakimowicz i wsp., 

2012; Donczew i wsp., 2016; Szafran i wsp., 2020; Ruban-OŜmiağowska i wsp., 2006). 

Ograniczenie skğadnik·w odŨywczych bŃdŦ stres fizjologiczny zapoczŃtkowuje 

r·Ũnicowanie pseudogrzybni wegetatywnej w struktury sporogenne zwane strzňpkami 

powietrznymi (pseudogrzybnia powietrzna), kt·re ulegajŃ przeksztağceniu w ğaŒcuchy 

zarodnik·w (egzospor) (WolaŒski i wsp., 2011; Liu i wsp., 2013). Nastňpuje r·wnieŨ czňŜciowa 

liza pseudogrzybni wegetatywnej, aby zapewniĺ skğadniki odŨywcze niezbňdne do tworzenia 

pseudogrzybni powietrznej. Proces ten jest zsynchronizowany z produkcjŃ metabolit·w 

wt·rnych (m.in. antybiotyki), kt·re prawdopodobnie majŃ chroniĺ koloniň przed innymi 

organizmami (Challis i wsp., 2003; Flªrdh i wsp., 2009; Liu i wsp., 2013; Barka i wsp., 2016; 

Harir i wsp., 2018). CechŃ odr·ŨniajŃcŃ strzňpki powietrzne od strzňpek wegetatywnych jest 

brak odgağňzieŒ oraz szybsze wydğuŨanie powiŃzanie z intensywniejszŃ replikacjŃ 

chromosom·w. PowstajŃce kom·rki sporogenne mogŃ zawieraĺ od kilkunastu do 

kilkudziesiňciu chromosom·w (Ruban-OŜmiağowska i wsp., 2006; Jakimowicz i wsp., 2012). 

Hydrofobowa powierzchnia pseudogrzybni powietrznej powoduje obniŨenie napiňcia 

powierzchniowego wody pokrywajŃcej koloniň, co umoŨliwia wzrost strzňpek w stronň 

powietrza (Elliot i wsp., 2003; Claessen i wsp., 2002 i 2003).  

Po zatrzymaniu wzrostu w strzňpkach sporogennych dochodzi do synchronicznego 

tworzenia r·wnomiernie rozmieszczonych przegr·d poprzecznych (uğoŨonych w odstňpach 

okoğo 1,4 ɛm), oddzielajŃcych tak zwane prepsory. Podczas powstawania przegr·d 

kom·rkowych nastňpuje kondensacja i segregacja licznych chromosom·w wzdğuŨ strzňpki tak, 

Ũe powstajŃce spory zawierajŃ po jednej kopii genomu. Przegrody w pseudogrzybni 

powietrznej sŃ znacznie grubsze niŨ Ŝciana poprzeczna w pseudogrzybni wegetatywnej, co 

zapewnia cağkowity rozdziağ fizyczny sŃsiadujŃcych kom·rek, prowadzŃc w ten spos·b do 

powstania ğaŒcuchy egzospor. Podziağy kom·rkowe w pseudogrzybni powietrznej r·wnieŨ 

inicjowane sŃ przez biağko FtsZ. CechŃ odr·ŨniajŃcŃ Streptomyces od innych bakterii jest to, 

Ũe podziağy kom·rkowe nie sŃ niezbňdne do ich wzrostu. Delecja genu ftsZ nie jest letalna, 

jednak szczepy pozbawione tego genu nie tworzŃ zarodnik·w (Jakimowicz i wsp., 2007 i 2012; 

Szafran i wsp., 2020; Santos-Beneit i wsp., 2017; Silber i wsp., 2020).  
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Ostatnim etapem cyklu Ũyciowego jest dojrzewanie zarodnik·w, kt·re otaczajŃ siň 

grubŃ ŜcianŃ kom·rkowŃ o ciemnym (zielonkawo-szarym u S. venezuelae) kolorze, kt·ry jest 

powiŃzany z biosyntezŃ barwnika poliketydowego (Flªrdh i wsp., 2009; Jakimowicz i wsp., 

2007 i 2012; Jones i wsp., 2017). Gdy spory sŃ juŨ w peğni uksztağtowane dochodzi do rozpadu 

ich ğaŒcucha na pojedyncze zarodniki. Zarodniki sŃ metabolicznie nieaktywne, dziňki czemu 

bardziej sŃ odporne na dziağanie czynnik·w zewnňtrznych i zdolne do przetrwania  

w niekorzystnych warunkach Ŝrodowiskowych (takie jak susza, wysoka temperatura czy 

dziağanie lizozymu) (Flªrdh i wsp., 2009; Jones i wsp., 2017; Wildermuth, 1970) (Rysunek 

2.6.). 

 

Rysunek 2.6. Cykl Ũyciowy Streptomyces. Zaznaczono DivIVA lokalizujŃce siň na wierzchoğach 

rosnŃcych strzňpek i FtsZ inicjujŃce podziağy kom·rkowe w grzybki wegetatywnej i powietrznej. Opis 

w tekŜcie (na podstawie Schlimpert i wsp., 2016). 

 

 

Przez ostatnie lata badania dotyczŃce r·Ũnicowana bakterii rodzaju Streptomyces prowadzone 

byğy gğ·wnie na S. coelicolor. Obecnie jednak coraz wiňcej badaŒ jest prowadzonych  

z wykorzystaniem gatunku modelowego S. venezuelae. S. venezuelae roŜnie znacznie szybciej 

i w spos·b rozproszony. Ponadto w przeciwieŒstwie do S. coelicolor,  S. venezuelae przechodzŃ 

peğny cykl Ũyciowy ğŃcznie ze sporulacjŃ w hodowli pğynnej a na podğoŨu stağym 90% 

pseudogrzybni ulega przeksztağceniu w spory, dziňki czemu moŨliwe jest uzyskanie 

jednorodnej populacji kom·rek (w przypadku S. coelicolor  tylko 5 - 10%) (Schlimpert i wsp., 
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2023; Glazebrook i in., 1990; Flªrdh i wsp., 2009; Chater 2016).Sporulacja w czasie hodowli 

w poŨywce pğynnej umoŨliwia zastosowanie kom·r mikroprzepğywowych, poğŃczonych  

z mikroskopem fluorescencyjnym, kt·re pozwalajŃ na monitorowanie r·Ũnicowania kom·rek 

S. venezuelae od etapu kieğkowania, aŨ do koŒcowego etapu sporulacji (Flªrdh i wsp., 2009; 

Schlimpert i wsp., 2016; Donczew i wsp., 2016; Bush i wsp., 2016 i 2019).  

 

2.6. Organizacja chromosomu Streptomyces 

 

Chromosom Streptomyces jest liniowy a jego organizacja jest zaleŨna od etapu cyklu 

kom·rkowego. ObecnoŜĺ duŨej liczby kopii chromosom·w w kom·rkach Streptomyces 

wymaga precyzyjnego i wydajnego procesu ich kondensacji oraz segregacji do 

jednogenomowych prespor podczas r·Ũnicowania strzňpek powietrznych w zarodniki. 

Podobnie jak u innych gatunk·w bakterii, chromosom Streptomyces jest organizowany przy 

udziale topoizomeraz, kondensyn i biağek NAP (Szafran i wsp., 2020). Za segregacjň 

chromosom·w u Streptomyces odpowiadajŃ biağka ParAB (Jakimowicz i wsp., 2005, 2006  

i 2007). Podczas zğoŨonego cykl Ũyciowego Streptomyces aktywnoŜĺ tych biağek ulega zmianie 

a ich wsp·ğdziağanie powoduje zmiany w architekturze chromosomu (Szafran i wsp., 2021).  

 

2.6.1. Budowa chromosomu Streptomyces 

 

W chromosomie S. venezuelae wyr·Ũnia siň trzy regiony: rdzeŒ (ang. core region) oraz 

domeny terminalne. W centralnej czňŜci 4,4 Mpz rdzenia zlokalizowany jest region oriC oraz 

geny konserwatywne ewolucyjnie dla Streptomyces. NiezaleŨne ufağdowane domeny 

terminalne LTD (ang. Left Terminal Domain) i RTD (ang. Right Terminal Domain)  

o dğugoŜci okoğo 1,5 ï 2 Mpz zawierajŃ geny mniej konserwatywne ewolucyjnie. Natomiast na 

koŒcach znajdujŃ siň regiony ter, kt·re w zaleŨnoŜci od cyklu Ũyciowego Streptomyces 

wykazujŃ r·ŨnŃ bliskoŜĺ przestrzennŃ (Szafran i wsp., 2021). Regiony ter zbudowane sŃ  

z odwr·conych powt·rzeŒ (TIR) o zmiennej dğugoŜci od kilkuset nukleotyd·w (S. avermitilis) 

aŨ do kilkuset tysiňcy nukleotyd·w (200 kpz u S. ambofaciensponad, 600 kpz u S. collinus), 

podczas gdy w S. venezuelae ustalono, Ũe obejmujŃ one okoğo 1,5 kpz (Omura i wsp., 2001; 

Leblond i wsp., 1996; R¿ckert i wsp., 2013; Gomez-Escribano i wsp., 2021). Sekwencje 

nukleotydowe TIR na og·ğ nie sŃ zachowane, charakterystyczne jest jednak wystňpowanie  

w poczŃtkowych 200 pz sekwencji palindromowych, kt·re tworzŃ telomerowe struktury 
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drugorzňdowe. Sekwencje te podczas kaŨdej rundy replikacji ulegajŃ czňŜciowemu skr·ceniu. 

Jednak dziňki wsp·ğpracy dw·ch biağek telomerowych TP (ang. Terminal Protein): Tap i Tpg 

ulegajŃ skutecznej odbudowie. Biağko Tpg pozostaje zwiŃzane do koŒc·w chromosomu 

chroniŃc je przed degradacjŃ przez egzonukleazy znajdujŃce siň w kom·rce, natomiast biağko 

Tap (ang. Telomere-associating protein) jest biağkiem wiŃŨŃcym siň do telomer·w. Co ciekawe 

eliminacja biağek TP w S. coelicolor i S. lividans powoduje zamkniňcie chromosomu, 

jednoczeŜnie nie wpğywajŃc na wzrost (Tidjani i wsp., 2020; Yang i wsp., 2001, 2002, 2013, 

2015 oraz 2017; Bao i Cohen 2003; Szafran i wsp., 2021).  

 

2.6.2. Zmiany organizacji chromosomu w czasie r·Ũnicowania 

 

Badania z uŨyciem mikroskopii fluorescencyjnej oraz technik FROS, (ang. Fluorescent 

Reporter Operator Systems), czy FISH (ang. Fluorescence In Situ Hybridization) umoŨliwiğy 

lokalizacjň region·w oriC oraz koŒc·w liniowego chromosomu (region·w ter), jak i Ŝledzenie 

lokalizacji segrosom·w. Dziňki dokonanym obserwacjŃ moŨliwe byğo zbadanie zmian  

w organizacji chromosom·w Streptomyces podczas cyklu Ũyciowego (Yang i wsp., 2001; 

Jakimowicz i wsp. 2005; Ruban-OŜmiağowska i wsp. 2006) (Rysunek 2.7.).  

Podczas kieğkowania spory, pierwszy chromosom jest translokowany do nowopowstağej 

strzňpki. CharakterystycznŃ cechŃ podczas wzrostu wegetatywnego Streptomyces jest 

zakotwiczenie oriC chromosomu apiklanegodo rosnŃcego wierzchoğka strzňpki tak, Ũe przez  

cağy wzrost pozostaje w stağej odlegğoŜci od wydğuŨajŃcego wierzchoğka strzňpki. Co wiňcej, 

badania wybarwionego nukleoidu i wyznakowanego biağka ParB oraz regionu oriC metodŃ 

FROS wykazağy, Ũe region oriC jest umieszczony na krawňdzi nukleoidu (Kois-Ostrowska  

i wsp., 2016). W przeciwieŒstwie do pierwszego precyzyjnie zlokalizowanego chromosomu 

wierzchoğkowego, pozostağe kopie chromosomu zajmujŃ wiňkszoŜĺ przestrzeni 

wewnŃtrzkom·rkowej i ich rozmieszczenie wydaje siň bardziej przypadkowe na co wskazujŃ 

losowo rozmieszczone skupiska biağka ParB-EGFP obserwowane u S. coelicolor. (Kwak  

i Kendrick 1996; Yang i wsp., 2001; Jakimowicz i wsp., 2005; Kois-Ostrowska i wsp., 2016). 

Opr·cz tego chromosomy nie sŃ od siebie wyraŦnie rozdzielone i pozostajŃ nieskondensowane. 

Podczas wzrostu powietrznego strzňpki szybko siň wydğuŨajŃ, r·wnoczeŜnie zachodzi 

intensywna replikacja DNA (Ruban-OŜmiağowska i wsp. 2006). Dojrzewaniu strzňpek 

sporogennych (powietrznych) towarzyszy globalna reorganizacja architektury chromosomu, od 

nieskondensowanego do wysoce skompaktowanego oraz synchroniczne podziağy kom·rki.  
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W ten spos·b tworzŃ siň ğaŒcuchy jednogenomowych prespor, kt·re po procesie dojrzewania 

mogŃ rozpaŜĺ siň na pojedyncze zarodniki (Jakimowicz i wsp., 2005, Ditkowski  

i wsp., 2013; Donczew i wsp., 2016) (Rysunek 2.7.).  

 

 

Rysunek 2.7. Cykl rozwojowy bakterii z rodzaju Streptomyces. Rysunek przedstawia schematycznie 

kolejne kroki cyklu rozwojowego bakterii z rodzaju Streptomyces od wykieğkowania zarodnika (A) do 

momentu uwolnienia zarodnik·w z ğaŒcucha zarodnik·w (F) (opis w tekŜcie). Chromosom oznaczono 

kolorem niebieskim, (na podstawie Szafran i wsp., 2020).  

 

 

W ostatnich latach stosujŃc metodň przechwytywania konformacji chromosomu (Hi-C), 

zbadano organizacjň chromosom·w S. venezuelae (Szafran i wsp., 2021) oraz S. ambofaciens 

(Lioy i wsp., 2021). Potwierdzono, Ũe podczas cyklu Ũyciowego liniowy chromosom  

S. venezuelae przechodzi dynamicznŃ reorganizacjň. W p·Ŧnej fazie wzrostu wegetatywnego, 

chromosom przyjmuje tak zwanŃ ĂotwartŃò konformacje, w kt·rej nie dochodzi do bliskich 

kontakt·w miňdzy ramionami chromosomu. W momencie rozpoczňcia sporulacji zwiňkszajŃ 

siň kontakty pomiňdzy ramionami chromosomu w obszarze rdzenia chromosomu (kohezja 

ramion). ZbliŨanie siň ramion nastňpuje stopniowo, aŨ do osiŃgniňcia maksymalnego zbliŨenia 
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w momencie podziağu kom·rkowego (utworzenia pierŜcieni Z) oraz podczas tworzenia spor. 

Domeny koŒcowe LTD i RTD pozostajŃ niezaleŨnie ufaldowne, ale oba koŒce chromosom·w 

uğoŨone sŃ blisko siebie (Szafran i wsp., 2021) (Rysunek 2.8.).  

 

2.6.3. Biağka organizujŃce chromosom Streptomyces 

 

Dotychczasowe badania pokazujŃ, Ũe u Streptomyces zar·wno ParB, jak i SMC sŃ 

niezbňdne do segregacji chromosom·w i ich organizacji przestrzennej. Co wiňcej, do 

kondensacji chromosom·w podczas sporulacji przyczyniajŃ siň biağka NAP (np. HupS, IHF) 

(Kois i wsp., 2009; Dedrik i wsp., 2009; Szafran i wsp., 2021) (Rysunek 2.8.).ObecnoŜĺ duŨej 

liczby chromosom·w u Streptomyces wymaga precyzyjnego i wydajnego procesu ich 

kondensacji oraz segregacji do jednogenomowych prespor podczas r·Ũnicowania strzňpek 

sporogennych w zarodniki. KluczowŃ rolň odgrywajŃ tutaj biağka ParAB oraz kondensyna 

SMC (Szafran i wsp., 2020; Kois i wsp., 2009; Dedrick i wsp., 2009; Jakimowicz i wsp., 2007; 

Kim i wsp., 2000). U S. coelicolor chromosomalne homologi gen·w parA i parB sŃ 

zorganizowane w jeden operon, kt·rego aktywnoŜĺ transkrypcyjnŃ kontrolujŃ dwa promotory. 

Konstytutywny promotor parABp1, warunkuje ekspresjň gen·w parAB w pseudogrzybni 

wegetatywnej oraz parABp2, kt·ry jest aktywny w pseudogrzybni powietrznej (Jakimowicz  

i wsp., 2006, Kim i wsp., 2000). Geny parAB u S. coelicolor nie sŃ niezbňdne do przeŨycia. 

Jednak usuniňcie biağek ParA lub ParB u S. coelicolor powoduje zwiňkszonŃ czňstoŜĺ 

powstawania zarodnik·w o zmienionej wielkoŜci i z zaburzeniami segregacji chromosom·w, 

objawiajŃcymi siň zwiňkszonym odsetkiem zarodnik·w pozbawionych DNA. U S. coelicolor 

w przypadku delecji parA odnotowano 26% zarodnik·w bez DNA natomiast w przypadku 

mutanta parB 17%. Delecja parAB skutkuje takŨe zaburzeniami poğoŨenia przegr·d 

podziağowych w tworzŃcym siň ğaŒcuchu zarodnik·w prowadzŃc do powstania tak zwanych 

minikompartmen·w (prespor o dğugoŜci poniŨej 0,7 Õm, podczas gdy Ŝrednia dğugoŜĺ 

kompartment·w w szczepie dzikim wynosi 1,4 Ñ 0,1 Õm). W szczepie pozbawionym parA 

minikompartmeny stanowŃ 16% prespor w szczepie z delecjŃ parB 10% (Jakimowicz i wsp., 

2007; Kim i wsp., 2000).  

Podobnie jak u innych bakterii biağko ParB wiŃŨe siň swoiŜcie do palindromowych, 16-

nukleotydowych sekwencji parS zlokalizowanych w pobliŨu oriC. W chromosomie  

S. coelicolor zidentyfikowano 24 takich sekwencji, natomiast u S. venezuelae 16 (Jakimowicz 

i wsp., 2002). Za pomocŃ analizy mikroskopowej ParB-EGFP zobrazowano, nieregularnie 
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rozmieszczone skupiska ParB-EGFP wzdğuŨ strzňpek podczas wzrostu wegetatywnego  

S. coelicolor. Skupiska te r·ŨniŃ siň intensywnoŜciŃ, jednak wyraŦny kompleks ParB zawsze 

wystňpuje w stağej odlegğoŜci od wierzchoğka strzňpki (okoğo 1,4 Ñ 0,3 Õm).  

Natomiast w strzňpkach pseudogrzybni sporogennej ParB tworzy szereg regularnie 

rozmieszczonych skupisk, kt·re nie sŃ juŨ widoczne w zarodnikach. OdlegğoŜci pomiňdzy 

skupiskami sŃ stağe i wynoszŃ okoğo 1,3 Ñ 0,3 Õm, co odpowiada odlegğoŜciom pomiňdzy 

przegrodami w presporach (1,3 Ñ 0,2 Õm) (Jakimowicz i wsp., 2005).Wykazano, Ũe  

u S. coelicolor ParB-EGFP kolokalizuje siň z regionem oriC w trakcie wzrostu pseudogrzybni 

wegetatywnej. Co wiňcej pokazano istototnŃ rolŃ wierzchoğkowego kompleksu biağka ParB 

oddziağujŃcego z ParA, w zakotwiczeniu oriC chromosomu poğoŨonego przy wierzchoğku 

strzňpki do bieguna. Zakotwiczanie oriC umoŨliwia efektywne wydğuŨanie i rozgağňzianie siň 

kom·rki (Ditkowski i wsp., 2013; Kois-Ostrowska i wsp., 2016). Ze wzglňdu na ograniczenia 

wzrostowe S. coelicolor i techniczne metody, obserwacje ParB oraz oriC byğy prowadzone 

jedynie na poczŃtkowym etapie cyklu Ũyciowego S. coelicolor (Kois-Ostrowska i wsp., 2016). 

Co ciekawe pod nieobecnoŜĺ ParA kompleksy ParB sŃ rozproszone i mniej intensywne. 

Ponadto analiza typu ChlP-seq wykazağa, Ũe biağko ParA wspomaga tworzenie segrosomu 

(Donczew i wsp., 2016; Jakimowicz i wsp., 2007b). R·wnieŨ w szczepie S. coelicolor 

pozbawionym genu smc biağko ParB-EGFP tworzy mniejsze kompleksy (intensywnoŜĺ 

fluorescencji skupisk ParB wynosi okoğo 70% w por·wnaniu do typu dzikiego). Wyniki 

wskazujŃ, Ũe biağko SMC r·wnieŨ moŨe wpğywaĺ na prawidğowe formowanie segrosom·w 

(Kois i wsp., 2009). Biağko SMC u S. coelicolor jest zaangaŨowane w proces segregacji oraz 

kondensacji chromosomu. Delecja genu smc u S. coelicolor skutkuje powstaniem 7,5% prespor 

pozbawionych DNA oraz 4,3% minikompartment·w. Natomiast usuniňcie dw·ch gen·w smc 

oraz parB skutkuje powstaniem aŨ 24,5 % prespor pozbawionych DNA (Kois i wsp., 2009; 

Dedrick i wsp., 2009). U S. venezuelae pokazano, Ũe delecja genu smc powoduje zwiňkszenie 

powierzchni nukleoidu, co jest efektem zaburzeŒ kondensacji chromosomu. KonsekwencjŃ 

zaburzeŒ kondensacji nukleoidu jest zwiňkszenie rozmiaru zarodnik·w (Szafran i wsp., 2021) 

(Mağecki prac doktorska 2021). Wykazano, Ũe SMC wpğywa na kontakty miňdzy ramionami 

chromosom·w (Szafran i wsp., 2021). 
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Rysunek 2.8. Model przestrzennej reorganizacji chromosomu S. venezuelae podczas sporulacji 

obrazujŃcy wpğyw biağka ParB (zielony), SMC (pomaraŒczowy) oraz HupS (niebieski) na 

organizacjň ramion chromosomu i domen koŒcowych (TLD i RTD). Niebieskie linie wskazujŃ 

kontakty wewnŃtrz chromosomowe, region oriC jest oznaczony Ũ·ğtŃ kropkŃ (na podstawie Szafran  

i wsp., 2021). 
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3. Cel pracy 

 

Streptomyces charakteryzujŃ siň zğoŨonym cyklem Ũyciowym obejmujŃcym wzrost 

wegetatywny w postaci wielogenomowych strzňpek i sporulacjň, czyli wytworzenie 

jednogenomowych zarodnik·w. Podczas sporulacji zachodzi segregacja chromosom·w  

z udziağem systemu ParABS oraz kondensacja za pomocŃ biağka SMC (Jakimowicz i wsp., 

2007; Szafran i wsp., 2020 oraz 2021). Przeprowadzone wczeŜniej badania pozwoliğy okreŜliĺ 

rolň i lokalizacjň biağek segregacyjnych ParAB w trakcie cyklu Ũyciowego Streptomyces 

coelicolor, jednak ze wzglňdu na ograniczenia tego gatunku nie byğo moŨliwe Ŝledzenie 

dynamiki kompleks·w ParB podczas sporulacji. Co wiňcej za pomocŃ analiz kontakt·w 

miňdzychromosomowych (HiC) pokazano, jak zmienia siň organizacja chromosomu 

Streptomyces podczas sporulacji i jakŃ rolň w tym procesie peğni SMC (Szafran i wsp., 2021). 

Nie badano jednak do tej pory, jak SMC wpğywa na organizacjň chromosomu a zwğaszcza 

lokalizacjň regionu oriC na wczesnych etapach wzrostu. 

Dla kilku gatunk·w bakterii udowodnione, Ũe biağko ParB rekrutuje SMC (Bock i wsp., 

2022; Sullivan i wsp., 2009,). Do tej pory jednak dla Ũadnego gatunku bakterii nie zbadano, czy 

i jak biağko SMC wpğywa na kompleksy biağka ParB.  

W celu odpowiedzenia na pytanie, w jaki spos·b SMC wsp·ğdziağa z biağkiem ParB 

oraz jaka jest rola SMC w organizacji chromosomu Streptomyces venezuelae podczas sporulacji 

i kieğkowania zarodnik·w podjňto siň realizacji nastňpujŃcych zadaŒ badawczych:  

Å Analiza wpğywu ParB na oddziağywanie biağka SMC z DNA Streptomyces, 

Å Zbadanie wpğywu SMC na pozycjonowanie i dynamikň kompleks·w ParB podczas 

wzrostu wegetatywnego i sporulacji S. venezuelae, 

Å OkreŜlenie wpğywu SMC na organizacjň chromosomu i poğoŨenie oriC podczas 

kieğkowania zarodnik·w S. venezuelae. 

 

W badaniach wykorzystano gatunek S. venezuelae, kt·ry w odr·Ũnieniu od S. coelicolor 

wykazuje zdolnoŜĺ do sporulacji zar·wno na podğoŨu stağym, jak i w hodowli pğynnej. Dziňki 

temu moŨliwe byğo zastosowanie analiz przyŨyciowych do badania cağoŜci cyklu rozwojowego 

tej bakterii ï od momentu kieğkowania zarodnik·w do wytworzenia nowych spor. Podczas 

badaŒ prowadzono analizy in vivo z wykorzystaniem zmutowanych szczep·w S. venezuelae, 

uzupeğnione badaniami in vitro z wykorzystaniem oczyszczonego biağka ParB oraz SMC. 
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4. Materiağy i metody 

 

4.1. Konstrukty i szczepy bakteryjne 

 

W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykorzystywano konstrukty genetyczne oraz 

szczepy opisane w poniŨszych tabelach: Tabela 4.1. oraz Tabela 4.2.. 

 

Tabela 4.1. Plazmidy i kosmidy wykorzystywane w pracy

Plazmid/Kosmid 

 

Charakterystyka ťr·dğo 

pSS170 

Pochodna integracyjnego plazmidu pMS82 

(Gregory i wsp., 2003), ze zmodyfikowanym 

miejscem MCS, miejsce integracji - 

attBūBT1, HygR, ori pBR322, oriT (RP4) 

Dziňki uprzejmoŜci 

dr S. Schlimpert, John 

Innes Centre, 

Norwich, Wielka 

Brytania (Szafran  

i wsp., 2021) 

pSS170 halotag 

 

Pochodna pSS170, zawiera gen halotag, 

miejsce integracji - attBūBT1, HygR, ori 

pBR322, oriT (RP4) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Zarek A. praca 

magisterska 2020) 

pSS170 perm halotag 

 

Pochodna pSS170, zawiera gen halotag pod 

kontrolŃ promtora perm, miejsce integracji - 

attBūBT1, HygR, ori pBR322, oriT (RP4) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Zarek A. praca 

magisterska 2020; 

Duğawa-Kobeluszczyk 

i wsp., 2024) 

pSS172 mcherry 

Pochodna pSS170 zawiera gen mcherry, 

miejsce integracji - attBūBT1, HygR, ori 

pBR322, oriT (RP4) 

Dziňki uprzejmoŜci 

dr S. Schlimpert, John 

Innes Centre, 

Norwich, Wielka 

Brytania 

(niepublikowane) 

pKF351-apra 

(pKF351 pnatftsZ-

ypet) 

Pochodna integracyjnego plazmidu pIJ6902, 

miejsce integracji - attBūC31, zawierajŃca gen 

ftsZ-ypet pod kontrolŃ natywnego promotora ï 

pftsZ AprR 

Dziňki uprzejmoŜci 

prof. K. Flªrdhôa 

(Donczew i wsp., 

2016) 

pTC-28S15-0X 

psmyctetRrevpmyc1topA 

Plazmid nieintegracyjny, zawierajacy gen topA 

M. smegmatis pod kontrolŃ promotra ptcp830, 

gen tetRrev kodujŃcy odwrotny represor 

TetRrev pod kontrolŃ promotra pmyc (Klotzsche 

i wsp., 

2009), KanR, ori pBR322, 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Szafran i wsp., 2018, 

Skut P. praca 

doktorska) 
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pCRISPR ptcp 

RBStopA 

Modyfikacja pCRISPR (Cobb i wsp., 2015), 

plazmid nieintegracyjny, zawierajŃcy gen 

sgRNA pod kontrolŃ promotora perm, gen dcas9 

pod kontrolŃ promotora ptcp, ApmR, ori 

pBR322, oriT (RP4) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Gongerowska-Jac M.,  

nieopublikowane) 

pBSK parS 

Plazmid zawierajŃcy fragment (365 pb) 

promotora pparAB z S. coelicolor zawierajŃcy 

pojedyncze miejsce parS 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Jakimowicz D., 

nieopublikowane) 

pBSK parSMut 

Plazmid zawierajŃcy fragment (365 pb) 

promotora pparAB z S. coelicolor zawierajŃcy 

zmutowane miejsce parS 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Jakimowicz D., 

nieopublikowane) 

pBAD mvenus 
Plazmid nieintegracyjny, zawierajacy gen 

mvenus, 6xHis, T7-tag, ApmR, ori pBR322, 
(Nagai i wsp., 2002) 

pLAU44 

Plazmid nieintegracyjny, zawierajacy 

tandemowo uğoŨone kosety operatora tetO, 

GmR, ApmR, ori pBR322, 

(Lau i wsp., 2003) 

pOJ260 

Plazmid nieintegracyjny, niereplikujacy siň w 

Streptomyces KanR, ApmR, ori pBR322, oriT 

(RP4) 

(Kieser i wsp., 2000) 

kosmid Sv-4-A09 

Kosmid zawierajŃcy fragment chromosomu S. 

venezuelae obejmujŃcy geny parA 

(vnz_18010) i parB (vnz_18015) w wektorze 

SuperCos-1, AmpR i KanR 

http://streptomyces.org.uk/ 

John Innes Centre, 

Norwich, Wielka 

Brytania 

kosmid Sv-4-A09 

ȹparB :: apra 

Kosmid Sv-4-A09, w kt·rym gen parB zostağ 

wymieniony na kasetň apr-oriT-FRT, AprR; 

SuperCos-1: AmpR i KanR 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew i wsp., 

2016.) 

Sv-4-A09 ȹparAB :: 

apra 

 

Kosmid Sv-4-A09, w kt·rym geny parAB 

zostağy wymienione na kasetň apr-oriT-FRT, 

AprR; SuperCos-1: AmpR i KanR 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew i wsp., 

2016.) 

kosmid Sv-5-B09 

Kosmid zawierajŃcy fragment chromosomu S. 

venezuelae obejmujŃcy gen vnz_18215 w 

wektorzeSuperCos-1 AmpR, KanR 

John Innes Centre, 

Norwich, Wielka 

Brytania 

kosmid Sv-3-G09 

Kosmid zawierajŃcy fragment chromosomu S. 

venezuelae obejmujŃcy gen vnz_18495 w 

wektorze SuperCos-1. AmpR, KanR 

John Innes Centre, 

Norwich, Wielka 

Brytania 

kosmid Sv-4-E11 

 

Kosmid zawierajŃcy fragment chromosomu S. 

venezuelae obejmujŃcy gen vnz_19695 w 

wektorze SuperCos-1. AmpR, KanR 

John Innes Centre, 

Norwich, Wielka 

Brytania 
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pSS170 ptcp
halotag 

(pK01) 

Pochodna integracyjnego plazmidu pSS170 

zawiera gen halotag pod kontrolŃ promotora 

ptcp830, miejsce integracji - attBūBT1, HygR, 

ori pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pSS170 

ptcpRBS
halotag 

(pK02) 

Pochodna integracyjnego plazmidu pSS170 

zawiera gen halotag pod kontrolŃ promotora 

ptcp830 z dodatkowŃ sekwencjŃ RBStopA przed 

genem halotag, miejsce integracji - attBūBT1, 

HygR, ori pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pSS170 pRtcphalotag 

(pKP03) 

Pochodna integracyjnego plazmidu 

pSS170ptcprbs
halotag zawiera gen halotag pod 

kontrolŃ promotora ptcp830, gen kodujŃcy 

odwrotny represor TetRrev oraz dodatkowŃ 

sekwencjŃ RBStopA przed genem halotag, 

miejsce integracji - attBūBT1, HygR, ori 

pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pSS170 pnatparAB- 

halotag 

(pKP05) 

Pochodna integracyjnego plazmidu pSS170, 

zawiera operon parAB S. venezuelae z parB w 

fuzji z genem halotag pod kontrolŃ promotora 

natywnego parAB, miejsce integracji - 

attBūBT1, HygR, ori pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pSS170
 pRtcp

parB- 

halotag 

(pKP08) 

Pochodna integracyjnego plazmidu pSS170 

pRtcphalotag, zawiera gen parB-halotag pod 

kontrolŃ promotora ptcp830, gen kodujŃcy 

odwrotny represor TetRrev oraz dodatkowŃ 

sekwencjň RBStopA - attBūBT1, Hyg
R, ori 

pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pOJ260 52 

Pochodna pOJ260 zawiera 1721 nt fragment 

obejmujŃcy gen vnz_18215 S. venezuelae, 

KanR, ApmR, ori pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pOJ260 112 

Pochodna pOJ260 zawiera 1821 nt fragment 

obejmujŃcy gen vnz_18495 S. venezuelae, 

KanR, ApmR, ori pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pOJ260 353 

Pochodna pOJ260, zawiera 1275 nt fragment 

obejmujŃcy gen vnz_19695 S. venezuelae, 

KanR, ApmR, ori pBR322, oriT (RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pOJ260 FROS-52 

(pK12) 

Pochodna pOJ260-52, zawiera gen tetR-

mvenus pod kontrolŃ promotora pS14, 49 

tandemowo uğoŨonych kaset operatora tetO 

oraz fragment obejmujŃcy gen vnz_18215 S. 

venezuelae, KanR, ApmR, ori pBR322, oriT 

(RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

pOJ260 FROS-112 

(pK13) 

Pochodna pOJ260-112, zawiera gen tetR-

mvenus pod kontrolŃ promotora pS14, 49 

tandemowo uğoŨonych kaset operatora tetO 

oraz fragment obejmujŃcy gen vnz_18495 S. 

Niniejsza praca 

doktorska 
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venezuelae, KanR, ApmR, ori pBR322, oriT 

(RP4) 

pOJ260 FROS-353 

(pK14) 

Pochodna pOJ260-353, zawiera gen tetR-

mvenus pod kontrolŃ promotora pS14, 49 

tandemowo uğoŨonych kaset operatora tetO 

oraz fragment obejmujŃcy gen vnz_19695 S. 

venezuelae, KanR, ApmR ori pBR322, oriT 

(RP4) 

Niniejsza praca 

doktorska 

 

 

Tabela 4.2. Szczepy bakteryjne wykorzystywane w pracy 

Plazmid/Kosmid Charakterystyka ťr·dğo 

E. coli 

DH5Ŭ 

F-, ū80dlacZM15, recA1, endA1, gyrA96, 

thi-1,hsdR17, (rk-, mk+), supE44, relA1, 

deoR, (lacZYAargF) U169 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii  

Molekularnej, UWr 

(Woodcock i wsp., 

1989) 

ET12567 / pUZ8002 

Szczep E. coli ET12567: dam13::TN9, dcm6, 

hsdM, hsdR, recF134, zjj201::TN10, galK2, 

galT22, ara14, lacY1, xyl5, leuB6, thi1, 

tonA31, rpsL136, hisG4, tsx78, mtli, glnV44, 

F-, (CmlR ).  

Plazmid pUZ8002: tra, KanR,RP4 23 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr, 

(Kieser i wsp., 

2000) 

S. venezuelae 

WT 

Szczep typu dzikiego Streptomyces 

venezuelae w bazie NRRL culture collection 

zdeponowany pod numerem NRRL B-65442, 

genom NZ_CP018074.1 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Bibb i wsp., 

2012) 

TM010 (ȹsmc) NRRL B-65442, ȹsmc :: scar 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Szafran i wsp., 2021, 

Mağecki T. praca 

doktorska 2021) 

TM017 ( flag-smc) 
NRRL B-65442, flag-smc 

(HygR) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Szafran i wsp., 2021, 

Mağecki T. praca 

doktorska 2021) 

TM019 (ȹsmc, smc-

flag) 

TM010 attBūBT1 :: pMS83-smc-flag, 

(HygR) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Szafran i wsp., 2021, 

46:33825



47 
 

Mağecki T. praca 

doktorska 2021) 

TM004 (ȹsmc, 

ftsZ-ypet) 

 

TM010 attBūC31 :: pKF351 ftsZ-ypet (AprR) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Szafran i wsp., 2021, 

Mağecki T. praca 

doktorska 2021) 

MD002 (ȹparB) NRRL B-65442, ȹparB :: apra (AprR ) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew i wsp., 

2016) 

MD020 (ȹparB) NRRL B-65442, ȹparB :: scar 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew i wsp., 

2016) 

MD030 (ȹparAB) NRRL B-65442, ȹparAB :: scar 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew i wsp., 

2016) 

MD010 (ȹparA) NRRL B-65442, ȹparA :: scar 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew i wsp., 

2016) 

MD100 (ftsZ-ypet) 
NRRL B-65442 attBūC31 :: pKF351-apra, 

(AprR) 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew i wsp., 

2016) 

MD070 (dnaN-egfp) NRRL B-65442, dnaN-egfp 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Donczew M., 

niepublikowane) 

KPAG01 (ȹsmc, 

dnaN-egfp) 
TM010, dnaN-egfp 

Zasoby Zakğadu 

Mikrobiologii 

Molekularnej, UWr 

(Grelska A. praca 

magisterska, 

niepublikowane) 

KP4F4 (ȹparB, smc-

FLAG) 
TM017, ȹparB :: apra (HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

(Szafran i wsp., 2021) 
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KP001 (WT, 

ptcphalotag) 

NRRL B-65442 attBűBT1 :: pSS170
 

ptcp
halotag(HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP002 (WT, 

ptcpRBShalotag) 

NRRL B-65442 attBűBT1 :: pSS170 

ptcpRBS
halotag (HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP003 (WT, 

pRtcphalotag) 

NRRL B-65442 attBűBT1 :: pSS170
 

pRtcp
halotag (HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP004 (ȹsmc, 

ȹparAB) 
TM010, ȹparAB :: apra (AprR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP020 (ȹsmc, ȹparB) TM010, ȹparB :: apra (AprR) 
Niniejsza praca 

doktorska 

KP005 (WT, 

pnatparAB-halotag) 

NRRL B-65442 attBűBT1 :: pSS170 

pnat
parAB-halotag

 
(HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP006 (æparAB, 

pnatparAB-halotag) 

MD030 attBűBT1 :: pSS170 pnat
parAB- 

halotag
 
(HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP007 (ȹsmc, 

ȹparAB, pnatparAB-

halotag) 

KP004 attBűBT1 :: pSS170 pnat
parAB- 

halotag
 
(AprR, HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP008 (WT, 

pRtcpparB-halotag) 

NRRL B-65442 attBűBT1 :: pSS170 

pRtcp
parB-halotag

 
(HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP009 (æparB, 

pRtcpparB-halotag) 

MD020 attBűBT1 :: pSS170 pRtcp
 parB- 

halotag (HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP010 (æparB, 

pRtcpparB-halotag) 

MD002 attBűBT1 :: pSS170 pRtcp
 parB- 

halotag
 
(AprR HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP011 (æparB, 

pRtcpparB-halotag, 

pnatftsZ-ypet) 

KP009 attBűC31 :: pKF351 pnat -ftsZ-ypet 

attBűBT1 :: pSS170 pRtcp
 parB- 

halotag
 
(AprR, HygR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP012 (WT, FROS-

52) 
NRRL B-65442 pOJ260-FROS-52 (AprR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP013 (WT, FROS-

112) 
NRRL B-65442 pOJ260-FROS-112 (AprR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP014 (WT, FROS-

353) 
NRRL B-65442 pOJ260-FROS-353 (AprR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP015 (ȹsmc, FROS-

52) 
TM010 pOJ260-FROS-52 (AprR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP016 (ȹsmc, FROS-

112) 
TM010 pOJ260-FROS-112 (AprR) 

Niniejsza praca 

doktorska 

KP017 (ȹsmc, FROS-

353) 
TM010 pOJ260-FROS-353 (AprR) 

Niniejsza praca 

doktorska 
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4.2. Oligonukleotydy 

 

W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykorzystywano oligonukleotydy (synteza 

oligonukleotyd·w Genomed, Polska) opisane w Tabeli 4.3.. 

 

Tabela 4.3. Oligonukleotydy wykorzystywane w pracy

Starter Sekwencja 5ô Ą 3ô Zastosowanie 

KP_35Fw 
TATCAAGCTTAGATTCTCTCATATGTA

CGCCTTGACCTTGATGAGGC 

Klonowanie (NdeI/XmaJI) 

promotora pS14, genu tetR oraz 

promotora ptcp do wektora 

pSS170 halotag 
KP_35Rv 

GATCCATCGTTATTCCTAGGCATCGAT

CGCCTCCGACGTACGCCCAATAT 

KP_36Rv 
GGATCCATCGTTATTCCTAGGCATCGA

TCGTCGCTCTTCTCTCCGGATC 

Klonowanie (NdeI/XmaJI) 

genu tetR, promotora ptcp oraz 

sekwencji RBS do wektora 

pSS170 halotag promotora 

pS14, 

KP_38Fw 
GTACCGCGGATCGTGCTCATGTTCTCT

CCCTTGAATTCTAAT 

Amplifikacja promotora pS14 

KP_38Rv 

TCGATGATCATATGAGAGAATCTAAG

CTTTACGTAGACCTACGCCTTGACCTT

G 

KP_39Fw 

ATATGATCATCGATTCGCGACTTAAGC

CTAGGCCACCTGACCGCACGCCCGCA

A 

Klonowanie (XmaJI) 

promotora ptcp i sekwencjiRBS 

do wektora pSS170 halotag 
KP_39Rv 

TCGGATCCATCGTTATTCCTAGGCATA

TGTCGCTCTTCTCTCCGGGAT 

KP_37Fw 
AAGGGGATGATAAGTTTATCAAGCTT

CCATGGTCATTAGGAGCCGCTCT 
Amplifikacja genu tetRrv 

KP_37Rv 
TTAGAATTCAAGGGAGAGAACATGAG

CACGATCCGCGGTAC 

KP_38.2Rv 
TCATATGAGAGAATCTAAGCTTTACGT

AGACCTACGCCTTGAC 

Klonowanie (HindIII) 

ptcphalotag genu tetRrv  

i promotora pS14 do wektora 

pSS170 

KP_66Fw 
GATTCGCGACTTAAGCATTCTAGAGG

GGATCGTCGATCCGCTCTCC 

Klonowanie (XmaJI) 

promotora pparAB oraz genu 

parA i parB do wektora 

pSS170 halotag 
KP_43Rv 

TCGGATCCATCGTTATTCCTAGGCATC

TCGAGGCCCTCGGCGTCCTCGGCGTT 

KP_37BHT

Rv 

GCTCACTCAACTGGATCCCCTCCTGTC

GCTCTTCTCTCCGGGATA 

Klonowanie (XmaJI) genu 

tetRrv, promotora pS14, 

promotora ptcp i sekwencji 

RBS do wektora pSS170 

halotag 
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KP_43BHTF

w 

TATCCCGGAGAGAAGAGCGACATGGA

GGGGATCCAGTGAGTGAGCGA 

Klonowanie (XmaJI) genu 

parB do wektora pSS170 

halotag 

KP_71Fw 
TTAAGCCTAGGTGTACATCTCACGCGT

CGCCTTGACCTTGATGAGGCGGC Klonowanie (HindIII) 

promotora pS14 i genu tetR do 

wektora pOJ260 52 KP_71Rv 

CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACGGATCC

ATCGTTATTCCTAGGCATCTCGAGGCC

GCTTTCGCACTTTAGCT 

KP_72Fw 

AGCTAAAGTGCGAAAGCGGCCTCGAG

ATGCCTAGGAATAACGATGGATCCGT

GAGCAAGGGCGAGGAGCTG 

Klonowanie (HindIII) 

fragmentu kodujŃcego 

sekwencje linkera oraz genu 

mvenus do wektora pOJ260 52 KP_72Rv 
ACGCTCACTGGTACCTTAATTAACACG

CGTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 

KP_73Fw 

TGTACAAGTAAACGCGTGTTAATTAA

GGTACCGAGGCTCTAGCATGGAGTCT

GAT 

Klonowanie (HindIII) 

fragmentu zawierajŃcego 

kasetň operatora tetO49 do 

wektor·w pOJ260 52 / 112 / 

353 
KP_81Rv 

ATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAC

CATGCCTGCTAGAGTGGCTT 

KP_74Fw 
GATCCGCGGCCGCGCGCGATATCGGC

TGGCACAAGGGGTACGTCCA 
Klonowanie (EcoRI) 

fragmentu obejmujŃcego gen 

vnz_18215 do wektora pOJ260 KP_74Rv 
AAACAGCTATGACATGATTACGATGG

CGCCTTCGCCGGCGGGGGTCAGTCC 

KP_75Fw 
ATCCGCGGCCGCGCGCGATATCGGAG

CCTTAGTTGGTCCGGATTGC 
Klonowanie (EcoRI fragmentu 

obejmujŃcego gen vnz_18495) 

do wektora pOJ260 KP_75Rv 
GAAACAGCTATGACATGATTACGAGC

CCACCGGAGCTTCCGCCCCTT 

KP_76Fw 
TCCGCGGCCGCGCGCGATATCGATCG

ACAAGGTCTACAACGCGGGC 
Klonowanie (EcoRI) 

fragmentu obejmujŃcego gen 

vnz_19695 do wektora pOJ260 KP_76Rv 
AAACAGCTATGACATGATTACGGGCT

CCACCTGCGGTTTCGTCCA 

KP_69Rv 
CTCACTGGTACCTTAATTAACTCGAGT

TATAATCGCTCTTCTCTCCGGGATA 

Klonowanie (HindIII/XhoI) 

genu tetRrv, promotora pS14, 

promotora ptcp i sekwencji 

RBS do wektora 

pSS170 halotag 

pSSseq_Fw 

 
AGGATCTTCACCTAGATCCTTTTGGT Amplifikacja fragmentu 

potwierdzajŃcego klonowanie 

insertu do plazmidu pSS170 
pSSseq_Rv 

 
GCCAGTGGTATTTATGTCAACACCGC 

pOJ260seq_ 

Fw 
GGTTTTCCCAGTCACGACGTTG Amplifikacja fragmentu 

potwierdzajŃcego klonowanie 

insertu do plazmidu pOJ260 
pOJ260seq_

Rv 
GTGGAATTGTGAGCGGATAACAA 

pSv_parABk

ont3_Fw 
CCCGCGAGATCGCCCTG 

Weryfikacja poprawnoŜci 

delecji 
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pSv_parABk

ont4_Rv 
ATCCAGGCCTCCTTCTCCA 

gen·w parA i/lub parB 

gyr2_Fw ACAGGAAGGTCAGCAGCAG 

Amplifikacja fragmentu 

chromosomu S. venezuelae  

3 958 240 ï 3 958 322  

(w pobliŨu rgionu oriC), 

wykorzystywanego do analizy 

iloŜciowej marker·w replikacji 

gyr2_Rv GCTCCGCTATCACAAGATCA 

arg3_Fw CACCTGCGGATCTACAAGC 

Amplifikacja fragmentu 

chromosomu S. venezuelae  

1 320 274 ï 1 320 351  

(w pobliŨu koŒca prawego 

ramienia chromosomu), 

wykorzystywanego do analizy 

iloŜciowej marker·w replikacji 

arg3_Rv CCACTCCGACATCTCCTTG 

KP_98Fw CTGTGCGCAGGGTTTCACTT 
Aplifikacja fragmentu 

chromosomu S. venezuelae 

3 987 860 ï 3 987 962 KP_98Rv TGCACGACAACGATTCTGGA 

KP_100Fw ATTGTCCCCACGGGACTTGT 
Amplifikacja fragmentu 

chromosomu S. venezuelae  

4 060 172 ï 4 060 241 KP_100Rv CGGCCAACTTCCCTCGTACT 

 

4.3. Materiağy i metody laboratoryjne  

 

Materiağy laboratoryjne 

W ramach niniejszej pracy Doktorskiej uŨywano nastňpujŃcych odczynik·w  

i materiağ·w* :  

ω Zestawy do izolacji plazmidowego DNA (Miniprep Kit, Midiprep Kit) oraz 

chromosomalnego DNA (Genomic Mini) (Thermo Scientific oraz A&A Biotechnology), 

ω Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych (trawieniu enzymami 

restrykcyjnymi, amplifikacji DNA poprzez ğaŒcuchowŃ reakcjň polimerazy (PCR)) - Clean-

up kit (A&A Biotechnology) oraz zestaw do oczyszczania DNA z Ũelu agarozowego  

- GelOut (A&A Biotechnology) lub Gel ME Mini Kit (Syngen), 

ω Zestaw do pomiaru stňŨenia dwuniciowego DNA (dsDNA) - Qubit dsDNA Quantification 

Assay Kits (Nr kat. Q32851; Thermo Scientific),  

ω Zestaw do detekcji sygnağu Western blotting metodŃ chemiluminescencyjnŃ  

- SuperSignalÊ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), 
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ω Zestaw do testu hydrolizy ATP/GTP/CTP ï ATPase / GTPase Activity Assay Kit (Nr kat. 

MAK113-1KT; Sigma-Aldrich), 

ω Markery mas czŃsteczkowych DNA: Lambda/Pst I - zakres: 150-14 057 pz; DNA 1 - 

zakres: 100 - 1 000 pz (A&A Biotechnology), markery mas czŃsteczkowych biağek: 

Unstained Protein Ladder, PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific),  

ω Enzymy uŨywane do modyfikacji i powielania DNA : ligaza T4 NewEngland Biolabs 

(USA), Gibson Assembly Master Mix (2x) (Invitrogen), termoczuğa alkaliczna fosfataza 

(FastAP; 1 U/ɛL) (Thermo Scientific), polimerazy DNA (Q5 High-Fidelity DNA 

Polymerase (NewEngland Biolabs), KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase (Kapa 

Biosystems), DreamTaq DNA Polymerase (5 U/ɛL) (Thermo Scientific), Power Up SYBR 

Green Master Mix (Applied Biosystems, Polimeraza T4 (5 U/ul) (Thermo Scientific) oraz 

enzymy restrykcyjne i odpowiednie bufory (NewEngland Biolabs, Thermo Scientific oraz 

Promega), 

ω Biağko A oraz G zwiŃzane do zğoŨa magnetycznego (Nr kat. 88845, Thermo Scientific), 80 

Õl zawiesiny zğoŨa/1 ml roztworu,  

ω Przeciwciağa I i II rzňdowe uŨywane w ramach pracy zestawiono w Tabeli 4.4., 

Tabela 4.4. Przeciwciağa I i II rzňdowe wykorzystywane w pracy 

Nazwa 

przeciwciağa 

Rodzaj 

przeciwciağa 

Producent; 

Nr katalogowy 
Zastosowanie 

Zastosowane 

rozcieŒczenie 

anty-FLAG 

Mysie 

przeciwciağo 

monoklonalne 

Sigma 

 

F9291-1MG 

Wykorzystywane 

do detekcji metki 

FLAG 

1:1000 

anty-FLAG M2 

zwiŃzane do 

zğoŨa 

magnetycznego 

Mysie 

przeciwciağo 

monoklonalne 

Thermo 

Scientific 

 

A36797 

Wykorzystywane 

do 

immunoprecypita

cji chromatyny 

80 Õl 

zawiesiny 

zğoŨa/1 ml 

roztworu 

anty-HaloTag 

Mysie 

przeciwciağo 

monoklonalne 

Promega 

 

G921A 

Wykorzystywane 

do detekcji biağka 

HaloTag 

1:1000 

anty-ParB 

Kr·licze 

przeciwciağo 

poliklonalne 

oczyszczone za 

pomoca 

chromatografii 

powinowactwa 

na biağku ParB S. 

venezuelae 

Instytut 

Immunologii i 

Terapii 

DoŜwiadczalnej 

PAN 

Wykorzystywane 

do detekcji biağka 

ParB oraz 

immunoprecypi-

tacji chromatyny 

1:2000 
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Surowica 

kr·licza, 

zawierajŃca 

przeciwciağo 

anty-ParB 

Kr·licze 

przeciwciağo 

poliklonalne 

(surowica) 

Instytut 

Immunologii i 

Terapii 

DoŜwiadczalnej 

PAN 

 1:500 

anty - mCherry 

Kr·licze 

przeciwciağo 

poliklonalne 

Invitrogen 

 

PA5-34974 

Wykorzystywane 

do detekcji biağka 

mCherry 

1:1000 

anty - EGFP 

Mysie 

przeciwciağo 

monoklonalne 

Invitrogen 

 

MA1-952 

Wykorzystywane 

do detekcji biağka 

EGFP oraz 

mVenus 

1:1000 

anty-rabbit IgG-

HRP 

Mysie 

przeciwciağo 

anty-kr·licze 

skoniugowane z 

peroksydazŃ 

chrzanowŃ 

(HRP) 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Przeciwciağo 

drugorzňdowe do 

analiz Western 

blot 

1:5000 

anty- mouse 

IgG-HRP 

Mysie 

przeciwciağo 

skoniugowane z 

peroksydazŃ 

chrzanowŃ 

(HRP) 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Przeciwciağo 

drugorzňdowe do 

analiz Western 

blot 

1:5000 

 

¶ Barwniki fluorescencyjne oraz ligandy wiŃŨŃce siň kowalencyjnie do biağka HaloTag 

stosowane do obserwacji mikroskopowych zestawiono w Tabeli 4.5. 

Tabela 4.5. Bawniki fluorescencyjne oraz ligandy wykorzystywane w pracy  

Barwnik / ligand / Producent / Nr katalogowy Zastosowanie 

Barwnik fluorescencyjny 

Hoechst 33342 

(tryhydrochloride trihydrate) 

Invitrogen 

H3570 
Barwienie DNA 

SYTO-24 
Invitrogen 

S7572 
BarwnienieDNA 

7-Aminoaktynomycyna D 

(7AAD) 

Invitrogen 

A1310 
Barwnienie DNA 

WGA-Alexa Fluor 350 
Invitrogen 

W11263 

Barwnienie Ŝciany 

kom·rkowej 

NADA-green 

(3-amino-D-alanina 

znakowana NBD (7-nitro-

2,1,3-benzofurazan)) 

Tocris Bio-Techne 

6648 

Barwnienie 

nowosyntetyzowanego 

peptydoglikanu 
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Ligand 

TMR direct ligand 
Promega 

G299A 

Ligand wiŃŨŃcy siň 

kowalencyjnie do biağka 

HaloTag 

Janelia Fluor-549 
Promega 

GA111A 

Ligand wiŃŨŃcy siň 

kowalencyjnie do biağka 

HaloTag 

 

¶ ZğoŨa chromatograficzne uŨywane w ramach pracy zestawiono w Tabeli 4.6., 

Tabela 4.6. Zğ·Ũa chromotograficzne wykorzystywane w pracy 

ZğoŨe chromatograficzne Producent Nr katalogowy 

Glutathione SepharoseÈ 4 Fast Flow Cytiva GE17-5132-01 

Cyanogen bromide-activated-Sepharose 4 

Fast Flow (CNBr ï Sepharose) 
Cytiva 17098101 

Sephadex G-25 Cytiva 17085101 

 

¶ Proteinaza K (Sigma-Aldrich), 

¶ Proteaza PreScission (500 U; Nr kat. 10196324; Cytiva), 

¶ Filtry strzykawkowe z membranŃ PVDF i Ŝrednicy por·w: ű = 0,22 ɛm (Nr kat. P666.1; 

Roth) oraz ű = 0,45 ɛm (Nr kat. XC60.1; Roth), 

¶ Pğytki mikroprzepğywowe - Microfluidic plates CellASIC ONIX ï B04A (Nr kat. B04F-01-

5PK; Millipore),  

¶ Przezroczyste pğytki pomiarowe Honeycomb 2 (GrowthCurves),  

¶ Kulki szklane / cyrkonowe do homogenizacji tkanek 0,1 mm (Roth / BioSpec), 

¶ Woda wolna od DNazy (Invitrogen), Formaldehyd, 37% (Sigma-Aldrich), roztw·r PBS (Nr 

kat. ROTH-9150.1; ROTH), 

¶ Fenol / chloroform / alkohol izoamylowy (25: 24: 1) pH 7,5 - 8,0 (Nr kat. A156.2; Roth), 

¶ Agaroza - Agarose low gelling temperature (Nr kat. A9414-25G; Sigma-Aldrich), 

ω Pozostağe odczynniki wykorzystywane w doŜwiadczeniach zakupione zostağy w firmach: 

Roth, Merck, Thermo Scientific, Roche, Difco, GE Healthcare.  
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4.4. Aparatura, programy komputerowe i narzňdzia bioinformatyczne 

 

Aparatura uŨywana w trakcie eksperyment·w wchodzŃcych w skğad niniejszej pracy 

Doktorskiej opisana zostağa w Tabeli 4.7. 

 

Tabela 4.7. Aparatura laboratoryjna wykorzystywana w pracy doktorskiej  

Aparatura  Nazwa aparatury i firma  

Aparaty do elektroforezy 

wertykalnej (elektroforeza 

biağek) 

Mini -PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) 

 

Aparaty do elektroforezy 

horyzontalnej 

(elektroforeza DNA) 

Wide Mini-Sub GT Cell (Bio-Rad) 

Aparat do dokumentacji 

Ũeli agarozowych 
G:box (Syngene) 

Aparat do wizualizacji i 

dokumentacji Ũeli 

polikaryloamidowych 

Bio-RAD ChemiDocTMXRS + Imaging System (Bio-Rad) 

Aparat do wizualizacji i 

dokumentacji 

fluorescencyji 

Azure Biosystems C600 

 

Czytnik fluorescencji Tecan Infinite 200 PRO 

Aparat do PCR Thermal Cycler T100 (Bio-Rad) 

Aparat do Real Time 

PCR: 
StepOnePlus (Applied Biosystem) 

Aparat do transferu 

Ăp·ğmokregoò biağek na 

membranň 

nitrocelulozowŃ 

Pierce Power Blotter (Thermo Scientific) 

ZOOM Dual Power (Invitrogen) 

Blok grzejny Eppendorf Thermomixer compact (Eppendorf) 

Densytometr WPA CO8000 Cell Density Meter (Biochrom) 

Homogenizator FastPrep-24 Classic Instrument (MP Biomedicals) 

Inkubator 
BD-53 Universal Incubator (Binder) 

Heraeus 6000 

Inkubatory z 

wytrzŃsaniem 

INFORS (modele: Multitron i Ecotron) 

Excella E-24R (New Brunswick Scientific) 

Komora laminarna BIO60 (Faster) 
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Mikroskop 

fluorescencyjny 

LAS X Widefield (Leica), Obiektyw Leica HC PL Fluotar 100x/1.32 

OIL PH3, zestaw filtr·w: DAPI ET (zakres fal wzbudzenia 350/50 

nm; zakres fal emisji 460/50 nm), TXR ET (zakres fal wzbudzenia 

560/40 nm; zakres fal emisji630/75 nm), Y3 ET (zakres fal 

wzbudzenia 545/25 nm; zakres fal emisji 605/70 nm), GFP ET 

(zakres fal wzbudzenia 470/40 nm; zakres fal emisji 525/50 nm), 

CFP ET (zakres fal wzbudzenia 436/20 nm; zakres fal emisji 480/40 

nm), YFP ET (zakres fal wzbudzenia 500/20 nm; zakres fal emisji 

535/40 nm). Kamera cyfrowa Leica DFC7000 GT. Software 

platform - LAS X. 

Odwr·cony mikroskop 

fluorescencyjny 

DeltaVision Elite Microscope (GE Healthcare). Obiektyw Olympus 

PLANApo 100x/1.40 OIL PH3, filtr EYFP - 2FITC (zakres fal 

wzbudzenia, 513/17 nm; zakres fal emisji, 548/22 nm), filtr mCherry 

-mCh (zakres fal wzbudzenia, 575/25 zakres fal emisji, 625/45 nm). 

Mikroskop 

wysokorozdzielczy 

Zeiss Elyra 7 Superresolution Imaging System (Zeiss); 

Lasery: 405 (50 mW), 488 (100 mW), 561 (500 mW), 633 nm (500 

mW). Detektory: kamera sCMOS + emCCD. Kamera cyfrowa Andor 

EM-CCD camera iXon Ultra 897. 

Obrazowanie: Apotom + SIM square + SMLM. Obiektyw Alpha 

Plan-APO 100x/1.46 Oil DIC VIS. System - ZEN 3.0 Black SR. 

Stage attachment Z PIEZO WSB 500. 

Mikroskop konfokalny 

Leica Stellaris Imaging System (Leica). Laser biağy ï zakres od 470 

do 670 nm (2,5 do 80 MHz.; moc > 1,5 W. Skaner Field-of-View dla 

STELLARIS 8. Detektory: 2x HyD S + 1x HyD X. Obiektyw APO 

100x / 1,40 oil. Oprogramowanie LAS X Stellaris Control Software. 

Moduğ LAS X FRAP. 

pH-metr ű50 pH-meter (Beckman) 

Sonikator Sonics Vibra Cell Ultrasonic Liquid Processor VCX 130 W, (Sonics) 

Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) 

Spektrofotometryczny 

system do analizy wzrostu 

bakterii 

Bioscreen C (OY Growth Curves Ab Ltd - ALAB)  

System do analiz 

mikroprzepğywowych 

CellASIC Onix platform z oprogramowaniem producenta CellASIC 

ONIX FG (Millipore) 

Wir·wki 

5415 R Centrifuge (Eppendorf) 

Allegra X-22R Centrifuge (Beckman Coulter) 

Avanti J-26 XPI Centrifuge (Beckman Coulter) 

 

Programy komputerowe i narzňdzia bioinformatyczne uŨywane w trakcie eksperyment·w 

wchodzŃcych w skğad niniejszej pracy Doktorskiej opisane zostağy w Tabeli 4.8. 
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Tabela 4.8. Programy komputerowe i narzňdzia bioinformatyczne wykorzystywane w pracy 

doktorskiej  

Nazwa programu 

komputerowego 

Zastosowanie 

StrepDB 

Baza sekwencji genomowych Streptomyces, z kt·rej zostağa pobrana 

sekwencja genomu S. venezuelae wraz z adnotacjami gen·w 

(http://streptomyces.org.uk). 

PubMed  Literaturowa baza danych (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). 

UniProt  Baza danych dotyczŃcych biağek (https://www.uniprot.org/). 

Primer Express 3.0 Projektowanie starter·w do reakcji RT-PCR. 

SnapGene 4.0 

Analizy sekwencji nukleotydowych, projektowanie 

oligonukleotyd·w oraz plazmid·w, symulacje klonowana 

restrykcyjnego.  

Fiji ImageJ 
Analiza zdjňĺ mikroskopowych oraz intensywnoŜci sygnağ·w 

chemiluminescencyjnych (https://fiji.sc/).  

SMTracker 2.0 oparty na 

oprogramowaniu 

MATLAB  

Analiza danych z mikroskopii wysokorozdzielczej Ŝledzenia 

pojedynczej czŃsteczki (SPT, ang. Single particle tracking) - 

wizualizacja ruchu pojedynczych czŃsteczek w kom·rce 

(MathWorks, Natic, MA, USA). 

R Studio 4.1.1 

Analizy statystyczne, przygotowanie wykres·w i rysunk·w  

z mikroskopii fluorescencyjnej, wysokorozdzielczej oraz 

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

Image LabÊ Software 

(Imaging System) 
Dokumentacja Ũeli poliakryloamidowych. 

StepOne Software v 2.0 

(Applied Biosystems) 
Analiza wynik·w RT-PCR.  

LAS X (Leica) Dokumentacja zdjňĺ z mikroskopu fluorescencyjnego. 

AxioVision LE Rel.4.5 

ZEN 2012 ImageJ 
Dokumentacja zdjňĺ z odwr·conego mikroskopu fluorescencyjnego 

Zeiss Elyra 7 

Superresolution Imaging 

System (Zeiss) 

Dokumentacja zdjňĺ z mikroskopu wysokorozdzielczego. 

Leica Stellaris Imaging 

System (Leica) 
Dokumentacja zdjňĺ z mikroskopu konfokalnego. 

 

4.5. Hodowle mikroorganizm·w 

 

4.5.1. Hodowle E. coli 

 

Hodowle pğynne E. coli prowadzono w kolbach stoŨkowych lub szklanych prob·wkach 

w poŨywce LB (Tabela 4.5.9.). ObjňtoŜĺ poŨywki z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku nie 

przekraczağa 1/5 objňtoŜci kolby lub prob·wki. Hodowle inkubowano z wytrzŃsaniem 180 

obrot·w/min w temperaturze 37ÁC (DH5Ŭ i ET12567 / pUZ8002). Hodowle na podğoŨu stağym 
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prowadzono na szalkach Petriego, uŨywajŃc poŨywki LB z agarem (Tabela 4.5.9.). Hodowle 

inkubowano w temperaturze 37ÁC (DH5Ŭ i ET12567 / pUZ8002).  

W celu selekcji do hodowli pğynnych i stağych dodawano antybiotyki (Tabela 4.10.).  

 

Tabela 4.9. PodğoŨa do hodowli E. coli  

PodğoŨe 

PodğoŨe stağe Luria-Bertanie (LB) PodğoŨe pğynne LB, pH 7,5 

PodğoŨe LB pğynne      1000 ml 

Bacto-agar                         20 g 

Ekstrakt droŨdŨowy            5 g 

Trypton                             10 g 

NaCl                                  10 g 

H2O                                do 1000 ml 

NaOH                                do pH 7,5 

 

Tabela 4.10. Antybiotyki stosowane do selekcji szczep·w E. coli w hodowlach pğynnych i stağych  

Antybiotyk  StňŨenie w podğoŨu [Õg/ml] 

Ampicylina 

Apramycyna 

Chloramfenikol 

Higromycyna B 

Kanamycyna 

Kwas nalidiksowy 

Thiostrepton 

Apramycyna 

100 

50 

34 

150 

50 

25 

50 

50 

 

 

4.5.2. Hodowle S. venezuelae 

 

Hodowle pğynne S. venezuelae prowadzono w prob·wkach szklanych o pojemnoŜci 20 

ml, prob·wkach plastikowych o objňtoŜci 50 ml (objňtoŜĺ hodowli do 5 ml) lub w kolbach 

stoŨkowych o pojemnoŜci 250 ml zawierajŃcych spiralň (w celu poprawienia mieszania  

i natlenienia hodowli) w poŨywce MYM (Tabela 4.11.) z dodatkiem odpowiednich 

antybiotyk·w (Tabela 4.12.). Hodowle inkubowano w 30oC z wytrzŃsaniem 200 obr./min, 

przez 3 ï 40 h (w zaleŨnoŜci od warunk·w prowadzonego eksperymentu).  

Do wszystkich eksperyment·w (z wyjŃtkiem analizy ChlP-seq), objňtoŜĺ zawiesiny spor 

dodawanŃ do poŨywki wyliczano na podstawie absorbancji (A600) zmierzonej dla 1000-krotnie 

rozcieŒczonej mieszaniny zarodnik·w w 10% glicerolu. Po rozcieŒczeniu zawiesiny spor do 

OD600 = 0,05 pobierano 1 Õl spor i zaszczepiano nimi 5 ml poŨywki pğynnej MYM. 
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Hodowle pğynne do analizy ChlP-seq prowadzono w objňtoŜci 50 ml poŨywki MYM  

z dodatkiem 1 ml roztworu mikroelement·w (Tabela 4.11.) w kolbach stoŨkowych  

o pojemnoŜci 250 ml zawierajŃcych spiralň. Dla analizy ChlP-seq szczep·w hodowanych 11 - 

14 h dodawano 10 Õl spor z zawiesiny spor o OD600 = 0,05.Natomiast do analizy ChlP-seq 

szczep·w hodowanych przez 5 h dodawano 100 Õl spor z zawiesiny spor o OD600 = 10,00.  

 

Hodowle stağe S. venezuelae prowadzono na szalkach Petriego na podğoŨu stağym MYM 

lub R2 bez sacharozy (R2/S) (Tabela 4.11.) z dodatkiem odpowiednich antybiotyk·w (Tabela 

4.12.). Hodowle inkubowano w 30ÁC, przez 4 - 6 dni. Gdy hodowle uzyskağy szaro-zielony 

kolor zbierano spory w spos·b opisany w rozdziale 4.5.5. Zebrane spory przechowywano  

w temperaturze ï 70ÁC.  

 

 

Tabela 4.11. PodğoŨa do hodowli S. venezuelae 

PodğoŨe stağe 

PodğoŨe stağe MYM (Maltose-Yeast 

Extract-Malt Extract), pH 7,3 

PodğoŨe stağe R2/S do koniugacji 

 

PodğoŨe MYM pğynne        1 litr  

Bacto-agar                           20 g 

K2SO4                                        0,25 g  

MgCl2 6xH2O                          10,12 g  

Maltoza                                        10 g  

Difco Casaminoacids                  0,1 g  

H2O destylowana                     800 ml  

Do 80 ml powyŨszego roztworu dodano 2,2 

g Bacto-agaru. 

 

Po sterylizacji dodawano (do 80 ml 

poŨywki):  

KH2PO4 0,5%                               1 ml  

CaCl2 2H2O                                   8 ml  

L-prolina 20%                            1,5 ml  

Bufor TES* (5,73%, pH 7,2)      10 ml  

Roztw·r mikroelement·w          0,2 ml  

NaOH (1M)                                0,5 ml 

 

Roztw·r mikroelement·w (roztworu TES, 

ang. Trace Element Solution): 

ZnCl2                                          40 mg   

FeCl3Ŀ6H2O                              200 mg   

CuCl2Ŀ2H2O                               10 mg  

MnCl2Ŀ4H2O                               10 mg   

Na2B4O7Ŀ10H2O                         10 mg   

(NH4)6Mo7O24Ŀ4H2O                  10 mg   

Woda destylowana                Do 1 litra  
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PodğoŨe pğynne 

PodğoŨe pğynne MYM (Maltose-Yeast 

Extract-Malt Extract), pH 7,3 

PodğoŨe pğynne 2x YT 

 

Maltoza                                    10 g  

Ekstrakt droŨdŨowy                   5 g  

Ekstrakt maltozowy                 10 g  

H2O destylowana                 500 ml  

H2O wodociŃgowa               500 ml 

Trypton                             16 g  

Ekstrakt droŨdŨowy          10 g  

NaCl                                   5 g  

H2O                              do 1000ml 

        *Bufor TES - 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1,0 mM EDTA 

 

Tabela 4.12. Antybiotyki uŨywane w hodowlach S. venezuelae 

Antybiotyk  StňŨenie w podğoŨu [Õg/ml] 

Apramycyna 

Higromycyna B 

Kanamycyna 

Kwas nalidiksowy 

Thiostrepton 

Apramycyna 

50 

150 

50 

25 

50 

50 

 

4.5.3. Technika zbierania spor S. venezuelae 

 

Spory Streptomyces zbierano po hodowli na podğoŨu stağym MYM (Tabela 4.11.)  

w 30ÁC, prowadzonej aŨ do osiŃgniňcia przez kolonie szaro-zielonego koloru (4 - 6 dni).  

W celu zebrania spor na szalkň Petriego nanoszono ok. 15 ml sterylnej wody miliQ. Nastňpnie 

za pomocŃ jednorazowej pağeczki do wymaz·w Ŝcierano powierzchniň hodowli. ZebranŃ 

zawiesinň spor i pseudogrzybniň z trzech szalek, przelewano do prob·wek typu Falkon  

i mieszano za pomocŃ mikrowytrzŃsarki przez okoğo minutň, w celu rozbicia ğaŒcuch·w 

zarodni·w. Zawiesinň filtrowano przy uŨyciu strzykawki, w kt·rej byğa umieszczona sterylna 

baweğniana wata, co pozwalağo na oddzielenie spor od wiňkszoŜci pozostağoŜci 

niezr·Ũnicowanej pseudogrzybni. PrzefiltrowanŃ zawiesinň wirowano w 4ÁC, 10 min, 4600 

obr./min. Osad spor zawieszano poprzez pipetowanie w 150 Õl - 200 Õl (w zaleŨnoŜci od iloŜci 

uzyskanego osadu) 10% zimnego, sterylnego glicerolu. Nastňpnie zawieszone spory dzielono 

na porcje o objňtoŜci 40 Õl do prob·wek typu Eppendorf i zamraŨano w temperaturze -70ÁC. 

 

4.5.4. Pomiar stňŨenia spor S. venezuelae metodŃ spektrofotometrycznŃ 

 

StňŨenie zawiesiny spor mierzono w plastikowej kuwecie, z uŨyciem spektrofotometru. 

Do kuwety zawierajŃcej 995 ml wody miliQ dodawano 5 ml zawiesiny spor w 10% glicerolu. 
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CağoŜĺ mieszano i odczytywano wartoŜĺ absorbancji przy dğugoŜci fali 600 nm (OD600), jako 

pr·bň refenrencyjna uŨywano 10% glicerolu. 

 

4.5.5. Pomiar tempa wzrostu S. venezuelae przy uŨyciu czytnika Bioscreen 

C 

 

Analizy tempa wzrostu prowadzono dla hodowli S. venezuelae w pğaskodennych 

przezroczystych pğytkach pomiarowych Honeycomb 2 (GrowthCurves), zawierajŃcych po 100 

studzienek o roboczej objňtoŜci wynoszŃcej 400 ɛl. Zwiesinň spor S. venezuelae rozmraŨano  

w lodzie i rozcieŒczano w 10% glicerolu, tak aby osiŃgnŃĺ OD600 r·wne 0,05, a nastňpnie tak 

przygotowanŃ zawiesine rozcieŒczano 300-krotnie w poŨywce pğynnej MYM (Tabela 4.11.). 

Tak przygotowane zawiesiny rozpipetowywano po 300 Õl do studzienek na pğytce 100 

doğkowej. Wszystkie doŜwiadczenia wykonywano w 3 niezaleŨnych powt·rzeniach 

bologicznych oraz technicznych tego samego szczepu. Jako pr·bň kontrolnŃ uŨywano 300 ml 

sterylnej poŨywki MYM. Hodowlň prowadzono w zautomatyzowanym analizatorze wzrostu 

mikroorganizm·w Bioscreen C (Tabela 4.7.) przez 24 - 48 h, w 30ÁC ze Ŝrednim wytrzŃsaniem 

pğytki (250 obr/min). Wzrost hodowli monitorowano za pomocŃ pomiaru gňstoŜci optycznej 

(OD600) co 20 minut przez cağy czas trwania eksperymentu. Dane zebrano przy uŨyciu 

oprogramowania BioScreener 3.0.0. Na podstawie uzyskanych wynik·w wykreŜlano krzywe 

wzrostu przy uŨyciu programu R (Tabela 4.8.) (kod opracowany przez dr Agnieszkň Strzağkň). 

 

4.5.6. Analiza r·Ũnicowania S. venezuelae na podğoŨu stağym 

 

W celu analizy r·Ũnicowania S. venezuelae na podğoŨu stağym, zawiesinň spor 

rozcieŒczono w 10% glicerolu, tak aby osiŃgnŃĺ OD600 = 0,05, nastňpnie wykonywano 

dziesiňciokrotne seryjne rozcieŒczenia (od 10-1 do 10-5), po czym wysiewano r·wne iloŜci spor 

(po 3 Õl) na podğoŨe stağe MYM (Tabela 4.11.). Analizowane szczepy wysiewano razem na 

jednej szalce Petriego w celu utrzymania jednakowych warunk·w wzrostu. Hodowlň 

prowadzono w temperaturze 30ÁC. Obserwacje wzrostu oraz r·Ũnicowania prowadzono  

w ciŃgu 96 godzin w 4 punktach czasowych ï 24, 48, 72 oraz 96 h. Dokumentacje prowadzono 

przy uŨyciu aparatu Bio-RAD ChemiDocTMXRS (Tabela 4.7.), wykorzystujŃc system 

ĂImaging Systemò (Tabela 4.8.). 
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4.6. Podstawowe techniki biologii molekularnej 

Usğugi realizowane przez firmy zewnňtrzne: 

ω Synteza oligonukleotyd·w oraz reakcje sekwencjonowania zostağy wykonane przez firme 

Genomed (Polska), 

ω Sekwencjonowanie metodŃ Sangera zostağy wykonane przez MicroSynth (Szwajcaria) 

Sekwencjonowanie NGS pr·bek ChIP-seq zostağo wykonane przez firmň NGS-servisces 

(dawniej Fasteris, Szwajcaria). 

 

4.6.1. Metody izolacji DNA z kom·rek E. coli 

 

4.6.1.1. Izolacja DNA plazmidowego z kom·rek E. coli 

 

W celu wyizolowania plazmidowego DNA, pojedynczeŃ koloniŃ E. coli z szalki 

Petriego zaszczepiano 5 lub 50 ml pğynnej poŨywki LB (Tabela 4.5.9.) z dodatkiem 

odpowiedniego antybiotyku. Hodowlň prowadzono, wytrzŃsajŃc przez 18 h w 37ÁC a nastňpnie 

wirowano przez 5 minut przy 5000 obr./min. W celu wyizolowania plazmidowego DNA z 5 ml 

hodowli uŨywano zestawu Plazmid Miniprep Kit (Rozdziağ 4.3.) i postňpowano zgodnie  

z instrukcjŃ producenta zağŃczonŃ do zestawu.W celu wyizolowania plazmidowego DNA z 50 

ml hodowli uŨywano zestawu Plazmid Midiprep Kit (Rozdziağ 4.3.) i postňpowano zgodnie  

z instrukcjŃ producenta zağŃczonŃ do zestawu. 

 

4.6.1.2. Izolacja DNA kosmidowego z kom·rek E. coli 

 

W celu izolacji kosmidowego DNA, kom·rki E. coli z pojedynczej kolonii z szalki 

Petriego zaszczepiano w 5 ml pğynnej poŨywki LB (Tabela 4.5.9.) z odpowiednim 

antybiotykiem. Hodowlň inkubowano, wytrzŃsajŃc przez noc w 37ÁC. Nastňpnie hodowlň (2 

ml) przenoszono do prob·wek typu Eppendorf i wirowano w temperaturze pokojowej (5 min, 

5000 obr./min). Osad kom·rek zawieszono w 150 Õl buforu P1 (Tabela 4.13.). Nastňpnie do 

zawiesiny dodawano 300 Õl buforu P2, kom·rki delikatnie mieszano (5 ï 7 razy, przez 

inwersjň), po czym dodawano 200 Õl buforu P3, mieszano (Tabela 4.13.) i wirowano (10 min, 

14000 obr./min, temp. pokojowa). Do otrzymanego supernatantu dodawano 600 Õl mieszaniny 
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fenol: chloroform: alkohol izoamylowy i ekstrahowano energicznie wytrzŃsajŃc  

a nastňpnie wirowano (5 min, 14000 obr./min). G·rnŃ fazň wodnŃ przenoszono do nowych 

prob·wek i uzyskane DNA precypitowano poprzez dodanie 600 Õl izopropanolu, a nastňpnie 

wirowano (15 min, 14000 obr./min, 4ÁC). Zebrany osad przemywano zimnym 70% etanolem  

i powt·rnie wirowano w tych samych warunkach. Po wysuszeniu osad rozpuszczano w 37 ɛl 

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

 

Tabela 4.13. Skğad bufor·w wykorzystywanych do izolacji DNA kosmidowego z kom·rek E. coli 

Bufor P1 Bufor P2 Bufor P3 Bufor TE  

50 mM Tris-HCl pH 

8,0 

100 ɛg/ml   RNaza 

10 mM        EDTA 

200 mM NaOH 

1% SDS 

3M Octan potasu pH 

5,5 

10 mM Tris-HCl pH 

8,0  

1 mM EDTA 

 

 

4.6.2. Izolacja DNA chromosomalnego S. venezuelae 

 

W celu wyizolowania chromosomalnego DNA z S. venezuelae, prowadzono hodowle 

pğynne 5 ml w poŨywce MYM z dodatkiem mikroelement·w (100 Õl) (Tabela 4.11.) oraz 

odpowiedniego czynnika selekcyjnego. Hodowle zaszczepiano przy uŨyciu 1 Õl spor  

z zawiesiny spor o OD600 = 0,05 (Rozdziağ 4.5.2). Hodowle w prob·wkach typu Facon  

o pojemnoŜci 50 ml, inkubowano w 30ÁC z wytrzŃsaniem 200 obr./min, przez 2 - 28 h. Po 

skoŒczonej inkubacji hodowle wirowano przez 5 minut przy 5000 obr./min. Po usuniňciu 

supernatantu, osad zawieszano w 300 Õl buforu Tris-HCl, pH 8,0 (10 mM) z lizozymem 

(stňŨenie koŒcowe 3 mg/ml). Nastňpnie zawieszony osad przeniesiono do prob·wek typu 

Eppendorf (2 ml) i prowadzono godzinnŃ inkubacjň w 37ÁC. W kolejnych etapach izolacjň  

chromosomalnego DNA prowadzono zgodnie z instrukcjŃ producenta zağŃczonŃ do zestawu 

Genomic Mini (Rozdziağ 4.3.). Oczyszczony chromosomalny DNA zawieszano w 50 Õl wody 

wolnej od DNazy (Rozdziağ 4.3.).  
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4.6.3. Reakcje uŨywane podczas klonowania  

 

4.6.3.1. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi 

 

W celu sprawdzenia poprawnoŜci otrzymanych klon·w, wykorzystania DNA do reakcji 

ligacji, klonowania z wykorzystaniem polimerazy DNA z faga T4 (SLIC) (Rozdziağ 4.6.3.7.) 

lub metodŃ Gibsona (Rozdziağ 4.6.3.8) prowadzono reakcje trawienia DNA enzymami 

restrykcyjnymi zgodnie z zaleceniami producenta (Rozdziağ 4.3.). Prowadzac reakcje trawienia 

DNA jednym rodzajem enzymu restrykcyjnego r·wnoczeŜnie do mieszaniny reakcyjnej 

dodano fosfatazy alkalicznej (Rozdziağ 4.3.) katalizujŃcej uwalnianie grup 5'- i 3'-

fosforanowych z DNA w celu zapobiegniňcia ligacji potrawionego wektora. Przyjmowano, Ũe 

1 U enzymu trawi 1 Õg DNA, w czasie 1 godziny, w optymalnym buforze dla danego enzymu 

i temperaturze. Produkty trawienia sprawdzano elektroforetycznie.  

 
Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych 

 

W celu oczyszczenia DNA po reakcji enzymatycznej wykorzystano zestawu Clean-up 

kit (Rozdziağ 4.3.), postňpujŃc zgodnie z instrukcjŃ zağŃczonŃ do zestawu. 

 

4.6.3.2. Defosforylacja 5ô- koŒc·w DNA 

 

W celu usuniňcia reszt fosforanowych z koŒc·w 5ô trawionego restrykcyjnie DNA, 

uŨywano termoczuğej alkalicznej fosfatazy (FastAP; 1 U/ɛL) (Rozdziağ 4.3.). Reakcjň 

defosforylacji wykonywano wedğug zaleceŒ producenta. Enzym inaktywowano poprzez 

inkubacjň pr·bki w temperaturze 65ÁC przez 15 minut. 

 

4.6.3.3. Elektroforeza DNA w Ũelu agarozowym 

 

W celu rozdzielenia fragment·w DNA o dğugoŜci 300 ï 10000 przeprowadzano 

elektroforezň DNA w Ũelu agarozowym, dobierajŃc jego stňŨenie zaleŨnie od wielkoŜci 

rozdzielanych fragment·w DNA (100 ï 500 pz: 1,5 ï 2%; 500 ï 10 000 pz: 0,7 - 1,0%). Do 

Ũelu dodawano bromek etydyny o koŒcowym stňŨeniu 0,5 Õg/ml w celu p·Ŧniejszej 

wizualizacji DNA za pomocŃ Ŝwiatğa UV. Przed wprowadzeniem pr·bek na Ũel dodawano do 

nich 6x stňŨony buforu obciŃŨajŃcy (Tabela 4.14.). Rozdziağ elektroforetyczny przeprowadzono 
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w buforze TBE (Tabela 4.14.), w temperaturze pokojowej w aparacie do elektroforezy 

horyzontalnej, przy napiňciu 8 ï 10 V/cm. W celu analizy wielkoŜci rozdzielonych fragment·w 

r·wnoczeŜnie nanoszono marker ɚ DNA/PstI (Rozdziağ 4.3.). 

 

Tabela 4.14. Skğad buforu obciŃŨajŃcego (6x) oraz buforu TBE (1x) wykorzystywanych podczas 

elektroforezy DNA w Ũelu agarozowym 

Bufor obciŃŨajŃcy (6x) Bufor TBE (1x) 

Tris-HCl, pH 7,6              10 mM 

Glicerol                                60% 

Bğňkit bromofenolowy      0,03% 

Tris, pH 8,0                       89 mM 

Kwas borowy                    89 mM 

EDTA                                  3 mM 

 

4.6.3.4. Izolacja fragment·w DNA z Ũelu agarozowego 

 

DNA po reakcjach enzymatycznych rozdzielano elektroforetycznie i wycinano 

skalpelem z Ũelu odpowiedniej wielkoŜci fragment DNA. Nastňpnie oczyszczano za pomocŃ 

zestawu GelOut lub Gel ME Mini Kit (Rozdziağ 4.3.), postňpujŃc zgodnie z instrukcjŃ zağŃczonŃ 

do zestawu. 

 

4.6.3.5. ĞaŒcuchowa reakcja polimerazy (PCR) 

 

Fragmenty DNA amplifikowano metodŃ ğaŒcuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. 

Polymerase Chain Reaction), kt·rŃ prowadzono w objňtoŜci 10 Õl w celu weryfikacji 

poprawnoŜci przeprowadzonych modyfikacji genetycznych lub w objňtoŜci 50 Õl w celu 

namnoŨenia fragment·w DNA do dalszego ich wykorzystania. Reakcje przeprowadzane na 

mağŃ skalň przygotowywano w oparciu o zestaw DreamTaq Green DNA Polymerase Kit 

(Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.), a na skalň preparatywnŃ z uŨyciem zestawu Q5 Hot Start 

HighFidelity DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.) lub KAPA DNA polymerase 

(Rozdziağ 4.3., Tabela 4.19.). Reakcje PCR prowadzono w aparacie Thermal Cycler T100 

(Tabela 4.7.) (Tabela 4.16.; Tabela 4.18.; Tabela 4.20.). Produkty reakcji analizowano przy 

pomocy elektroforezy w Ũelu agarozowym i w zaleŨnoŜci od potrzeb, oczyszczano przy 

pomocy odpowiednich zestaw·w firm Syngen lub A&A Biotechnology (Rozdziağ 4.3.).  
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Tabela 4.15. Skğadniki mieszaniny reakcyjnej PCR dla polimerazy DreamTaq 

Skğadnik StňŨenie koŒcowe IloŜĺ 

Matryca  100 pg - 1 Õg 1 Õ 

Bufor Green DreamTaq 10x  1x 5 Õl 

Starter forward (10ÕM)  0,5 ÕM 2,5 Õl 

Starter reverse (10ÕM)  0,5 ÕM 2,5 Õl 

dNTPs (10mM)  200 ÕM 1 Õl 

Enhancer Q5 Hot Start 

HighFidelity (10X) 
1x 5 Õl 

Polimeraza DreamTaq 

(1U/Õl) 
0,01 U/Õl 0,5 Õl 

Woda miliQ   uzupeğnione do 50 Õl 

 

Tabela 4.16. Warunki prowadzenia reakcji dla polimerazy DreamTaq 

 Etap Temperatura, czas IloŜĺ cykli 

1 Denaturacja wstňpna  95ÁC, 3 min  1 

2 Denaturacja  95ÁC, 30 s  

30 3 PrzyğŃczanie starter·w  Ta*, 30 s 

4 WydğuŨanie  72ÁC, 1 min/kpz 

5 WydğuŨanie koŒcowe  72ÁC, 5 min  1 

6 Schğadzanie  4ÁC, 2 min  1 

*T a obliczana ze wzoru Ta = 4 x (G + C) + 2 x (A + T) - 5ÁC 

 

Tabela 4.17. Skğadniki mieszaniny reakcyjnej PCR dla polimerazy Q5 Hot Start High 

Fidelity  

Skğadnik  StňŨenie koŒcowe IloŜĺ 

Matryca  1pg - 1 ng 1 Õ 

Bufor Q5 5x  1x 10 Õl 

Starter forward (10ÕM)  0,5 ÕM 2,5 Õl 

Starter reverse (10ÕM)  0,5 ÕM 2,5 Õl 

dNTPs (10mM)  200 ÕM 1 Õl 

Enhancer (10X)  1x 5 Õl 

Polimeraza Q5 Hot Start  

HighFidelity  
0,01 U/Õl 0,5 Õl 

Woda miliQ  - uzupeğnione do 50 Õl 
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Tabela 4.18. Warunki prowadzenia reakcji dla polimerazy Q5 Hot Start HighFidelity  

 Etap Temperatura, czas IloŜĺ cykli 

1  Denaturacja wstňpna  98ÁC, 30 s 1 

2  Denaturacja  98ÁC, 10 s  

30 3  PrzyğŃczanie starter·w  Ta*, 30 s 

4  WydğuŨanie  72ÁC, 30 s / kpz  

5  WydğuŨanie koŒcowe  72ÁC, 2 min  1 

6  Schğadzanie  4ÁC, 2 min  1 

*T a obliczona z wykorzystaniem programu ze strony firmy NEB 

 

Tabela 4.19. Skğadniki mieszaniny reakcyjnej PCR dla polimerazy KAPA  

Skğadnik StňŨenie koŒcowe IloŜĺ 

Matryca 1 pg - 1 ng 1 Õl 

KAPA HiFi HotStart Ready 

Mix 2x 
1x 25 Õl 

Starter forward (10ÕM) 0,5 ÕM 2,5 Õl 

Starter reverse (10ÕM) 0,5 ÕM 2,5 Õl 

Woda miliQ - uzupeğnione do 50 Õl 

  

Tabela 4.20. Warunki prowadzenia reakcji dla polimerazy KAPA 

 
Etap 

Temperatura, 

czas 
IloŜĺ cykli 

1  Denaturacja wstňpna  95ÁC, 3 min  1 

2  Denaturacja  98ÁC, 20 s 

30 3  PrzyğŃczanie starter·w  Ta*, 15 s  

4  WydğuŨanie  72ÁC, 30 s / kpz  

5  WydğuŨanie koŒcowe  72ÁC, 1 min  1 

6  Schğadzanie  4ÁC, 2 min  1 

*Ta obliczana ze wzoru Ta= 4 x (G + C) + 2 x (A + T) - 5ÁC  

 

4.6.3.6. Spektrofotometryczne oznaczanie stňŨenia DNA  

 

W celu oznaczenia stňŨenia DNA w preparacie, stosowano metodň 

spektrofotometrycznŃ, wykorzystujŃc aparat NanoDrop 1000 (Tabela 4.7.). W tym celu 

nakğadano pr·bki o objňtoŜci 2 ɛl na cewkň pomiarowŃ aparatu. Pomiaru absorbancji DNA 

dokonywano przy dğugoŜciach fal: ɚ = 280, 260 i 230 nm. StňŨenie DNA okreŜlano przyjmujŃc, 

Ũe przy A260 = 1 roztw·r zawiera 50 ɛg/ml dwuniciowego DNA. Mierzono r·wnieŨ czystoŜĺ 
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DNA od zanieczyszczeŒ biağkowych obliczajŃc stosunek A260/A280. JeŜli wynik mieŜciğ siň  

w zakresie miňdzy 1,8 ï 2,0 uznawano, Ũe preparat jest pozbawiony zanieczyszczeŒ 

biağkowych. Opr·cz tego mierzono czystoŜĺ DNA od innych zanieczyszczeŒ organicznych 

obliczajŃc stosunek A260/A230. JeŜli wartoŜĺ wynosiğa  Ò 1,8 uznawano, Ũe w preparacie sŃ 

zanieczyszcenia organiczne. Jako pr·bň ŜlepŃ uŨywano wody miliQ. 

 

4.6.3.7. Klonowanie z wykorzystaniem polimerazy DNA z faga T4  - SLIC  

 

Do klonowania fragment·w DNA metodŃ SLIC (ang. Sequence and Ligation 

Independent Cloning), uŨywano trawiony enzymatycznie wektor oraz polimerazň DNA z faga 

T4 (Rozdziağ 4.3.), kt·ra pod nieobecnoŜĺ nukleotyd·w wykazuje aktywnoŜĺ  

3ô egzonukleazowŃ. Inserty do klonowania SLIC byğy powielane w reakcji PCR przy uŨyciu 

starter·w z dodatkowymi 20 nukleotydowymi sekwencjami komplementarnymi do sekwencji 

wektora okalajŃcymi miejsce wklonowania insertu. W reakcji stosowano dwukrotny, 

trzykrotny lub czterokrotny nadmiar molowy insertu w stosunku do wektora, w zaleŨnoŜci od 

dğugoŜci ligowanego fragmentu DNA. ObjňtoŜĺ mieszaniny ligacyjnej wynosiğa 10 Õl, w tym 

0,2 Õl Polimerazy T4 (5 U/ul) (Rozdziağ 4.3.) i 2,5 Õl bufor dla Polimerazy T4. Reakcje 

prowadzono przez 3 min w temperaturze pokojowej. Reakcjň zatrzymywano przez dodanie  

1 Õl 10 mM dCTP, hamujŃc aktywnoŜĺ egzonukleolitycznŃ polimerazy.  

BezpoŜrednio po reakcji DNA uŨywano do transformacji kom·rek chemikompetentnych 

(Rozdziağ 4.6.4.). 

 

4.6.3.8. Klonowanie metodŃ Gibsona 

 

Alternatywnie, do klonowania fragment·w DNA z trawionym enzymatycznie 

wektorem wykorzystywano technikň Gibson Assembly, kt·ra wykorzystuje 5ô egzonukleazň 

(trawi jednŃ niĺ DNA pozostawiajŃc w niej 3ô koŒce lepkie, ulegajŃce hybrydyzacji na zasadzie 

komplementarnoŜci zasad), polimerazň DNA (wypeğnia luki w hybrydyzujacych czŃsteczkach 

DNA) i ligazň DNA (ğŃczy fragmenty DNA). Inserty do reakcji metodŃ Gibsona byğy 

przygotowaywane tak jak do klonowania metodŃ SLIC (Rozdziağ 4.6.3.7.). Stosowano 

dwukrotny, trzykrotny lub czterokrotny nadmiar molowy insertu w stosunku do wektora,  

w zaleŨnoŜci od dğugoŜci ligowanego fragmentu DNA. ObjňtoŜĺ mieszaniny ligacyjnej 

wynosiğa 20 Õl, w tym 10 Õl mieszaniny Gibson Assembly Master Mix (2x) (Rozdziağ 4.3.). 
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Reakcje prowadzono przez 1 h w temperaturze 50ÁC. BezpoŜrednio po reakcji DNA uŨywano 

do transformacji kom·rek chemikompetentnych (Rozdziağ 4.6.4.). 

 

4.6.4. Transformacja chemikompetentych kom·rek E. coli 

 

Kom·rki E. coli transformowano DNA plazmidowym, kosmidowym lub mieszaninŃ 

ligacyjnŃ za pomocŃ metody szoku cieplnego.  

 

4.6.4.1. Przygotowanie kom·rek chemikompetentnych 

 

W celu przygotowania kom·rek chemikompetentnych poŨywkň LB (objňtoŜĺ od 50 ml 

do 1 litr) zaszczepiano cağonocnŃ hodowlŃ E. coli (DH5Ŭ, ET12567 / pUZ8002) rozcieŒczajŃc 

jŃ 100 razy. Hodowle prowadzono w 37ÁC do osiŃgniňcia OD600 = 0,4, a nastňpnie przenoszono 

do schğodzonych prob·wek wir·wkowych i inkubowano na lodzie przez 30 minut. W kolejnym 

kroku kom·rki wirowano przy 4600 obr./min, przez 10 minut w temp. 4ÁC. Supernatant 

odrzucono, a osad zawieszano w 0,5 ml buforu TSS (Tabela 4.21.) i dzielono na porcje  

o objňtoŜci 50 Õl do sterylnych prob·wek typu Eppendorf (1,5 ml). Tak przygotowane kom·rki 

kompetente przechowywano w - 70ÁC. KaŨdy etap przyrzŃdzania kom·rek kompetentnych 

wykonywano w warunkach sterylnych, w ğaŦni lodowej. 

 

Tabela 4.21. Skğad buforu TSS 

Bufor TSS 

PoŨywka LB                              85 ml 

PEG 20000                                  10 g 

(po sterylizacji) MgCl2 2M         5 ml 

DMSO                                         5 ml 

 

 

4.6.4.2. Transformacja kom·rek chemikompetentnych metodŃ szoku cieplnego 

 

W celu transformacji chemikompetentnych kom·rek E. coli metodŃ szoku cieplnego, 

kom·rki rozmraŨano inkubujŃc w lodzie, a nastňpnie dodawano do nich 500 - 1000 ng 

plazmidowego DNA. Mieszaninň inkubowano 15 min w ğaŦni lodowej. Po tym czasie 

prob·wkň inkubowano przez 90 sekund w temperaturze 42ÁC, nastňpnie przenoszono jŃ do 

ğaŦni lodowej, gdzie inkubowano jŃ przez kolejne 2 min. Nastňpnie kom·rki zawieszano  
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w 1 ml poŨywki LB (Tabela 4.5.9.) i inkubowano z wytrzŃsaniem przez 1h w 37ÁC. Po 

transformacji kom·rki wysiewano na odpowiednie podğoŨe LB z agarem (Tabela 4.5.9.)  

i z antybiotykiem selekcyjnym oraz inkubowano przez noc w 37ÁC. 

 

4.6.5. Koniugacja miňdzyrodzajowa miňdzy E. coli ET12567 / pUZ8002  

i S. venezuelae 

 

W celu wprowadzenia kosmidowego lub plazmidowego DNA do S. venezuelae 

stosowano procedurň koniugacji miňdzyrodzajowej ze szczepem E. coli - ET12567 / pUZ8002 

(Tabela 4.2.) zawierajŃcym plazmid koniugacyjny (pUZ8002) i charakteryzujŃcym siň 

wydğuŨonym czasem podziağu (> 30 min). Kom·rki E. coli ET12567 / pUZ8002 zawierajŃce 

kosmid lub plazmid hodowano przez noc w objňtoŜci 5 ml LB (Tabela 4.5.9.) z dodatkiem 

odpowiednich antybiotyk·w (chloramfenikol, kanamycyna i antybiotyk selekcyjny dla 

kosmidu czy plazmidu) w temperaturze 37ÁC. Nastňpnie nocnŃ hodowlŃ zaszczepiano ŜwieŨŃ 

poŨywkň LB z antybiotykami (50 ml) i hodowle prowadzono do osiŃgniňcia OD600 = 0,4. 

Nastňpnie hodowlň zwirowano (5 min, 4600 obr./min , 4ÁC) i dwukrotnie pğukano poŨywkŃ 

LB. Otrzymany osad zawieszano w 0,5 ml LB. Do 460 Õl poŨywki 2 x YT (Tabela 4.11.) 

dodawano 40 Õl spor S. venezuelae oraz 500 Õl przygotowanej zawiesiny E. coli ET123567 / 

pUZ8002 po czym razem wirowano przez 1 min, w 4ÁC. Mieszaninň spor i E. coli rozcieŒczano 

dziesiňcio- i stukrotnie w sterylnej poŨywce pğynnej 2 x YT, wysiewano na podğoŨe R2/S 

(Tabela 4.11.) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 6 godzin. Po tym czasie pğytki 

zalewano wodnym roztworem antybiotyk·w: kwasu nalidiksowego celem zahamowania 

wzrostu E. coli oraz odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym (Tabela 4.12.). Kontynuowano 

inkubacjň pğytek w temperaturze 30ÁC przez 3 - 4 dni. W przypadku rekombinacji z kosmidem 

w celu identyfikacji klon·w S. venezuelae, w kt·rych zaszedğ podw·jny crossing-over 

wykonywano repliki pğytek na 2 rodzaje podğ·Ũ: podğoŨe MYM (Tabela 4.11.) zawierajŃce 

kwas nalidyksowy (NDX) i apramycynň oraz podğoŨe MYM zawierajŃce kwas nalidyksowy  

i kanamycynň (Tabela 4.12.). Koniuganty, w kt·rych zaszğo podw·jne crossing-over powinny 

byĺ oporne na apramycynň (kaseta opornoŜci wbudowana w miejsce modyfikacji), a wraŨliwe 

na kanamycynň (gen warunkujŃcy opornoŜĺ na kanamycynň znajduje siň na kosmidzie Super - 

Cos1). Wyselekcjonowane koniugaty przesiewano na podğoŨe MYM z odpowiednim 

antybiotykiem selekcyjnym. Nastňpnie uzyskane klony sprawdzano przy pomocy PCR 

(Rozdziağ 4.6.3.5.). Poprawne klony ponownie przesiewano na podğoŨe MYM z antybiotykiem 
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selekcyjnym i gdy hodowle przybrağy kolor zielono-szary, zbierano zawiesinň zarodnik·w 

(Rozdziağ 4.5.3.). Zebrane spory przechowywano w temperaturze ï 70ÁC. 

 

4.7 Metody wykorzystywane podczas pracy z biağkami  

 

4.7.1. Przygotowywanie lizat·w kom·rkowych S. venezuelae i E. coli 

 

Aby przygotowaĺ lizaty kom·rkowe, biomasň z hodowli pğynnej S. venezuelae 

(Rozdziağ 4.5.2.) lub E. coli (Rozdziağ 4.5.1.) wirowano, dwukrotne przepğukiwano zimnym 

buforem PBS  (Rozdziağ 4.3.) (objňtoŜciŃ r·wnŃ hodowli, wirowanie, 5 min, 5000 obr./min, 

4ÁC) i zawieszano w buforze PBS (200 ml na kaŨde 5 ml hodowli wyjŜciowej). Pr·bki 

sonikowano z wykorzystaniem sonikatora Sonics Vibra Cell Ultrasonic Liquid (Tabela 4.7.) 

przy 50% amplitudzie przez 10 - 40 s, po czym przerywano proces na kolejne 40 s. Liczbň cykli 

dostosowywano do objňtoŜci pr·bki. Nastňpnie pr·bki wirowano (10 min, 10000 obr./min, 

4ÁC). Uzyskany supernatant przenoszono do nowych prob·wek i okreŜlano stňŨenie biağka 

metodŃ Bradford (zgodnie z procedurŃ w rozdziale 4.7.2.). Podczas wszystkich etap·w procesu 

przygotowania lizat·w biağkowych pr·bki byğy inkubowane w ğaŦni lodowej. 

 

4.7.2. Oznaczanie stňŨenia biağka w lizacie kom·rkowym  

 

W celu oznaczenia stňŨenia biağka stosowano metodň Bradford. Oznaczenia 

wykonywano w kuwetach spektrofotometrycznych o pojemnoŜci 1 ml, dodajŃc do pr·by 795 

ml wody miliQ oraz 5 ml lizatu biağkowego oraz 200 Õl odczynnika Bradford (5x) (Tabela 4.22.). 

R·wnolegle przygotowywano pr·bň kontrolnŃ, w kt·rej objňtoŜĺ dodanego lizatu biağkowego 

zastňpowano buforem PBS (bufor uŨywany do przygotowywania lizat·w). Pr·bki dokğadnie 

mieszano i po 5 min inkubacji mierzono absorbancjň przy dğugoŜci fali r·wnej 600 nm. Dane 

odczytywano na podstawie krzywej wzorcowej sporzŃdzonej dla biağka BSA. Lizaty 

wykorzystywano do analizy SDS-PAGE i do analizy Western blotting, przygotowujŃc pr·bki 

tak, aby zawierağy takie same iloŜci cağkowitego biağka (10 - 30 Õg) 
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Tabela 4.22. Skğad odczynnika Bradford (5 x stňŨony) 

Odczynnik Bradford (5x)  

Etanol                                 25 % 

Bğňkit kumazyny              0,05% 

Kwas ortofosforowy        42,5% 

 

4.7.3. Elektroforeza w Ũelu poliakrylamidowym w obecnoŜci SDS (SDS-

PAGE) 

 

Elektroforetyczny rozdziağ biağek prowadzono w Ũelach poliakrylamidowych,  

o wymiarach 8 x 10 x 0,1 cm, w warunkach denaturujŃcych. W skğad Ũelu poliakrylamidowego 

wchodziğ Ũel rozdzielajŃcy (10 i 12,5%) oraz warstwa Ũelu zagňszczajŃcego (4%). Przed 

naniesieniem pr·bek na Ũel, dodawano do nich bufor obciŃŨajŃcy SSB (Tabela 4.23.)  

w stosunku 5:1. W przypadku, gdy analizowano fluorescencjň biağek w Ũelu pr·bek nie 

denaturowano, a na Ũel nanoszono wzorzec mas czŃsteczkowych Unstained Protein Ladder 

(Rozdziağ 4.3.). Natomiast, jeŜli Ũel wykorzystywano do przeprowadzenia analizy Western 

blotting (Rozdziağ 4.7.5.), pr·bki denaturowano w temperaturze 95ÁC przez 5 min, a jako 

wzorzec mas czŃsteczkowych uŨywano PageRuler Prestained Protein Ladder (Rozdziağ 4.3.). 

Rozdziağ biağek prowadzono w temperaturze pokojowej, przy stağym natňŨeniu prŃdu 20 - 30 

mA/Ũel i napiňciu 300 V w aparacie do elektroforezy pionowej Mini ï ProteanÈ Tetra Cel 

firmy BioRad (Tabela 4.7.) w temperaturze pokojowej, wykorzystujŃc bufor Tris-Gly-SDS 

(Tabela 4.23.). Skğad Ũeli rozdzielajŃcych i zagňszczajŃcych pokazano w Tabeli 4.24..Po 

zakoŒczeniu elektroforezy, Ũel barwiono roztworem bğňkitu kumazyny lub wykorzystywano do 

odczytu fluorescencji przy pomocy aparatu Azure Biosystems C 600 (Rozdziağ 4.7.4.; Tabela 

4.7.) bŃdŦ do immunoblotingu (Rozdziağ 4.7.5.) w celu detekcji poszczeg·lnych biağek. 

 

Tabela 4.23. Skğad bufor·w uŨytych podczas elektroforezy biağek w Ũelu poliakryloamidowym 

Bufor do pr·bek SSB (6x) 
Bufor do elektroforezy 

Tris -Gly-SDS 

Tris/HCl, pH 6,8              250 mM 

Bğňkit bromofenolowy          0,5% 

SDS                                        10% 

Glicerol                                  50% 

ɓ-merkaptoetanol            500 mM 

Tris                                25 mM 

Glicyna                         250 mM 

SDS                                    0,1% 
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Tabela 4.24. Skğad Ũelu rozdzielajŃcego i zagňszczajŃcego 

ŧel rozdzielajŃcy o gruboŜci 1 mm ŧel zagňszczajŃcy o gruboŜci 1 mm 

Skğad 10% 12,5% Skğad 4% 

30% akrylamid, 0.8 % 

bisakrylamid   

1.88 M Tris-HCl pH 

8,8  

woda destylowana  

20% SDS  

25% APS  

TEMED  

2,0 ml 

 

1,2 ml 

 

2,8 ml 

30 Õl 

30 Õl 

5   Õl 

2,5 ml 

 

1,2 ml 

 

2,3 ml 

30 Õl 

30 Õl 

5   Õl            

30% akrylamid, 0.8% 

bisakrylamid   

0.625 M Tris-HCl pH 

6,8  

woda destylowana  

20% SDS   

25% APS  

TEMED  

0,33  ml 

 

0,4   ml 

 

1,26  ml 

10      Õl 

10      Õl 

12      Õl           

 

4.7.4. Detekcja fluorescencji biağek fluorescencyjnych w Ũelu 

polikryloamidowym  

 

W celu detekcji biağek fluorescencycjnych w lizatach kom·rkowych przed rozdziağem 

elektroforetycznym w Ũelu poliakryloamidowym metodŃ SDS-PAGE (Rozdziağ 4.7.3.) 

pomijano etap denaturacji pr·bek. Na Ũel nakğadano jednakowe iloŜci cağkowitego biağka . Po 

rozdziale elektorforetycznym Ũele poliakryloamidowe pğukano w wodzie, a nastňpnie 

dokonywano detekcji sygnağu fluorescencji z wykorzystaniem aparatu Azure Biosystems C 600 

(Tabela 4.7.), z filtrem Cy3 dla detekcji biağek zielonej i z·ğtej fluorescencji.  

 

4.7.5. Immunoblotting (Western blotting) 

 

W celu przeprowadzenia immunoblottingu bezpoŜrednio po elektroforezie SDS-PAGE 

(Rozdziağ 4.7.3.), Ũel poliakrylamidowy, membranň nitrocelulozowŃ (BA85, Schleicher & 

Schuell) oraz 6 arkuszy bibuğy filtracyjnej Whatman 3MM, przyciňtych do rozmiaru Ũelu, 

zanurzano w buforze do transferu (Tabela 4.25.). Nastňpnie wszystkie elementy umieszczano 

w aparacie do transferu w nastňpujŃcej kolejnoŜci: 3 arkusze bibuğy filtracyjnej, membranň 

nitrocelulozowŃ, Ũel i ponownie 3 arkusze bibuğy. Transfer biağek na membranň w aparacie 

Pierce Power Blotter (Thermo Scientific) (Tabela 4.7.) (Ătrasnfer p·ğmokryò) prowadzono 

przez 10 - 15 minut przy stağym napiňciu 25 V i natňŨeniu 1,3 A lub w aparacie ZOOM Dual 

Power (Invitrogen) (Tabela 4.7.) (transfer Ămokryò) przez 2,5 h przy stağym napiňciu 20 V  

i natňŨeniu 360 A. Po zakoŒczeniu transferu membranň inkubowano w 5% roztworze 

blokujŃcym (Tabela 4.25.) przez noc w 4ÁC. W kolejnych etapach membranň inkubowano przez 

1 h z przeciwciağem I-rzňdowym, rozcieŒczonym w buforze TBST (Tabela 4.25.). NieswoiŜcie 
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zwiŃzane przeciwciağa odmywano z membrany buforem TBST (trzykrotne pğukanie, po 5 

min,). Nastňpnie membranň inkubowano przez 1 h z odpowiednim przeciwciağem II-rzňdowym 

skoniugowanym z peroksydazŃ chrzanowŃ (skr·t HRP) (Tabela 4.4.), rozcieŒczonym  

w buforze TBST. Membranň ponownie przemywano trzykrotnie po 5 min buforem TBST. Do 

detekcji HRP wykorzystywano reakcjň chemiluminescencji. W tym celu membranň 

umieszczano w roztworze zawierajŃcym luminol do wykrywania peroksydazy chrzanowej 

(Rozdziağ 4.3.) i odczytywano na aparacie Bio-RAD ChemiDocTMXRS (Tabela 4.7.), 

wykorzystujŃc Imaging System (Tabela 4.8.). 

 

Tabela 4.25. Skğad bufor·w wykorzystywanych podczas reakcji Western blotting. 

Bufor do transferu  Roztw·r blokujŃcy TBST 

Tris                           25 mM 

Glicyna                   150 mM 

Metanol                20% (v/v) 

TBST                            50 ml 

Mleko odtğuszczone         2 g 

 

Tris-HCl pH 7,5         10 mM 

NaCl                         150 mM 

Tween 20                       0,1% 

 

4.7.6. Oczyszczanie biağek  

 

4.7.6.1. Nadprodukcja biağka rekombinowanego GST-ParB S.venezuelae 

 

Biağko rekombinowane GST-ParBSv nadprodukowano przy uŨyciu plazmidu pGEX-

parBSv w kom·rkach E. coli BL21 pLysS zgodnie z procedurŃ opracowanŃ przez doktorantkň 

Juliň Duğawe-Kobeluszczyk z Zakğadu Mikrobiologii Molekularnej. W celu nadprodukcji 

biağka kom·rki BL21 pLysS pGEX-ParBSv hodowano w 50 ml poŨywki pğynnej LB (Tabela 

4.5.9.) zawierajŃcej ampicylinň oraz chloramfenikol w kolbie o objňtoŜci 250 ml  

w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem, 180 obr./min, przez noc. Nastňpnego dnia nocnŃ 

hodowlŃ zaszczepiono 800 ml pğynnej poŨywki LB zawierajŃcej ampicylinň oraz 

chloramfenikol (w kolbie o objňtoŜci 2800 ml (Pyrex)), dodajŃc 16 ml nocnej hodowli. 

Hodowlň inkubowano w 37ÁC z wytrzŃsaniem 180 obr./min, aŨ do osiŃgniňcia OD600 = 0,5 - 

0,6. Nadprodukcjň biağka indukowano przez dodanie 1 M IPTG do koŒcowego stňŨenia 0,5 

mM. Hodowlň nastňpnie inkubowano przez kolejne 3,5 h w 37ÁC. Po tym czasie hodowlň 

zwirowano (20 min, 4000 obr./min, 4ÁC), zlewano supernatant, a osad zawieszano w 45 ml 

buforu A (Tabela 4.26.). Nastňpnie zawiesinň przenoszono do szklanej gilzy umieszczonej na 

lodzie, w kt·rej przeprowadzono sonikacjň z wykorzystaniem sonikatora Sonics Vibra Cell 

Ultrasonic Liquid (Tabela 4.7.) przy amplitudzie 50% i pulsie 5/5 s (5 s sonikacji, 5 s przerwy), 
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przez 15 min. Otrzymany lizat zwirowano (20 min, 9000 g, 4ÁC), supernatant zebrano  

i przefiltrowano przy uŨyciu filtru o Ŝrednicy por·w 0,45 ɛm (Rozdziağ 4.3.).  

 

4.7.6.2. Oczyszczanie biağka rekombinowanego ParBSv z wykorzystaniem chromatografii 

powinowactwa 

 

Chromatografia powinowactwa  

 

  Oczyszczanie rekombinowanego biağka ParBSv przeprowadzono przy uŨyciu zğoŨa 

Gluthatione-Sepharose (Tabela 4.6.). Najpierw przygotowano 1 ml zğoŨa, poprzez jego  

3-krotne przepğukanie buforem A (Tabela 4.26.) (zawieszenie i zwirowanie ï 1 min, 800 

obr./min, 4ÁC). Tak przygotowane zğoŨe dodano do supernatantu z biağkiem GST-ParBSv. 

CağoŜĺ inkubowano na rolerze poziomym w prob·wce typu Falkon o pojemnoŜci 50 ml, w 4ÁC 

przez noc. Nastňpnego dnia zawiesinň supernatantu ze zğoŨem Gluthatione-Sepharose 

przeniesione do pustej kolumny grawitacyjnej o pojemnoŜci 20 ml i zebrano frakcjň biağek 

niezwiŃzanych do zğoŨa. Nastňpnie zğoŨe pğukano 100 ml buforu A, a nastňpnie, 50 ml buforu 

A+ (Tabela 4.26.), sprawdzajŃc jednoczeŜnie przy uŨyciu metody Bradford, czy zmniejsza siň 

stňŨenie wymywanego biağka. Na koniec zğoŨe pğukano 10 ml buforem Pres (Tabela 4.26.), po 

czym na zğoŨe nanoszono 5 ml buforu Pres z dodatkiem 20 Õl proteazy PreScission (500 U) 

(Rozdziağ 4.3.), umoŨliwiajŃcej odciňcie biağka ParBSv od metki GST. Kolumnň ze zğoŨem 

zamkniňto, umieszczono w pr·b·wce typu Falkon oraz inkubowano na rolkach poziomych w 

4ÁC przez noc. Nastňpnego dnia zbierano frakcjň i oznaczano stňŨenie biağka ParBSv metodŃ 

Bradford. Otrzymane biağko przechowywano w - 80ÁC.  

 

Tabela 4.26. Skğad bufor·w stosowanych przy oczyszczaniu biağka GST-ParBSv 

Bufor A  Bufor A+  Bufor Pres Bufor wňglanowy 

Tris-HCl          50 mM 

(pH 8,0) 

NaCl              150 mM 

Tris-HCl           50 mM 

(pH 8,0) 

NaCl              150 mM 

Glicerol                10% 

Tris-HCl        50 mM 

(pH 8,0) 

NaCl            150 mM 

DTT                 1 mM 

EDTA              1 mM 

NaHCO3  100 mM 

NaCl        500 mM 
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Wymiana buforu z wykorzystaniem kolumny PD-10  

 

W celu zmiany buforu, w kt·rym znadowağo siň biağko rekombinowane ParBSv (bufor 

A+, Tabela 4.26.) wykorzystano kolumnň PD-10 z zğoŨem Sephadex G-25 (Tabela 4.6.). 

Kolumnň przygotowano poprzez przepğukanie jej 10 objňtoŜciami wody mQ. Nastňpnie 

kolumnň zr·wnowaŨono 5 objňtoŜciami buforu wňglanowego (Tabela 4.26.). W kolejnym 

etapie naniesiono 2,5 ml biağka ParBSv na kolumnň oraz 3,5 ml buforu wňglanowego. Nastňpnie 

zebrano 7 frakcji po 0,5 ml i oznaczano stňŨenie biağka ParBSv motodŃ Bradford. Otrzymane 

biağko wykorzystano do przygotowania kolumny powinowactwa do oczyszczania przeciwciağa 

anty-ParB (Rozdziağ 4.7.7.). 

 

4.7.6.3. Oczyszczanie biağka FLAG-SMC z hodowli S. venezuelae 

 

W celu oczyszczenia biağka FLAG-SMC hodowano S.venezuelae TM017 (flag-smc)  

w 900 ml poŨywki pğynnej MYM  (Tabela 4.11.) w kolbie o objňtoŜci 2800 ml (Pyrex)  

w temperaturze 30ÁC z wytrzŃsaniem, 200 obr./min, przez 16 h. ObjňtoŜĺ zawiesiny spor 

dodawanŃ do poŨywki wyliczano na podstawie absorbancji (A600) zmierzonej dla 1000-krotnie 

rozcieŒczonej mieszaniny zarodnik·w w 10% glicerolu. Po rozcieŒczeniu zawiesiny spor do 

OD600 = 0,05 pobierano 1 Õl spor i zaszczepiano nimi poŨywke pğynnŃ MYM (Rozdziağ 4.5.2.). 

Po 16 h hodowlň wirowano (20 min, 4000 obr./min, 4ÁC), zlewano supernatant, a osad 

zawieszano w 40 ml buforu IP (Tabela 4.27.) z dodatkiem inhibitor·w proteaz. Nastňpnie 

zawiesinň przenoszono do szklanej gilzy umieszczonej na lodzie, w kt·rej przeprowadzono 

sonikacjň z wykorzystaniem sonikatora Sonics Vibra Cell Ultrasonic Liquid (Tabela 4.7.) przy 

amplitudzie 50% i pulsie 5/10 s (5 s sonikacji, 10 s przerwy), przez 30 min. Otrzymany lizat 

zwirowano (20 min, 9000 g, 4ÁC), supernatant zebrano. Nastňpnie dodano do supernatantu 200 

Õl kulek magnetycznych opğaszczonych przeciwciağem anty-FLAG M2 (Tabela 4.4.), 

wczeŜniej dwukrotnie przepğukanych zimnym buforem IP (Tabela 4.27.). Pr·bki inkubowano 

przez noc w 4ÁC na koğysce laboratoryjnej. Po tym czasie przy pomocy statywu magnetycznego 

oddzielano supernatant od zğoŨa, kt·re przemywano trzykrotnie zimnym buforem IP. Na koniec 

zğoŨe zawieszano w 200 Õl buforu IP i dodawano 6 Õl roztworu 3x FLAG o stňŨeniu 5 Õg/Õl 

(stňŨenie koŒcowe 150 ng/Õl). ZğoŨe inkubowano przez noc w 4ÁC. Po inkubacji pr·bki 

ponownie zwirowano (2 min, 4000 g, 4ÁC). Nastňpnie supernatant przenoszono do nowych 

prob·wek. Oczyszczone biağko FLAG-SMC przechowywano w - 20ÁC z dodatkiem 25% 

glicerolu. W celu sprawdzenia, czy oczyszczanie biağka SMC siň powiodğo przeprowadzono 
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rozdziağ biağek w Ũelu poliakryloamidowym w obecnoŜci SDS (Rozdziağ 4.7.3) oraz analizň 

Western Blotting (Rozdziağ 4.7.5.) (Rysunek 4.1.). 

 

Rysunek 4.1. Detekcja biağek FLAG -SMC z wykorzystaniem techniki Western blotting  

z wykorzystaniem przeciwciağa anty-FLAG.  10 Õg ekstrakt·w kom·rkowych poddano rozdziağowi 

SDS-PAGE w 10% Ũelu poliakryloamidowym. Marker biağkowy PageRule Prestained Protein Ladder 

(Rozdziağ 4.3.). Na ŜcieŨkň Ũelu nakğadano kolejno lizat przygotowany z szczepu, z kt·rego oczyszczano 

biağko FLAG-SMC (TM017), frakcjň niezwiŃzanŃ do kulek magnetycznych opğaszczonych 

przeciwciağem anty-FLAG M2 (Tabela 4.4.) oraz oczyszczone biağko FLAG-SMC.  

 

4.7.7. Oczyszczanie przeciwciağa anty-ParB 

 

 Do oczyszczania przeciwciağa anty-ParB wykorzystano biağko rekombinacyjne ParBSv 

pochodzŃce z S. venezuelae (Rozdziağ 4.7.6.2.). Surowica kr·licza zawierajŃca poliklonalne 

przeciwciağo anty-ParB S. coelicolor zostağa otrzymana w Instytucie Immunologii i Terapii 

DoŜwiadczalnej, PAN we Wrocğawiu (Jakimowicz i wsp., 2002).  

 

4.7.7.1. Wysalanie przeciwciağ z surowicy  

 
W celu wytrŃcenia przciwciağ IgG z surowicy, 40 ml surowicy kr·liczej rozcieŒczono 

dwukrotnie zimnym buforem PBS. Nastňpnie w ğaŦni lodowej powoli, przez okoğo 30 min 

dodawano porcjami 20,4 g siarczanu amonu (do nasycenia 40%). WytrŃcone biağka wirowano 

(20 min, 9 000 x g, 4ÁC), po czym trzykrotnie przemyto roztworem PBS nasyconym siarczanem 

amonu do 40%. Osad zawieszono w 9 ml 5 mM buforu Tris-HCl, pH 8,0. Roztw·r biağka 

dializowano przez noc do 5 litr·w 5 mM buforu Tris-HCl, pH 8,0. Dializat zwirowano (30 min, 

9 000 x g, 4ÁC). Nastňpnie pobrano supernatatnt, kt·ry przechowywano w 4ÁC.  
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4.7.7.2. Oczyszczanie przeciwciağa anty-ParB z wykorzystaniem chromatografii 

powinowactwa  

 

W celu oczyszczenia przeciwciağa anty-ParB z przeciwciağ IgG wykorzystano 

chromatografiň powinowactwa do biağka ParB.Do przygotowania kolumny powinowactwa 

uŨyto zğoŨa Cyanogen bromide-activated-Sepharose 4 Fast Flow (CNBr ï Sepharose) (Tabela 

4.6.) i oczyszczonego biağka ParBSv (Rozdziağ 4.7.6.2.). W celu przygotowania 1 ml zğoŨa, 

zgodnie z instrukcjŃ producenta odwaŨono 0,5 g CNBr Sepharose. Nastňpnie zğoŨe zawieszono 

w 50 ml 1 mM HCl i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 3 h delikatnie mieszajŃc.  

W kolejnym etapie, zğoŨe przemywano najpierw 1 mM HCl, a nastňpnie buforem wňglanowym 

(Tabela 4.26.). ZğoŨe inkubowano z 3,3 mg biağka ParBSv w buforze wňglanowym przez noc, 

w temperaturze 4ÁC, delikatnie mieszajŃc. Nastňpnie niezwiŃzane biağko odmyto ze zğoŨa 5 

objňtoŜciami buforu wňglanowego. Aktywne grupy CNBr zablokowano inkubujŃc zğoŨe przez 

4 h, w temperaturze pokojowej, w roztworze 0,2 M glicyny o pH 8,0. Nastňnie, otrzymane zğoŨe 

ParB przepğukano dwukrotnie buforem PBS. 

W celu oczyszczenia przeciwciağ IgG antyParB, zğoŨe ParB zmieszano z 10 ml 

wysolonych przeciwciağ IgG w PBS i inkubowano, delikatnie mieszajŃc, przez noc w 4ÁC. 

Nastňpnie zğoŨe upakowano na kolumnie i przepğukano dwukrotnie buforem PBS. Przeciwciağa 

odmywano z kolumny 1 M kwasem propionowym. Zbierano 0,5 ml frakcje, kt·re natychmiast 

neutralizowano 0,5 ml 1 M Tris-HCl (pH 9,5). Przeciwciağa przechowywano w - 20ÁC.  

 

4.7.8. Immunoprecypitacja chromatyny (ChIP-seq) 

 

W celu przeprowadzenia immunoprecypitacji chromatyny (ChIP), 50 ml hodowle  

S. venezuelae prowadzono zgodnie z opisem w Rozdziale 4.5.2. Po 5, 11 lub 14 h inkubacji do 

hodowli bakteryjnej dodawano 37% roztw·r formaldehydu do koŒcowego stňŨenia 1%. 

Nastňpnie hodowle przenoszono do prob·wki typu Falkon o pojemnoŜci 50 ml i prowadzono 

inkubacjň w 30ÁC, z wytrzŃsaniem (250 obr/min) przez 30 min. Nastňpnie do hodowli 

dodawano 2 M roztw·r glicyny do koŒcowego stňŨenia 125 mM i inkubowano przez 5 min,  

w temperaturze pokojowej, bez wytrzŃsania. Po tym czasie hodowle zwirowywano (10 min, 

6500 x g, 4ÁC), a nastňpnie osad przemywano dwukrotnie roztworem PBS i zawieszano w 750 

Õl buforu do lizy (Tabela 4.27.). Zawiesinň przenoszono do 2 ml prob·wek typu Eppendorf  

i inkubowano w ğaŦni wodnej, w temperaturze 37ÁC przez okoğo godzinň. Po tym czasie do 
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pr·bek dodano 200 ɛl kulek cyrkonowych (0,1 mm BioSpec Products) (Rozdziağ 4,6.)  

i przenoszono do homogenizatora (FastPrep-24 Classic Instrument) (Tabela 4.7.), w kt·rym 

prowadzono dalszŃ lizň kom·rek. Wykonano 2 x 45 - sekundowe wytrzŃsania przy prňdkoŜci 

6 m/s z 5-minutowŃ przerwŃ, w czasie kt·rej lizaty inkubowane byğy w lodzie. Do lizat·w 

dodano 750 Õl buforu IP (Tabela 4.27.) i inkubowano w lodzie przez 5 min. W kolejnym kroku 

lizaty sonikowano. Pr·bki sonikowano inkubujŃc w lodzie przy zastosowaniu sonikatora Sonics 

Vibra Cell Ultrasonic Liquid (Tabela 4.7.) przy amplitudzie 50%, przez 11 - 18 cykli po 35 s, 

z przerwŃ pomiňdzy cyklami 5 min, tak, aby otrzymaĺ fragmenty DNA o dğugoŜci w zakresie 

300 - 500 pz (dğugoŜĺ fragment·w zostağa sprawdzona elektroforetyczne). Nastňpnie lizaty 

wirowano (14000 x g, 15 min, 4ÁC), a supernatanty bňdŃce docelowo immunoprecypitowanymi 

pr·bkami (ĂIPò) przenoszono do nowych prob·wek. Do pr·b IP dodawano 80 Õl zawiesiny 

zğoŨa w postaci kulek magnetycznych opğaszczonych przeciwciağem anti-FLAG M2 

specyficznie rozpoznajŃcym znacznikowy peptyd FLAG (Tabela 4.4.). W przypadku 

immunoprecypitacji ParB (bez znacznika) uŨywano oczyszczone przeciwciağo poliklonalne 

anty-ParB, (Tabela 4.4.) (Rozdziağ 4.7.7.). Przeciwciağo anty-ParB (2.25 mg) dodawano do 

lizatu i inkubowano przez 14 h w 4ÁC. Nastňpnie dodawano kulki magnetyczne pokryte 

biağkiem A/G, (Rozdziağ 4.3.), przepğukane przed dodaniem do pr·bki 2 razy zimnym buforem 

IP (1 min, 1800 rpc, 4ÁC). Pr·bki IP inkubowano ze zğoŨem przez noc w 4ÁC na koğysce 

laboratoryjnej. Po tym czasie oddzielano supernatant od zğoŨa, kt·re przemywano dwukrotnie 

1 ml buforu IP, jednokrotnie 1 ml buforu IP2 oraz jednokrotnie 1 ml buforu TE (Tabela 4.27.). 

Na koniec zğoŨe zawieszano w 150 Õl buforu TE z dodatkiem SDS w koŒcowym stňŨeniu 1%. 

Pr·by inkubowano przez noc w ğaŦni wodnej w temperaturze 65ÁC. Po inkubacji pr·bki 

wirowano (2 min, 4500 x g, temp. pokojowa), przenoszono supernatant do nowych prob·wek, 

dodawano proteinazň K (Rozdziağ 4.3.) do koŒcowego stňŨenia 100 Õg/ml i inkubowano przez 

1,5 godziny w 55ÁC. Nastňpnie DNA ekstrahowano mieszaninŃ fenol / chloroform / alkohol 

izoamylowy (25: 24: 1) (Rozdziağ 4.3.), a w kolejnym kroku chloroformem. Na koniec do 

roztworu z DNA dodawano 1/10 objňtoŜci 3 M octanu sodu pH 5,53 oraz 3 objňtoŜci etanolu. 

Nastňpnie probki inkubowano w 70ÁC przez noc, po czym wirowano (30 min, 14000 x g, 4ÁC), 

osad przemywao 70% etanolem i znowu pr·bki wirowano (30 min, 14000 x g, 4ÁC), nastňpnie 

uzyskany osad DNA suszono i zawieszano 10 Õl wody wolnej od nukleaz. StňŨenie uzyskanego 

DNA okreŜlano spektrofotometrycznie z wykorzystaniem zestawu Qubit dsDNA 

Quantification Assay Kit (Rozdziağ 4.3.) zgodnie z zaleceniami producenta. Analizy 

dokonywano poprzez skanowanie fluorescencji przy dğugoŜci fali 490 / 530 przy uŨyciu 

urzŃdzenia Tecan Infinite 200 PRO (Tabela 4.7.). 
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Tabela 4.27. Skğad bufor·w uŨywanych do immunoprecypitacji 

Bufor do lizy Bufor IP  Bufor IP2  

Tris-HCl, pH 8,0       10 mM 

NaCl                          50 mM 

Lizozym                 14 mg/ml 

 Inhibitor proteaz (1 tabletka 

na 10 ml) 

Tris-HCl, pH 8,0        50 mM 

NaCl                         250 mM 

Triton X100                   0,8% 

 Inhibitor proteaz (1 tabletka 

na 10 ml) 

Tris-HCl, pH 8,0        50 mM 

NaCl                         500 mM 

Triton X100                   0,8% 

 Inhibitor proteaz (1 tabletka  

na 10 ml) 

 

Otrzymane pr·bki sekwencjonowano korzystajŃc z usğug firmy NGS Servises wedğug 

protokoğu Illumina ChIP-Seq TruSeq (Rozdziağ 4.6.) obejmujŃcego wstňpnŃ kontrolň jakoŜci, 

przygotowanie biblioteki fragment·w DNA (naprawa koŒc·w, doğŃczenie adapter·w, 

amplifikacja fragment·w DNA), kontrolň jakoŜci otrzymanej biblioteki oraz obustronne 

sekwencjonowanie fragment·w o dğugoŜci 75 pz lub jednostronne o dğugoŜci 150 pz. Analizň 

bioinformatycznŃ uzyskanych sekwencji w oparciu o jňzyk programowania R oraz pakiety: 

edgeR (poszukiwanie region·w DNA wiŃzanych przez analizowane biağko), normR 

(normalizacja danych wzglňdem pr·bek kontrolnych, wyszukiwanie miejsc wiŃzania) i csaw, a 

takŨe programy: bowtie2 (metoda end-to-end, mapowanie odczyt·w do genomu), 

samtools (sortowanie i indeksowanie odczyt·w), MACS2 (wyszukiwanie miejsc wiŃzania) 

przeprowadziğa dr Agnieszka Strzağka (Zakğad Mikrobiologii Molekularnej, Wydziağ 

Biotechnologii, Uniwersytet Wrocğawski). 

 

4.7.9. IloŜciowa reakcja ğaŒcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym 

(qPCR)  

 

Analizň czňstoŜci marker·w - wyznaczenie stosunku oriC:arm prowadzano 

wykorzystujac iloŜciowŃ reakcje ğaŒcuchowej polimerazy (qPCR, ang. Quantitative realtime 

PCR) z wykorzystaniem chromosomalnego DNA S. venezuelae jako matrycy. Hodowle do 

izolacji DNA prowadzono w 5 ml poŨywki MYM zaszczepionej 1 Õl spor z rozcieŒczenia spor 

o OD600 r·wnego 0,05, tak jak opisoano w rozdziale 4.5.2.. Hodowle prowadzono  

w plastikowych prob·wkach o pojemnoŜci 50 ml typu Falkon, od 2 - 28 h w temperaturze 30ÁC, 

z wytrzŃsaniem (200 obr/min). Izolacjň prowadzono zgodnie z protokoğem opisanym  

w rozdziale 4.6.2.. Po izolacji mierzono spektrofotometrycznie stňŨenie DNA, wykorzystujŃc 

aparat NanoDrop 1000 (Rozdziağ 4.6.3.6.; Tabela 4.7.), a nastňpnie DNA rozcieŒczono do 

koŒcowego stňŨenia 1 ng/Õl. Jako matrycň do rekacji qPCR wykorzystywano 2 ng 

chromosomalnego DNA. Amplifikowano fragment o dğugoŜci 83 pz w pobliŨu regionu oriC 
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(poğoŨenie na chromosomie S. venezuelae 3 958 240 ï 3 958 322) (startery: gyr2_Fw / 

gyr2_Rv) (Tabela 4.3) oraz fragment o dğugoŜci 78 pz znajdujŃcy siň na koŒcu prawego 

ramienia chromosomu (poğoŨenie na chromosomie S. venezuelae 1 320 274 ï 1 320 351) 

(startery: arg3_Fw / arg3_Rv) (Tabela 4.3). qPCR przeprowadzono przy uŨyciu Power Up 

SYBR Green Master Mix (Rozdziağ 4.3.) przy pomocy aparatu StepOnePlus (Tabela 4.7.). 

Stosunek oriC:arm obliczono przy uŨyciu por·wnawczej metody ȹȹCt. Pr·bŃ referencyjnŃ byğ 

stosunek oriC:arm oszacowany jako 1 w pr·bce DNA pochodzŃcej z hodowli rosnŃcej przez 

26 h, co odpowiada pojawieniu siň zarodnik·w, czyli etapowi, w kt·rym zatrzymany jest proces 

replikacji chromosomu.  

 

4.7.10. Test hydrolizy CTP 

 

Testy hydrolizy CTP prowadzano z wykorzystaniem zestawu ATPase / GTPase Activity 

Assay Kit (Rozdziağ 4.3.), kt·ry wykrywa wolne reszty fosforanowe, bňdŃce produktem 

hydrolizy nukleotydu. Zestaw ten wykorzystuje jako reagent zieleŒ malachitowŃ, kt·ra po 

zwiŃzaniu z wolnymi grupami fosforanowymi tworzy barwny produkt. Pomiary aktywnoŜci 

CTPazowej biağka ParB prowadzono w buforze Tris-HCl (Tabela 4.28.) w objňtoŜci koŒcowej 

40 ɛl przy stağym stňŨeniu biağka ParBSv (2 ɛM) (Rozdziağ 4.7.6.2.) oraz CTP (4 mM). 

R·wnolegle prowadzono reakcjň w obecnoŜci plazmidowego DNA zawierajŃcego sekwencjň 

parS (pBSK parS) (15 ɛM) lub zmutowana sekwencjň parS ï parSmut (pBSK parSmut) (15 ɛM) 

z dodatkiem lub bez oczyszczonego biağka FLAG-SMC (0,2 ɛM) (Rozdziağ 4.7.6.3). Reakcjň 

hydrolizy CTP prowadzono w przezroczystych pğytkach 96-doğkowych przez 30 min  

w temperaturze 37oC. Oznaczenia uwolnionego fosforanu dokonywano dodajŃc 200 ɛl 

roztworu zieleni malachitowej, a nastňpnie ponownie inkubowano mieszaninň przez 30 min  

w temperaturze 37ÜC. Po tym czasie odczytano poziom absorbancji fali o dğugoŜci 620 nm  

z wykorzystaniem czytnika Tecan Infinite 200 PRO (Tabela 4.7.). R·wnolegle zgodnie 

wytycznymi producenta zetawu przygotowano krzywŃ standardowŃ stňŨenia fosforanu. 

KrzywŃ standardowŃ wykorzystywano do obliczeŒ iloŜci uwolnionego fosforanu [Õmol]  

w analizowanej pr·bce. Otrzymane wyniki absorbancji przeliczano na liczbň Õmoli 

uwolnionego fosforanu na 1 Õmol biağka [ɛmol / ɛmol biağka]. Analizy istotnoŜci r·Ũnic 

przeprowadzano z wykorzystaniem testu t-Studenta. 
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Tabela 4.28. Skğad buforu uŨytego podczas reakcji hydrolizy CTP 

Bufor  

Tris-HCl pH 8,0           100 mM 

NaCl                             100 mM 

MgCl2                               1 mM 

Tween 20                       0,005% 

BSA                       0,1 mg/ml 

 

4.8. Techniki mikroskopowe 

 

4.8.1. Przygotowanie preparat·w mikroskopowych z hodowli pğynnych 

 

Szczepy S. venezuelae do analiz mikroskopowych hodowano w poŨywce pğynnej MYM 

w objňtoŜci 2 ml lub 5 ml w zaleŨnoŜci od prowadzonego eksperymentu (Rozdziağ 4.5.2.),  

w temperaturze 30ÁC zgodnie z procedura opisanŃ w rozdziale 4.5.2.. Barwniki fluorescencyjne 

SYTO24 lub Hoechst 33342 (w celu wybrawienia DNA), NADA-green (w celu wybarwienia 

peptydoglikanu) lub ligandy dla biağka HaloTag - TMR direct ligand lub Janelia Fluor-549 

(Tabela 4.5.) dodawano do poŨywki bezpoŜrednio po zaszczepieniu odpowiedniej iloŜci spor 

(Rozdziağ 4.5.2.). Przed przygotowaniem preparatu hodowle trzykrotnie przepğukiwano 2 ml 

buforem PBS (wirowanie 2 min, 1800 obr./min, 4ÁC) ostatecznie zawieszajŃc kom·rki  

w objňtoŜci 50 - 200 Õl buforu PBS (w zaleŨnoŜci od iloŜci osadu).  

Preparaty mikroskopowe z hodowli pğynnych S. venezueale przygotowywano na szkieğkach 

mikrokospowych pokrytych agarozŃ.  W tym celu, na szkieğku podstawowym PTFE (szkieğko 

z powğokŃ teflonowŃ; Epredia - B-0507) umieszczano 700 Õl 1,2% agarozy (w wodzie miliQ). 

W celu otrzymania pğaskiej powierzchni na ciepğŃ agarozň nakğadano szkieğko podstawowe. Po 

zastygniňciu agarozy (10 min), szkieğko ŜciŃgniňto pğaskim ruchem. Nastňpnie na agarozň 

nanoszono 2 Õl zawiesiny uzyskanej z hodowli S. venezuelae. Po wyschniňciu (15 min) preparat 

dociskano szkieğkiem nakrywkowym o wymiarze 24 x 24 mm.  

 

4.8.2. Przygotowanie utrwalonych preparat·w mikroskopowych 

 

W celu przygotowania preparat·w utrwalonych, na pğytkach Petriego zawierajŃcych 

podğoŨe MYM (Tabela 4.11.) umieszczano pod kŃtem 45ÁC sterylne szkieğka nakrywkowe (22 

x 22 mm). Pomiňdzy szkieğko nakrywkowe a poŨywkň dodawano 1 Õl zawiesiny spor o OD600 
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0,05. Pğytki inkubowano przez 16 ï 26 h, w temperaturze 30ÁC. Nastňpnie szkieğka wyciŃgano 

z podğoŨa, pokrywano roztworem utrwalajŃcym (Tabela 4.29.) i inkubowano przez 15 min,  

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie dwukrotnie przemywano szkieğka roztworem PBS 

(Rozdziağ 4.3.). Po usuniňciu roztworu, na szkieğka nanoszono barwniki fluorescencyjne WGA 

AF350 w celu wybarwienia Ŝciany kom·rkowej oraz 7AAD (7-Aminoaktynomycyna D) w celu 

wybarwienia DNA) (Tabela 4.5.). Po 1-godzinnej inkubacji bez dostňpu Ŝwiatğa, preparaty 

pğukano 4-krotnie buforem PBS, po czym suszono. Wysuszone szkieğka nakrywkowe 

nakğadano na szkieğka podstawowe, na kt·re nanoszono wczeŜniej 5 Õl roztworu 50% glicerolu 

w PBS. Preparaty do analizy mikroskopowej przechowywano w 4ÁC. 

 

Tabela 4.29. Skğad roztworu utrwalajŃcego 

Roztw·r utrwalajŃcy (6 ml) 

PBS                                     4,95 ml 

16% paraformaldehyd        1,05 ml 

23% glutaraldehyd              2,10 Õl 

 

4.8.3. Analiza preparat·w mikroskopowych  

 

Analizy preparat·w mikroskopowych (utrwalonych i na szkieğkach z agaraozŃ) 

przeprowadzono za pomocŃ mikroskopu fluorescencyjnego Leica LAS X Widefield Systems 

(Tabela 4.7.) uŨywajŃc filtr·w, czas·w ekspozycji matrycy oraz barwnik·w fluorecencyjnych 

zestawionych  w Tabeli 4.30 oraz Tabeli 4.31.  

 

Tabela 4.30. Stosowane filtry oraz czasy ekspozycji matrycy podczas obserwacji biağek 

fluorecencycjnych przy uŨyciu mikroskopu fluorescencyjnego Leica LAS X Widefield Systems 

 

Biağko fluorescencyjne Filtr  Czas ekspozycji matrycy 

DnaN-EGFP GFP 180 ms 

TetR-mVenus YFP 200 ms 

FtsZ-YPet YFP 200 ms 

mCherry mCherry 200 ms 
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Tabela 4.31. Stosowane filtry oraz czasy ekspozycji matrycy podczas analiz preparat·w 

barwionych przy uŨyciu mikroskopu fluorescencyjnego Leica LAS X Widefield Systems oraz 

Delta Vision  

Barwnik / ligand / 

Filtr; czas ekspozycji 

matrycy (mikroskop 

fluorescencyjny Leica) 

Filtr; czas ekspozycji 

matrycy; poziom transmisji 

(mikroskop 

fluorescencyjny Delta 

Vision) 

Barwnik fluorescencyjny 

Hoechst 33342 

(tryhydrochloride trihydrate) 
Filtr DAPI; 100 ms - 

SYTO-24 filtr GFP; 180 ms filtr FITC; 15 ms; 10% 

7-Aminoaktynomycyna D 

(7AAD) 
filtr mCherry; 200 ms - 

WGA-Alexa Fluor 350 Filtr DAPI; 100 ms - 

NADA-green 

(3-amino-D-alanina 

znakowana NBD (7-nitro-

2,1,3-benzofurazan)) 

filtr GFP; 180 ms filtr FITC; 50 ms; 32% 

Ligand 

TMR direct ligand filtr mCherry; 200 ms filtr mCh; 200 ms; 32% 

Janelia Fluor-549 filtr mCherry; 200 ms filtr mCh; czas 200 ms; 32% 

 

Detekcjň sygnağu fluorescencyjnego prowadzono w programie ImageJ (Tabela 4.8.) 

oraz przy zastosowaniu skrypt·w opracowanych przez dr Agnieszkň Strzağkň Ăsporecounterò 

oraz ĂEDA - Exploratory Data Analysisò dostňpnego na serwerze Shiny (Microbes in Wrocğaw 

shiny server). Profile fluorescencji wyznaczano z uŨyciem narzňdzia do selekcji liniowej  

w programie ImageJ (ĂStraight segmented or freehand lines, or arrowsò) o odpowiednio 

dobranej szerokoŜci. Nastňpnie za pomocŃ skryptu ĂEDAò wyznaczano lokalne maksima  

w profilach fluorescencji na zdjňciach mikroskopowych. OdlegğoŜci pomiňdzy sygnağami 

fluorescencyjnymi a wybranymi punktami odniesienia mierzono przy pomocy Ăsporecounterò, 

kt·ry znajduje pozycje przegr·d i chromosom·w w strzňpkach przy uŨyciu pakietu  

R Peaks. Dane zbierano z dw·ch powt·rzeŒ biologicznych. KaŨde powt·rzenie biologiczne 

wykonywano w dw·ch powt·rzeniach technicznych. Nastňpnie uzyskane wyniki uŜredniano  

i analizowano istostnoŜĺ statystycznŃ. 
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4.8.4. Mikroskopowe obserwacje przyŨyciowe z wykorzystaniem kom·r 

mikroprzepğywowych (system ONIX)   
  

W celu przeprowadzenia obserwacji przyŨyciowych wykorzystywano mikroskop 

DeltaVision Ultra High Resolution oraz mikroprzepğywowŃ system CellAsic Onix (Tabela 4.7.) 

do kontroli warunk·w hodowli. System ten umoŨliwia obserwacje kom·rek bakteryjnych  

w czasie rzeczywistym, w stağej temperaturze oraz przy ciŃgğym dostarczaniu ŜwieŨej poŨywki. 

System skğada siň z moduğu ONIX kontrolowanego przez oprogramowanie producenta oraz 

pğytki mikroprzepğywowej (Microfluidic plates CellASIC ONIX ï B04A; Rozdziağ 4.3.; Tabela 

4.7.) z czterema niezaleŨnymi komorami do obserwacji.  

Hodowle S. venezuelae przygotowywano w oparciu o opublikowany protok·ğ 

(Schlimpert i wsp., 2016). Do kolby stoŨkowej o pojemnoŜci 250 ml ze sprňŨynŃ (w celu 

zapewnienia dobrego napowietrzania) dodawano 30 ml poŨywki MYM, 60 Õl roztworu TES 

(ang. Trace Element Solution, roztw·r mikroelement·w, Tabela 4.11.) oraz 1 Õl zawiesiny spor 

o OD600 r·wnym 0,05 odpowiednego szczepu S. venezuelae. Hodowlň inkubowano przez 40 h 

w 30ÁC z wytrzŃsaniem. Nastňpnie 1 ml hodowli wirowano (3000 x g, 1 min), po czym 100 ɛl 

supernatantu zawierajŃcego spory przenoszono do nowej prob·wki typu Eppendorf. Spory 

rozcieŒczano w stosunku 1 : 60, poŨywkŃ MYM-TES (Tabela 4.11.). Spory podczas 

przygotowania eksperymentu przechowywano w ğaŨni lodowej. Z pozostağej hodowli 

pobierano 5 ml i flitrowano za pomocŃ filtru o Ŝrednicy por·w 0,22 ɛm (Rozdziağ 4.3.) w celu 

oddzielenia poŨywki od spor i fragment·w pseudogrzybni i otrzymania poŨywki okreŜlanej 

jako ĂzuŨytaò. Tak przygotowana ĂzuŨytaò poŨywka peğniğa rolň induktora sporulacji w czasie 

obserwacji mikroskopowych. Studzienki pğytki mikroprzepğywowej  przepğukiwano za pomocŃ 

poŨywki MYM-TES oraz przefiltrowanej poŨywki MYM. Do studzienki nr 1 i nr 6 dodawano 

300 Õl sterylnej poŨywki MYM-TES, do doğk·w nr 2 ï 5 dodawano 300 Õl ĂzuŨytegoò MYM-

TES oraz do studzienki nr 8 dodano 100 Õl rozcieŒczonych spor. Nastňpnie uszczelniano 

powierzchniň pğytki i  przenoszono jŃ do komory grzejnej mikroskopu DeltaVision (Tabela 

4.7.) doprowadzonej do temperatury 30ÁC i instalowano zgodnie z zaleceniami producenta. 

Spory ğadowano do mikroprzepğywowej komory obserwacyjnej pod ciŜnieniem 6 PSI, przez  

2 - 15 sekund w zaleŨnoŜci od gňstoŜci zawiesiny uzyskanych spor. Po zağadowaniu spor 

eksperyment prowadzono pod stağym ciŜnieniem 3 PSI oraz temperaturze 30ÁC. W kaŨdym 

prowadzonym eksperymencie pobierano w pierwszej kolejnoŜci ŜwieŨŃ poŨywkň MYM ze 

studzienki nr 1 przez pierwsze 6 godzin eksperymentu. 30 min po zağadowaniu spor do komory 

obserwacyjnej przeprowadzono wstňpne obserwacje i zaznaczano pozycje, w kt·rych 
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prowadzono analizy  (oprogramowanie softWoRx). Po ustaleniu pozycji (30 min - 2 h od 

zağadowania kom·rek) rozpoczynano analizň, kt·rŃ prowadzono przez 18 - 32 h wykonujŃc 

zdjňcia dla wybranych pozycji co 10 lub 15 min. Do obserwacji biağek oraz barwnik·w 

fluorecencyjnych uŨywano filtry, czasy ekspozycji matrycy oraz transmisjň Ŝwiatğa 

wzburdzajňcego zestawione w Tabeli 4.32. oraz Tabeli 4.31.  

 

Tabela 4.32. Stosowane filtry, czas ekspozycji matrycy oraz poziom transmisji obrazu podczas 

obserwacji mikroskopowej prezy uŨyciu mikroskopu fluorescencyjnego Delta Vision  

Biağko 

fluorescencyjne 
Filtr oraz kanağ 

Czas ekspozycji 

matrycy 
Poziom transmisji 

EGFP FITC 200  ms 10% 

mVenus YFP 200 ms 32% 

YPet YFP 50 ms 32% 

mCherry mCh 200 ms 10% 

 

Dane zbierano z dw·ch powt·rzeŒ biologicznych. KaŨde powt·rzenie biologiczne 

wykonywano w dw·ch powt·rzeniach technicznych. 

 

4.8.5. Analiza film·w poklatkowych uzyskanych przy uŨyciu mikroskopu 

fluorescencyjnego Delta Vision Elite Imager 
 

Analizy fim·w poklatokowych uzyskanych przy wykorzystaniu mikroskopu 

fluorescencyjnego Delta Vision Elite Imager (Tabela 4.7.) prowadzono w programie ImageJ 

(Tabela 4.8.) oraz przy zastosowaniu skryptu opracowanego przez dr Agnieszkň Strzağkň 

Ăfindpeaksò dostňpne na serwerze Shiny (Microbes in Wrocğaw shiny server). Skrypt ten 

wykorzystywano do analizy dğugoŜci kom·rek, analizy pozycji skupisk fluorescencyjnych  

i analiz czas·w pojawienia sygnağ·w fğuorescnecyjnych (kompleks·w ParB-HaloTag, FtsZ-

YPet, Ŝcian poprzecznych barwionych barwnikiem NADA, FROS, DnaN-EGFP) (Tabela 4.5.). 

Podczas analiz uwzglňdniano wyğŃcznie strzňpki, kt·re na wszystkich analizowanych etapach 

wzrostu znajdowağy siň w jednej pğaszczyŦnie ostroŜci podczas obserwacji w Ŝwietle 

widzialnym z kontrastem fazowym.  

Tak jak w przypadku analiz preparat·w mikroskopowych opsianych wczeŜniej (Rozdziağ 

4.8.3.) wykorzystano narzňdzia do selekcji liniowej (ĂStraight segmented or freehand lines, or 

arrowsò) w programie ImageJ o odpowiednio dobranej szerokoŜci w celu lokalizacji lokalnych 
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maksim·w w profilach fluorescencji na zdjňciach mikroskopowych oraz wyznaczenia tempa 

wydğuŨania strzňpek (ȹl/t). Nastňpnie uzyskane wyniki uŜredniano i analizowano istotnoŜĺ 

statystycznŃ. 

 

4.8.6. Analizy dynamiki biağka z wykorzystaniem mikroskopii  

wysokorozdzielczej i konfokalnej 

 

W celu analizy dynamiki biağka wykorzystywano mikroskopiň wysokorozdzielczŃ  

i metodň Ŝledzenia pojedynczej czŃsteczki (SPT, ang. Single Particle Tracking) oraz 

mikroskopiň konfokalnŃ i program do analizy powrotu fluorescencji po fotowygaszaniu 

(FRAP, ang. Fluorescence Recovery After Photobleaching). Analizy te prowadzono dla ParB-

HaloTag znakowanego Janelia Fluor-549 (Tabela 4.5.). 

 

4.8.6.1. Przygotowanie preparat·w do eksperyemntu FRAP oraz do SPT  

 

W prob·wkach szklanych o pojemnoŜci 20 ml przygotowano hodowle pğynne  

S. venezuelae w 2 ml poŨywki MYM (Tabela 4.11.) z dodatkiem ligandu dla biağka HaloTag 

Janelia Fluor-549 (Tabela 4.5.). Hodowle zaszczepiono 1 Õl spor o OD600 r·wnym 0,02  

i inkubowano w 30ÁC z wytrzŃsaniem 200 obr./min, przez 5 h, 17 h i 22 h. Nastňpnie hodowle 

przeznaczone do eskperymentu SPT przepğukiwano 7 razy przefiltrowanym roztworem PBS 

(po 2 ml) (hodowle wirowano 3 min, 3000 obr./min), dla eksperymentu FRAP hodowlň 

przepğukiwano 2 razy, ostatecznie zawieszajŃc kom·rki w objňtoŜci 50 - 200 Õl buforu PBS  

(w zaleŨnoŜci od iloŜci osadu).  

Szkieğka podstawowe oraz nakrywkowe moczono przez noc w 1 M KOH w celu usuniňcia 

wszelakich zanieczyszczeŒ. Nastňpnego dnia szkieğka trzykrotnie pğukano wodŃ miliQ oraz 

suszono przy uŨyciu sprňŨnonego powietrza (ciŜnienie 2 bara). Na wysuszone szkieğka 

podstawowe naklejono silikonowe ramki o wymiarach 1.5 x 1.6 cm (ang. Gene Frame, Thermo 

Scientific). Do ramek nanoszono 65 Õl 1,1% agarozy (Agarose low gelling temperature, 

Rozdziağ 4.3.) rozpuszczonej w przefiltrowanym roztworze PBS (do eksperymentu SPT) lub w 

sterylnej pğynnej poŨywce MYM (do eksperymentu FRAP) (ogrzanej do temperatury 55ÁC). 

Ramki przykrywano szkieğkiem nakrywkowyma po zastygniňciu agarozy (1 godz) pğaskim 

ruchem ostroŨnie ŜciŃgniňto szkieğko i nanoszono 2 Õl kom·rek S. venezuelae. Po wyschniňciu 

(15 min) preparat dociskano szkieğkiem nakrywkowym o wymiarach 20 x 20 mm.  
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4.8.6.2. Analizy SPT 

 

Analizy SPT prowadzono wykorzystujŃc mikroskop Zeiss Elyra 7 (Tabela 4.7.). 

Badania prowadzono z wykorzystaniem lasera o dğugoŜci fali 561 nm, uŨywanego podczas 

obrazowania w stağym zakresie mocy 80%. Czas naŜwietlania wynosiğ 20 ms. Zbierano od 

10 000 do 20 000 klatek. Eksperyment prowadzono w stağej temperaturze 30ÁC. Analizy 

obraz·w wykonano wykorzystujŃc program Oufti (Paintdakhi A. i wsp., 2016), ImageJ -  

z wykorzystaniem pakietu TrackMate (Fiji) oraz SMTracker 2.0 (Rºsch T.C. i wsp., 2018). 

Analizy ruchliwoŜci pojedynczych czŃsteczek w programie SMTracker 2.0 w oparciu  

o program MATLAB przeprowadziğa dr Agnieszka Strzağka (Zakğad Mikrobiologii 

Molekularnej, Wydziağ Biotechnologii, Uniwersytet Wrocğawski). W analizach mierzono 

pozorny wsp·ğczynnik dyfuzji D (ɛm2/s). Przyjňto, Ũe wartoŜĺ D r·wna lub mniejsza od 0,08 

oznacza czŃsteczki nieruchliwe, a wartoŜĺ wiňksza ï czŃsteczki ruchliwe. 

 

4.8.6.3 Analizy FRAP 

 

Analizy FRAP prowadzono wykorzystujŃc mikroskop Leica Stellaris Imaging System 

(Tabela 4.7.). Badania prowadzono z wykorzystaniem lasera o dğugoŜci fali 540 nm. Przed 

fotowygaszeniem pr·bkň 3 razy skanowano przez 5,128 s laserem o mocy 2,32%. Nastňpnie 

obszar obejmujŃcy kompleks fluorescencyjny wygaszono laserem o mocy 95% 3 razy po 0,393 

s. W kolejnym etapie laserem o mocy 2,32% skanowano pr·bkň 19 razy po 30 s (9,5 min). 

KaŨdy skan prowadzono wzdğuŨ osi x/y/z oraz pochodziğ z dwukrotnego uŜrednenia obrazu,  

o stağym przybliŨeniu 10. R·wnoczeŜnie przeprowadzono eksperyment kontrolny  

z pominiňciem etapu fotowygaszania. Podczas tego etapu uŨyto laser o identycznej mocy, jak 

podczas 9,5 min skanowania pr·bki. Eksperyment prowadzono w stağej temperaturze 30ÁC. 

Analizy wykonano wykorzystujŃc program ImageJ z wykorzystaniem pakietu Stowers (Fiji) 

oraz R Studio (Tabela 4.8.).  
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4.9. Konstrukcja zmutowanych szczep·w S. venezuelae 

 

4.9.1. Konstrukcja szczepu KP4F4 (ȹparB, flag-smc) S. venezuelae 

 

W celu konstrukcji szczepu pozbawionego genu parB i produkujŃcego biağko FLAG-

SMC (fuzja N-koŒcowa) zmodyfikowano uzyskany przez dr Tomasza Mağeckiego szczep 

TM017 (flag-smc, HygR) wykorzystujŃc kosmid Sv-4-A09 ȹparB (Tabela 4.1.), zawierajŃcy 

kasetň opornoŜci na apramycynň oraz sekwencjň oriT w miejscu genu parB. Przeprowadzono 

koniugacjň miňdzyrodzajowŃ (Rozdziağ 4.6.5.) szczepu TM017 z kom·rkami ET12567 / 

pUZ8002 zawierajŃcymi zmodyfikowany kosmid Sv-4-A09 ȹparB (Rysunek 4.2.)  

Do selekcji koniugant·w uŨywano apramycyny, kanamycyny i higromycyny (Tabela 

4.12.). Nastňpnie w celu znalezienia koniugant·w, w kt·rych zaszedğ podw·jny Ăcrossing-

overò poszukiwano koniugant·w wraŨliwych na kanamycynň i opornych na apramycynň. 

Wyselekcjonowane klony AprR, KnR, sprawdzano za pomocŃ PCR na matrycy DNA 

chromosomalnego z uŨyciem starter·w pSv_parABkont3_Fw oraz pSv_parABkont4_Rv 

(Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 

4.15.). Uzyskano oczekiwane  produkty  (w szczepie z delecjŃ genu parB - 1735 pz  

a w szczepie dzikim 1582 pz) oraz poddano je sekwencjonowaniu, kt·re potwierdziğo ich 

poprawnoŜĺ. Dodatkowo poprawnoŜĺ konstrukcji szczepu sprawdzono dla dw·ch klon·w za 

pomocŃ techniki Western blotting. W celu identyfikacji biağka ParB (39 kDa) stosowano 

surowice zawierajŃce przeciwciağa skierowane przeciwko biağku ParB (Tabela 4.4.). Natomiast 

w celu identyfikacji biağek FLAG-SMC (128,5 kDa) stosowano przeciwciağa anty-FLAG 

(Tabela 4.4.). Analiza Western blotting, zostağa uzupeğniona pomiarami intensywnoŜci prŃŨk·w 

w programie ImageJ (Tabela 4.8.) i potwierdziğa poprawnoŜĺ konstrukcji szczepu ȹparB, 

ȹsmc, flag-smc nazwanego KP4F4 (Rysunek 4.3.). Do dalszych eksperyment·w wybrano klon 

drugi szczepu KP4F4.  
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Rysunek 4.2. Schemat konstrukcji szczepu S. venezuelae KP4F4 (ȹparB, flag-smc). Opis schematu 

w tekŜcie. 

 

 

Rysunek 4.3. Analiza poprawnoŜci szczepu S. venezuelae KP4F4 (ȹparB, flag-smc)  

z wykorzystaniem techniki Western blotting. 20 Õg ekstrakt·w kom·rkowych poddano rozdziağowi 

SDS-PAGE w 10% Ũelu poliakryloamidowym, a nastňpnie przeprowadzono analizň Western blotting  

z wykorzystaniem przeciwciağa anty-ParB (A) oraz anty-FLAG (B). Jako kontrolň negatywnŃ 

zastosowano lizat pochodzŃcy z szczepu typu dzikiego S. venezuelae (WT), jako kontrolň pozytywnŃ 

dla FLAG-SMC wykorzystano lizat przygotowany z szczepu TM017 (flag-smc). (A) ścieŨka 1: marker 

biağkowy PageRule Prestained Protein Ladder, ŜcieŨka 2: WT (szczep typu dzikiego), ŜcieŨka 3: MD002 

(ȹparB), ŜcieŨka 4: MD020 (ȹparB), ŜciaeŨka 5 i 6: ï 2 klony szczepu KP4F4. (B) ścieŨka 1: marker 

biağkowy PageRule Prestained Protein Ladder (Rozdziağ 4.3.), ŜcieŨka 2: WT, ŜcieŨka 3: TM017 ( flag-

smc) oraz ŜcieŨka 4 i 5: 2 klony szczepu KP4F4. Wykresy pod zdjňciami Ũeli przedstawiajŃ 

intensywnoŜĺ poszczeg·lnych prŃŨk·w (wyznaczone przy pomocy programu ImageJ). 
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4.9.2. Konstrukcja szczepu KP004 (ȹsmc, ȹparAB), KP020 (ȹsmc, ȹparB)  

S. venezuelae 

 

W celu konstrukcji szczepu pozbawionego gen·w parAB oraz smc lub parB oraz smc 

zmodyfikowano uzyskany przez dr Tomasza Mağeckiego szczep TM010 (ȹsmc). Wymianň 

gen·w parAB na kasetň zawierajŃcŃ gen opornoŜci na apramycynň oraz sekwencjň oriT 

przeprowadzono za pomocŃ koniugacji miňdzyrodzajowej (Rozdziağ 4.6.5.) szczepu TM010  

z kom·rkami ET12567 / pUZ8002 zawierajŃcymi zmodyfikowany kosmid Sv-4-A09 ȹparAB 

(Tabela 4.1.) (Rysunek 4.4.A). Natomiast wymianň genu parB na kasetň zawierajŃcŃ gen 

opornoŜci na apramycynň oraz sekwencjň oriT przeprowadzono za pomocŃ koniugacji 

miňdzyrodzajowej szczepu TM010 z kom·rkami ET12567 / pUZ8002 zawierajŃcymi 

zmodyfikowany kosmid Sv-4-A09 ȹparB (Tabela 4.1.) (Rysunek 4.4.B). 

W obu konstruowanych szczepach do selekcji koniugant·w uŨywano apramycyny  

i kanamycyny. Nastňpnie w celu znalezienia koniugant·w, w kt·rych zaszedğ podw·jny 

Ăcrossing-overò poszukiwano koniugant·w wraŨliwych na kanamycynň i opornych na 

apramycynň. Klony, opornň tylko na apramycynň sprawdzano za pomocŃ reakcji PCR 

przeprowadzonej na matrycy DNA chromosomalnego z wykorzystyaniem starter·w 

pSv_parABkont3_Fw / pSv_parABkont4_Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green 

DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.). Uzyskane produkty PCR (1799 pz dla 

szczepu KP004 (ȹsmc, ȹparAB) oraz 1735 pz dla  KP020 (ȹsmc, ȹparB) w por·wnaniu  

z 2591 pz i 1582 pz w szczpie dzikim) sekwencjonowano potwierdzajŃc ich poprawnoŜĺ. 

Dodatkowo poprawnoŜĺ szczepu KP004 weryfikowano za pomocŃ techniki Western 

blotting (Rozdziağ 4.7.1. - 4.7.5.) z zastosowaniem przeciwciağa skierowane przeciwko biağku 

ParB (Tabela 4.4.) (Rysunek 5.3.). 
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Rysunek 4.4. Schemat konstrukcji szczepu S. venezuelae (A) KP004 (ȹsmc, ȹparAB) oraz (B) 

KP020 (ȹsmc, ȹparB). Opis schematu w tekŜcie.  

 

4.9.3. Konstrukcja szczep·w S. venezuelae produkjŃcych HaloTag: KP001 

(WT, ptcphalotag) KP002 (WT, ptcpRBShalotag) oraz KP003 (WT, 

pRtcphalotag)  

 

Szczepy produkujŃce HaloTag przygotowano jako szczepy kontrolne,  

z wykorzystaniem genu halotag wprowadzonego w pochodnej wektora pSS170 integrujŃcego 

w miejsce BT1 w chromosomie S. venezuelae.  

W celu konstrukcji wektora pSS170-ptcphalotag (Rysunek. 4.5.) na matrycy plazmidu 

pCRISPR-ptcp-RBS (Tabela 4.1.) z uŨyciem starter·w KP_35Fw / KP_35Rv (Tabela 4.3.) oraz 
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zestawu Q5 Hot Start HighFidelity DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.) namnoŨono 

sekwencjň kodujŃcŃ promotor tcp830 (bez sekwencji RBS) oraz gen kodujŃcy biağko TetR 

otrzymujŃc produkt 939 pz. Produkty PCR klonowano metodŃ SLIC (Rozdziağ 4.6.3.7.) do 

wektora pSS170-halotag trawionego enzymami restrykcyjnymi NdeI / XmaJI (Rozdziağ 4.6.3.). 

MieszaninŃ reakcyjnŃ transformowano kom·rki DH5Ŭ, selekcjonowano transformanty oporne 

na higromycynň (Tabela 4.10.; Rozdziağ 4.6.4.). PoprawnoŜĺ uzyskanego wektora sprawdzono 

za pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv (Tabela 4.3.) 

oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.), uzyskany 

produkt (2018 pz) sekwencjonowano. W ten spos·b uzyskano wektor pSS170-ptcphalotag 

(Tabela 4.1.). 

W celu konstrukcji wektora pSS170-ptcpRBShalotag (Rysunek 4.6.) na matrycy plazmidu 

pCRISPR-ptcp-RBS (Tabela 4.1.) z uŨyciem starter·w KP_35Fw / KP_36Rv (Tabela 4.3.) oraz 

zestawu Q5 Hot Start HighFidelity DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.) namnoŨono 

sekwencjň kodujŃcŃ promotor tcp830 (ptcp), gen kodujŃcy biağko TetR oraz sekwencjň RBS 

otrzymujŃc produkt 971 pz. Produkt PCR klonowano metodŃ SLIC (Rozdziağ 4.6.3.7.) do 

wektora pSS170-halotag trawionego enzymami restrykcyjnymi NdeI / XmaJI. MieszaninŃ 

reakcyjnŃ transformowano kom·rki E. coli DH5Ŭ, selekcjonujŃc transformanty  

z wykorzystaniem higromycyny (Tabela 4.10.; Rozdziağ 4.6.4.). PoprawnoŜĺ uzyskanego 

wektora pSS170-ptcpRBShalotag (Tabela 4.1.) sprawdzono za pomocŃ PCR z wykorzystaniem 

starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA 

Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.) i uzyskany produkt (2049 pz) sekwencjonowano.  

W celu konstrukcji wektora pSS170-pRtcphalotag (Rysunek 4.7.) na matrycy plazmidu 

pCRISPR-ptcp-RBS (Tabela 4.1.) z uŨyciem starter·w KP_39Fw / KP_39Rv (Tabela 4.3.) oraz 

zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.) namnoŨono 

sekwencjň kodujŃcŃ promotor tcp830 (ptcp) oraz sekwencjň RBS otrzymujŃc produkt 277 pz. 

Nastňpnie uzyskany fragment wklonowano za pomocŃ reakcji SLIC (Rozdziağ 4.6.3.7.) do 

wektora pSS170-halotag potrawionego enzymem restrykcyjnym XmaJI uzyskujŃc wektor 

pSS170-ptcphalotag (Tabela 4.1.). MieszaninŃ rekacyjnŃ transformowano kom·rki 

chemikompetentnych DH5Ŭ, transformanty slekcjonowano wykorzystujŃc higromycynň 

(Tabela 4.10.; Rozdziağ 4.6.3.). PoprawnoŜĺ uzyskanego wektora sprawdzono za pomocŃ 

reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv (Tabela 4.3.), otrzymujŃc 

produktu o dğugoŜci 1373 pz (Rozdziağ 4.6.3.5.). Nastňpnie na matrycy wektora pTC-28S15-0X 

psmyctetRrevpmyc1topA (Tabela 4.1.) z uŨyciem starter·w KP_37Fw / KP_37Rv (Tabela 4.3.) oraz 

zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.) namnoŨono 
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sekwencjň kodujŃcŃ biağko TetRrv otrzymujŃc produkt 722 pz. JednoczeŜnie na matrycy 

wektora pCRISPR-ptcp-RBS (Tabela 4.1.) z uŨyciem starter·w KP_38Fw / KP_38Rv (Tabela 

4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.)  

namnoŨono sekwencjň kodujŃcŃ promotor S14 wraz z sekwencjň RBS S. venezuelae, 

otrzymujŃc produkt 120 pz. Za pomocŃ reakcji PCR overlap uŨywajŃc starter·w KP_37Fw / 

KP_38.2Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu KAPA DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.19.) 

poğŃczono dwa namnoŨone fragmenty: promotor S14 (ps14), wraz z sekwencjŃ RBS oraz 

sekwencjň kodujŃcŃ biağko TetRrv, otrzymujŃc produkt 801 pz. Produkt PCR wklonowano za 

pomocŃ reakcji SLIC (Rozdziağ 4.6.3.7.) do wektora pSS170-ptcphalotag potrawionego 

enzymem restrykcyjnym HindIII selekcjonujŃc klony oporne na higromycynň (Tabela 4.10.; 

Rozdziağ 4.6.3.). PoprawnoŜĺ uzyskanego wektora pSS170-pRtcphalotag sprawdzono za 

pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv (Tabela 4.3.) oraz 

zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.) i uzyskany 

produkt (2132 pz) sekwencjonowano.  

Po uzyskaniu wektor·w:pSS170-ptcp
halotag, pSS170-ptcprbs

halotag, pSS170-pRtcphalotag 

umoŨliwiajŃcych produkcjň biağka HaloTag pod kontrolŃ r·Ũnych promotor·w indukowanych 

wprowadzono je do S. venezuelae za pomocŃ koniugacji miňdzyrodzajowej. Wektory 

wprowdzono do kom·rek ET12567 / pUZ8002. Nastňpnie kom·rki ET12567 / pUZ8002 

zawierajŃce pochodne wektora pSS170 poddawano koniugacji miňdzyrodzajowej  

z zarodnikami szczepu dzikiego S. venezuelae (NRRL B-65442) selekcjonujŃc koniugatny 

oporne na higromycynň (Tabela 4.12.). Uzyskane koniuganty oporne na higromycynň 

sprawdzano za pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv 

(Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 

4.15.). Uzyskano oczekiwane produkty (2000 pz  dla pSS170-permEhalotag, 2018 pz  dla pSS170-

ptcp
halotag, 2049 pz  dla pSS170-ptcprbshalotag oraz 2132 pz  dla pSS170 pRtcphalotag) 

otrzymujŃc szczepy KP001 (WT, ptcphalotag) KP002 (WT, ptcpRBShalotag) oraz KP003 (WT, 

pRtcphalotag). Do weryfikacji skonstruowanych szczep·w wykorzystano takŨe technikň Western 

blotting z zastosowaniem przeciwciağa anty-HaloTag (Tabela 4.4.) (Rozdziağ 4.7.1. - 4.7.5.).  

W celu sprawdzenia poziomu biağka produkowanego pod kontrolŃ badanych promotor·w, 

wykonano pomiar intensywnoŜci prŃŨk·w w programie ImageJ (Rysunek 4.8.).  
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Rysunek 4.5. Schemat konstrukcji wektora pSS170-ptcphalotag. Opis schematu w tekŜcie. 
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Rysunek 4.6. Schemat konstrukcji wektora pSS170-ptcpRBShalotag. Opis schematu w tekŜcie. 
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Rysunek 4.7. Schemat konstrukcji wektora pSS170-pRtcphalotag. Opis schematu w tekŜcie. 
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Rysunek 4.8. Detekcja biağka HaloTag szczep·w szczepach KP001 (WT, ptcphalotag) KP002 (WT,  

ptcpRBShalotag) oraz KP003 (WT, pRtcphalotag) ï z wykorzystaniem techniki Western blotting.  

Ekstrakty kom·rkowe zawierajŃce 10 Õg biağka poddano rozdziağowi SDS-PAGE w 12,5% Ũelu 

poliakryloamidowym, a nastňpnie przeprowadzono analizň Western blotting z wykorzystaniem 

przeciwciağa anty-HaloTag. ścieŨka 1 i 2: lizaty pochdzŃce z hodowli szczepu KP003 indukowanego 

ATET oraz nieindukowanego, Ŝciezka 3 i 4: lizat pochodzŃcy z szczepu KP002 indukowanego  

i nieindukowanego, ŜcieŨka 5 i 6: lizat pochodzŃcy z szczepu KP001 indukowanego oraz 

nieindukowanego. ścieŨka 7: kontrola pozytywna, WT-halotagpermE. ścieŨka 8: WT (szczep typu 

dzikiego) - kontrola negatywna. ścieŨka 9: marker biağkowy PageRule Prestained Protein Ladder 

(Rozdziağ 4.3.). Na Ũelu zaznaczono sygnağ pochodzŃcy od biağka HaloTag. Wykres pod zdjňciem Ũelu 

przedstawia intensywnoŜĺ poszczeg·lnych prŃŨk·w (wyznaczone przy pomocy programu ImageJ). 

 

4.9.4. Konstrukcja szczep·w S. venezuelae produkujŃcych ParB-HaloTag: 

KP005 (WT, pnatparAB-halotag), KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag) oraz 

KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) 

 

Szczepy produkujŃce biağko ParB-HaloTag (fuzja C-koŒcowa) pod kontrolŃ natywnego 

promotora genu parAB przygotowano wedğug schematu przedstawionym na Rysunku 4.9.  

i Rysunku 4.10. z wykorzystaniem wektora pSS170-pnatparAB-halotag integrujŃcego  

w miejsce BT1 w chromosomie S. venezuelae.  

W celu konstrukcji wektora pSS170-pnatparAB-halotag (Rysunek 4.5.), na matrycy kosmidu 

Sv-4-A09 (Tabela 4.1.) z uŨyciem starter·w KP_66Fw / KP_43Rv (Tabela 4.3.) oraz zestwu 

KAPA DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.19.) namnoŨono sekwencjň kodujŃcŃ natywny 
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promotor parAB, gen parA oraz parB, otrzymujŃc produkt o dğugoŜci 2587 pz. Produkt 

klonowano metodŃ SLIC do wektora pSS170-halotag potrawionego XmaJI (Rozdziağ 4.6.). 

MieszaninŃ reakcyjnŃ transformowano kom·rki E. coli DH5Ŭ, selekcjonujŃc transformanty 

oporne na higromycynň (Tabela 4.10.; Rozdziağ 4.6.4.). PoprawnoŜĺ uzyskanego wektora 

pSS170- pnatparAB-halotag (Tabela 4.1.) sprawdzono za pomocŃ PCR z wykorzystaniem 

starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA 

Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.) a uzyskany produkt (3694 pz) sekwencjonowano. 

Wektor pSS170-pnatparAB-halotag wprowadzono za pomocŃ koniugacji miňdzyrodzajowej do 

szczepu dzikiego S. venezuelae (NRRL B-65442), MD030 (ȹparAB) oraz KP004 (ȹsmc, 

ȹparAB) otrzymujŃc odpowiednio szczepy KP005 (WT, pnatparAB-halotag), KP006 (æparAB, 

pnatparAB-halotag) oraz KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) (Tabela 4.2.; Rysunek 

4,10). PoprawnoŜĺ uzyskanych koniugant·w sprawdzano za pomocŃ reakcji PCR  

z wykorzystaniem starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv oraz zestawu DreamTaq Green DNA 

Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.), uzyskujŃc oczekiwany produkt o dğugoŜci 3694 

pz. 

 

 

Rysunek 4.9. Schemat konstrukcji wektora pSS170-pnatparAB-halotag. Opis schematu w tekŜcie. 
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Rysunek 4.10. Schemat konstrukcji szczep·w KP005 (WT, pnatparAB-halotag), KP006 (æparAB, 

ppnatparAB-halotag) oraz KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) S. venezuelae. Opis schematu 

w tekŜcie. 

 

 

4.9.5. Konstrukcja szczep·w S. venezuelae produkujŃcych ParB-HaloTag 

pod kontrolŃ indukowanego promotora pRtcp: KP008 (WT, pRtcpparB-

halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag), KP010 (æparB::apra, pRtcpparB-

halotag) oraz KP011 (æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet)  

 

Szczepy produkujŃce biağko ParB-HaloTag (fuzja C-koŒcowa) pod kontrolŃ promotora 

tcp830 (ptcp) kontrolowanego przez odwrotny represor TetR (TetRrev) przygotowywano wedğug 

schematu przedstawionego na Rysunku 4.11 oraz 4.12 z wykorzystaniem wektora pSS170-

pRtcpparB-halotag integrujŃcego w miejscu BT1 na chromosomie S. venezuelae. 

W celu konstrukcji pSS170-pRtcpparB-halotag (Rysunek 4.11.), na matrycy plazmidu 

pSS170- pRtcphalotag (Tabela 4.1.) namnoŨono sekwencjň kodujŃcŃ gen tetRrv wraz 

promotorem ptcp830 z uŨyciem starter·w KP_37Fw / KP_37BHTRv (Tabela 4.3.) oraz zestawu 

Q5 Hot Start HighFidelity DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.), otrzymujŃc produkt 
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o dğugoŜci 1068 pz. R·wnoczeŜnie na matrycy kosmidu Sv-4-A09 z uŨyciem starter·w 

KP_43BHTFw / KP_43Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu Q5 Hot Start HighFidelity DNA 

polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.) namnoŨono sekwencjň kodujŃcŃ gen parB, 

otrzymujŃc produkt o dğugoŜci 1165 pz. Oba produkty klonowano do wektora potrawionego 

enzymem restrykcyjnym XmaJI (Rozdziağ 4.6.) metodŃ Gibson Assembly (Rozdziağ 4.6.3.8.). 

MieszaninŃ reakcyjnŃ transformowan kom·ri E. coli DH5Ŭ, selekcjonowano transformanty 

oporne na higromycynň (Tabela 4.10.). PoprawnoŜĺ uzyskanego wektora pSS170-pRtcpparB-

halotag sprawdzono za pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pSSseq_Fw / 

pSSseq_Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; 

Tabela 4.15.) a uzyskany produkt PCR (3211 pz)  sekwencjonowano. 

Wektor pSS170-pRtcp830parB-halotag wprowadzono za pomocŃ koniugacji miňdzyrodzajowej 

do szczepu dzikiego S. venezuelae (NRRL B-65442), MD020 (ȹparB, AprR), MD002 (æparB) 

selekcjonujŃc koniugatny oporne na higromycynň. PoprawnoŜĺ uzyskanych koniugant·w 

sprawdzano za pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pSSseq_Fw / pSSseq_Rv 

(Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 

4.15.), uzyskujŃc oczekiwany produkt o dğugoŜci 3311 pz.Otrzymano w ten spos·b szczepy: 

KP008 (WT, pRtcp830parB-halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag) oraz KP010 (æparB, 

pRtcpparB-halotag) (Tabela 4.2.; Rysunek 4.12.A.). W celu uzyskania szczepu KP011 (æparB, 

pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet), uzyskany szczep KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag) (Tabela 

4.2.) poddano koniugacji miňdzyrodzajowej z kom·rkami ET12567 / pUZ8002 zawierajŃcymi 

plazmid pKF351-pnatftsZ-ypet (Tabela 4.1.; Rysunek 4.12.B.). Selekcjonowano koniuganty 

oporne na apramycynň. 
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Rysunek 4.11. Schemat konstrukcji wektora pSS170-pRtcpparB-halotag. Opis schematu w tekŜcie. 
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Rysunek 4.12. Schemat konstrukcji szczep·w S. venezuelae. (A) Szczepy: KP008 (WT, pRtcpparB-

halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag), KP010 (æparB::apra, pRtcpparB-halotag). (B) Szczepy: 

KP011 (æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet) S. venezuelae. Opis schematu w tekŜcie. 
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4.9.6. Konstrukcja szczep·w S. venezuelae ze znakowanym oriC: KP012 

(WT, FROS-52), KP013 (WT, FROS-112), KP014 (WT, FROS-353), KP015 

(ȹsmc, FROS-52), KP016 (ȹsmc, FROS-112) oraz KP017 (ȹsmc, FROS-353)  

 

Szczepy ze znakowanym oriC, produkujŃce TetR-mVenus oraz zawierajŃce 

powt·rzone sekwencje tetO w pobliŨu regionu oriC (ang. origin of replication) 

przygotowywano wedğug schematu przedstawionego na Rysunku 4.13. Gen tetR-mvenus pod 

kontrolŃ silnego konstytutywnego promotora S14 (pS14) oraz kasetň zawierajŃcŃ 49 powt·rzeŒ 

tetO wprowadzono do chromosome S. venezuelae z zastosowaniem pochodnej wektora pOJ260 

(AprR, KnR) (Tabela 4.1.). Pochodne wektora pOJ260 zawierağy fragmenty homologiczne do 

wybranych region·w chromosomu S. venezuelae umoŨliwiajŃce pojedynczŃ rekombinacjň 

homologicznŃ (ang. single crossing over) w wybranych trzech miejscach w chromosomie 

S.venezuelae. W celu znakowania oriC wybrano trzy regiony znajdujŃce siň 52 kpz (pOJ-

FROS-52), 112 kpz (pOJ-FROS-112) oraz 353 kpz (pOJ-FROS-353) od oriC na chromosomie 

Streptomyces (Tabela 4.1.) (Rysunek 4.13.). 

W celu konstrukcji wektora pOJ260-52, na matrycy kosmidu Sv_5-B09 z uŨyciem starter·w 

KP_74Fw / KP_74Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu Q5 Hot Start HighFidelity DNA polymerase 

(Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.), namnoŨono fragment odpowiadajŃcy sekwencji 52 kpz od oriC 

na chromosomie S. venezuelae i zawierajŃcy czňŜĺ genu vnz_18215, otrzymujŃc produkt  

o dğugoŜci 1746 pz. W celu konstrukcji wektora pOJ260-112, na matrycy kosmidu Sv_3-G09 

z uŨyciem starter·w KP_75Fw / KP_75Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu Q5 Hot Start 

HighFidelity DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.), namnoŨono fragment 

odpowiadajŃcy sekwencji 112 kpz od oriC na chromosomie S. venezuelae, zawierajŃcy czňŜĺ 

genu vnz_18495, otrzymujŃc produkt o dğugoŜci 1856 pz. W celu konstrukcji wektora pOJ260-

353, na matrycy kosmidu Sv_4-E11 z uŨyciem starter·w KP_76Fw / KP_76Rv (Tabela 4.3.) 

oraz zestawu Q5 Hot Start HighFidelity DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.17.), 

namnoŨono fragment odpowiadajŃcy sekwencji 353 kpz od oriC na chromosomie  

S. venezuelae, zawierajŃcy czňŜĺ genu vnz_19695, otrzymujŃc produkt o dğugoŜci 19695 pz. 

Wszystkie fragmenty uzyskane po reakcji PCR wklonowano metodŃ SLIC (Rozdziağ 4.6.3.7.) 

do potrawionych enzymem restrykcyjnym EcoRI plazmid·w pOJ260 (Tabela 4.1.). 

Mieszaninami rekacyjnymi transformowano kom·rki chemikompetentne E. coli DH5Ŭ, 

selekcjonujŃc tranformany z uŨyciem apramycyny oraz kanamycynň. PoprawnoŜĺ uzyskanych 

konstrukt·w sprawdzono za pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pOJ260seq_Fw 
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/ pOJ260seq_Rv oraz  zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 

4.15.), uzyskane produkty (1892 pz dla pOJ260-52, 2004 pz dla pOJ260-112 oraz 1899 pz dla 

pOJ260-353) sekwencjonowano potwierdzajŃc poprawnoŜĺ sekwencji. Uzyskano w ten spos·b 

wektory pOJ260-52, pOJ260-112, pOJ260-353 (Tabela 4.1.; Rysunek 4.13.). 

Nastňpnie na matrycy wektora pSS170-ptcphalotag z uŨyciem starter·w KP_71Fw / KP_71Rv 

(Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 

4.15.), namnoŨono gen tetR wraz z promotorem S14 (pS14), otrzymujŃc produkt  

o dğugoŜci 762 pz. R·wnolegle przy uŨyciu starter·w KP_72Fw / KP_72Rv (Tabela 4.3.) 

namnoŨono fragment obejmujŃcy gen mvenus na matrycy plazmidu pBAD-mvenus (Tabela 

4.1.), dodajŃc sekwencjň kodujŃcŃ linker (Met-Pro-Arg-Asn-Asn-Asp-Gly-Ser), otrzymujŃc 

produkt o dğugoŜci 788 pz. JednoczeŜnie namnoŨono fragment obejmujŃcy 49 kaset tetO 

uŨywajac w tym celu jako matrycy plamidu pLAU44 (Tabela 4.1.) oraz starter·w KP_73Fw / 

KP_81Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu KAPA DNA polymerase (Rozdziağ 4.3., Tabela 4.19.), 

otrzymujŃc produkt o dğugoŜci 2261 pz .Uzyskane trzy fragmenty wklonowano metodŃ Gibson 

Assembly (Rozdziağ 4.6.3.8) do potrawionych enzymem restrykcyjnym HindIII pochodnych 

wektorapOJ260-52, pOJ260-112, pOJ260-353 (Tabela 4.1.). Mieszaninami reakcyjnymi 

transformowano kom·rki chemikompetentne E. coli DH5Ŭ selekcjonujŃc transformanty oporne 

na apramycynň oraz kanamycynň (Tabela 4.10., Rysunek 4.13.). PoprawnoŜĺ uzyskanych 

konstrukt·w sprawdzono za pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pOJ260seq_Fw 

/ pOJ260seq_Rv (Tabela 4.3.) oraz zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 

4.3.; Tabela 4.15.), a uzyskane  produkty (5695 pz dla pOJ260-FROS-52, 5807 pz dla pOJ260-

FROS-112 oraz 5702 pz dla pOJ260-FROS-353) sekwencjonowano potwierdzajŃc ich 

poprawnoŜĺ.  
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Rysunek 4.13. Schemat konstrukcji wektor·w: (A) pOJ260-FROS-52, (B) pOJ260-FROS-112 

oraz (C) pOJ260-FROS-363. Opis schematu w tekŜcie 

 

 

Dodatkowo w celu weryfikacji poprawnoŜci konstrukt·w dokonano detekcji biağka 

TetR-mVenuse w lizatach E. coli. W tym celu lizaty kom·rkowe (10 Õg cağkowitego biağka) 

rozdzielono w elektroforezie SDS-PAGE (z pominiňciem denaturacji) a nastňpnie sczytano 

fluorescencje uŨywajŃc aparatu Azure Biosystems C600 z ustawieniami przeznaczonymi do 
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detekcji fluorofor·w Cy3 (GFP) (Rozdziağ 4.7.4., Rysunek 4.14.A.).R·wnoczeŜnie Ũel 

poliakryloamidowy wykorzystano do analizy Western blotting z wykorzystaniem przeciwciağa 

monoklonalnego anty-EGFP (Tabela 4.4.) (Rysunek 4.14.B.). Na podstawie anlizy wybrano 

nastňpujŃce konstrukty do wprowadzenia do S. venezuelae: pOJ-FROS-52 klon II (Rysunek 

4.14.B. - ŜcieŨka 4), pOJ-FROS-112 klon II (Rysunek 4.14.B. - ŜcieŨka 7) oraz E. coli pOJ-

FROS-353 klon I (Rysunek 4.14.B. - ŜcieŨka 9).  

 

 

Rysunek 4.14. Detekcja biağka TetR-mVenus w E. coli DH5Ŭ zawierajŃcych pOJ-FROS-52, 

pOJ260-FROS-112 oraz pOJ260-FROS-353. Ekstrakty kom·rkowe zawierajŃce 10 mg biağka 

poddano rozdziağowi SDS-PAGE w 12,5% Ũelu poliakryloamidowym (z pominiňciem denaturacji),  

a nastňpnie fluorescencjň sczytano przy pomocy skanera fluorescencyjnego. (A) Detekcja fluorescencji 

biağka TetR-mVenuse przy uŨyciu aparatu Azure Biosystems C600. (B) Analiza Western blotting  

z wykorzystaniem przeciwciağa anty-EGFP. (A, B) Marker biağkowy Unstained Protein Ladder 

(Rozdziağ 4.3.). Lizaty szczep·w: S. venezuelae (NRRL B-65442) (kontrola negatywna) ï ŜcieŨka 1,  

E. coli pOJ260 (kontrola negatywna) ï ŜcieŨka 2, E. coli pOJ-FROS-52 ï ŜcieŨka 3-5 (klon I-IIII),  

E. coli pOJ-FROS-112 ï ŜcieŨka 6-8 (klon I-III), E. coli pOJ-FROS-353 ï ŜcieŨka 9-11 (klon I-III), 

ŜcieŨka 12- pusta, E. coli pBAD-mvenus (kontrola pozytywna -26,89 kDa) ï ŜcieŨka 13. Zaznaczono 

biağko mVenus (26,89 kDa) oraz TetR-mVenus. Zaznaczono biağko TetR-mVenus (74 kDa). 

 

Wybrane plazmidy pOJ260-FROS-52, pOJ260-FROS-112 oraz pOJ260-wprowadzono 

do kom·rek ET12567 / pUZ8002 i poddawano je koniugacji miňdzyrodzajowej z zarodnikami 

szczepu dzikiego S. venezuelae (NRRL B-65442) oraz TM010 (ȹsmc). Selekcjonowano 

koniuganty oporne na apramycynň. PoprawnoŜĺ uzyskanych koniugant·w sprawdzano za 

pomocŃ reakcji PCR z wykorzystaniem starter·w pOJ260seq_Fw / pOJ260seq_Rv oraz 
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zestawu DreamTaq Green DNA Polymerase Kit (Rozdziağ 4.3.; Tabela 4.15.), uzyskujŃc 

oczekiwane produkty ( 5695 pz dla pOJ260-FROS-52, 5807 pz dla pOJ260-FROS-112 oraz 

5702 pz dla pOJ260-FROS-353) (Tabela 4.1.). Otrzymano w ten spos·b szczepy KP012 (WT, 

FROS-52), KP013 (WT, FROS-112), KP014 (WT, FROS-353), KP015 (ȹsmc, FROS-52), 

KP016 (ȹsmc, FROS-112) oraz KP017 (ȹsmc, FROS-353) (Tabela 4.2.; Rysunek 4.15.).  
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Rysunek 4.15. Schemat konstrukcji szczep·w S. venezuelae (A) KP012 (WT, FROS-52), KP015 

(ȹsmc, FROS-52), (B) KP013 (WT, FROS-112), KP016 (ȹsmc, FROS-112), (C) KP014 (WT, 

FROS-353), KP017 (ȹsmc, FROS-353). Opis schematu w tekŜcie. 
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5. Wyniki  
 

 
Biağko ParB to bakteryjne biağko segregacjyjne o aktywnoŜci CTPazowej. Homodimery 

ParB zwiŃzane z CTP wiŃŨŃ sekwencje parS zlokalizowane w pobliŨu regionu oriC  

i rozprzestrzeniajŃ siň wzdğuŨ DNA tworzŃc kompleks nukleoproteinowy (segrosom) (Graham 

i wsp., 2014; Murray i wsp., 2006; Tran i wsp., 2018, Jalal i wsp. 2020, Szafran i wsp., 2021). 

U wielu bakterii ParB rekrutuje biağko SMC, kt·re odpowiada za kondensacjň DNA. 

Zaobserwowano, Ũe u Bacillus subtilis SMC bezpoŜrednio oddziağuje z domenŃ N-koŒcowŃ 

ParB, kt·ra jest r·wnieŨ domenŃ zaangaŨowanŃ w wiŃzanie ParA i CTP. Co ciekawe, rekrutacja 

SMC przez ParB zaleŨy od wiŃzania CTP, ale nie wymaga hydrolizy CTP (Bock i wsp., 2022; 

Antar i wsp., 2021; Taylo i wsp., 2021). U Streptomyces oba biağka wpğywajŃ na organizacjň 

chromosomu w pobliŨu oriC w spos·b zaleŨny od stadium rozwoju (Szafran i wsp., 2020  

i 2021). 

  W ramach pracy potwierdzono, rekrutacjň SMC przez ParB u Streptomyces venezueale 

(Rozdziağ 5.1.*). Aby sprawdziĺ, jak SMC wpğywa na pozycjonowaie i dynamikň kompleks·w 

ParB podczas wzrostu wegetatywnego i sporogennego Streptomyces skonstruowano szczepy  

S. venezuelae produkujŃce ParB-HaloTag w obecnoŜci lub nieobecnoŜci SMC i analizowano 

ich r·Ũnicowanie i dynamikň ParB (Rozdziağ 5.2.**). Dodatkowo, zbadano wpğyw SMC na 

organizacjň chromosomu i jego replikacjň oraz lokalizacjň regionu oriC podczas kieğkowania 

zarodnik·w (Rozdziağ 5.3.) 

 

5.1. Rola ParB w oddziağywaniu SMC-DNA  

 

 Biağko SMC S. venezuelae jest kluczowe dla utrzymania przestrzennej organizacji 

chromosomu i odpowiada za jego kondensacjň w zarodnikach (Mağecki, praca doktorska 2021, 

Szafran i wsp., 2021). Usuniňcie SMC powoduje zanik kohezji ramion chromosomu w czasie 

sporulacji, podobnie jak eliminacja biağka ParB. Aby potwierdziĺ rekrutacjň SMC przez ParB 

u S. venezuelae zbadano oddziağywanie biağka FLAG-SMC z chromosomem w obecnoŜci ParB 

oraz pod nieobecnoŜĺ tego biağka za pomocŃ immunoprecypitacji chromatyny.  

*  Wyniki zawarte w tej czňŜci pracy stanowiŃ czňŜĺ publikacji: ĂSzafran, M. J., Mağecki, T., Strzağka, A., 

Pawlikiewicz, K., Duğawa, J., Zarek, A., Kois Ostrowska, A., Findlay, K. C., Le, T. B. K., Jakimowicz, D. (2021). 

Spatial rearrangement of the Streptomyces venezuelae linear chromosome during sporogenic development. Nature 

Communications, 12 (1), 5222. https://doi.org/10.1038/s41467-021-25461-2ò. 

 

**  Wyniki zawarte w tej czňsci pracy zawarto w publikacji: ĂPawlikiewicz, K., Strzağka, A., Majkowski, M., 

Duğawa-Kobeluszczyk, J., Szafran, M. J., Jakimowicz, D. (2024). SMC modulates ParB engagement in segregation 

complexes in Streptomyces. https://doi.org/10.1101/2024.10.17.618854ò - praca w recenzji. 
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5.1.1. Wyznaczenie punkt·w czasowych dla immunoprecypitacji FLAG-

SMC  

 

W celu wyznaczenia punktu czasowego dla zbadania wiŃzania biağka FLAG-SMC do 

chromosomu S. venezuelae okreŜlono etap r·Ũnicowania grzybni powietrznej S. venezuelae 

podczas hodowli w poŨywce pğynnej MYM (w warunkach opisanych w Rozdziale 4.5.2.). Za 

pomocŃ analiz mikroskopowych dokonano oceny zaawansowania procesu sporulacji. 

Wykorzystano szczep produkujŃcy biağko FtsZ-YPet (MD100 - WT ftsZ-ypet) bňdŃce 

markerem podziağu kom·rkowego oraz wybarwiono DNA (barwnikiem 7-AAD (Tabela 

4.3.2.)) w celu oceny stopnia kondensacji chromosomu. Preparaty wykonano z hodowli 

pğynnych po 11, 12, 14 i 16 godzinie hodowli wedğug procedury opisanej w Rozdziale 4.8.2.. 

Podczas obserwacji mikroskopowych ustalono, Ũe regularne pierŜcienie FtsZ-YPet 

towarzyszŃce skondensowanemu DNA pojawiağy siň w strzňpkach po 14 godzinach hodowli 

(Rysunek 5.1.). 

 

Rysunek 5.1. Analiza r·Ũnicowania S. venezueale w warunkach hodowli dla eksperymentu 

immunoprecypitacji chromatyny.  Przykğadowe zdjňcia mikroskopowe obrazujŃce etapy 

r·Ũnicowania strzňpki szczepu MD100 (WT ftsZ-ypet) produkujŃcego FtsZ-Ypet (Ũ·ğty)  

z wybarwionym DNA (czerowony). Kolejne panele (od g·ry): obraz strzepek w Ŝwietle przechodzŃcym 

(kontrast fazowy), obraz fluorescencji FtsZ-YPet (z·ğty); barwienie DNA 7-AAD (czewony); nağoŨenie 

kanağ·w. Skala: 1 Õm.  
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5.1.2. Immunoprecypitacja chromatyny ï badanie oddziağywania FLAG-

SMC z chromosomem S. venezuelae 

 

W celu zbadania wpğywu biağka segregacyjnego ParB na oddziağywania biağka SMC  

z chromosomem S. venezuelae przeprowadzono immunoprecypitacjň chromatyny sprzňŨonŃ  

z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem precypitowanego DNA (Rozdziağ 4.7.8.).  

Por·wnano wiŃzanie biağka FLAG-SMC w szczepie kontrolnym (TM017 flag-smc)  

i w szczepie pozbawionym ParB (KP4F4 - ȹparB, flag-smc). W obydwu badanych szczepach 

sekwencjň kodujŃcŃ flag wprowadzono powyŨej genu smc w natywnym locus. Jako kontrolň 

wykorzystano szczepy produkujŃce niezmodyfikowane biağko SMC: szczep typu dzikiego  

S. venezuelae (NRRL B-65442) oraz szczep z delecjŃ genu parB (MD002 - ȹparB). Analizy 

wykonano dla hodowli 11 h (dla szczepu TM017 oraz NRRL B-65442) oraz 14 h (dla szczepu 

TM017, KP4F4, NRRL B-65442 oraz MD002). ZağoŨono, Ũe godzina 11 to etap wzrostu przed 

rozpoczňciem procesu kondensacji i segregacji chromosom·w, natomiast godzina 14 to etap 

r·Ũnicowania po procesie segregacji chromosomu. Immunoprecypitacjň wyknano zgodnie  

z procedurŃ opisanŃ w rozdziale 4.7.8., wykorzystujŃc przeciwciağo anty-FLAG (Tabela 4.4.). 

Analizy bioinformatyczne uzyskanych danych przeprowadziğa dr Agnieszka Strzağka. 

Liczba odczyt·w uzyskanych po sekwencjonowaniu wynosiğa 1 - 2 x 107. Wykorzystano 

mapowanie ï bowtie2 (2.3.5.1, metoda end-to-end), zmapowanych zostağo 1 x 107 odczyt·w. 

OkreŜlono liczbň miejsc wiŃzania FLAG-SMC w badanych szczepach (TM17, KP4F4, NRRL 

B-65442 oraz MD002). 
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Rysunek 5.2. Analiza wiŃzania FLAG-SMC do DNA w szczepie dzikiego typu TM017 (flag-smc) 

oraz w szczepie pozbawionym ParB KP4F4 (ȹparB flag-smc) z wykorzystaniem 

immunoprecypitacji chromatyny z przeciwciağami anty-FLAG.  (A) Liczba odczyt·w wzglňdem 

chromsomu obrazujŃca wiŃzanie FLAG-SMC do DNA w szczepie dzikiego typu TM017 w 11 h i 14 h 

hodowli oraz w szczepie æparB - KP4F4. LTD lewa domena terminalna, RTD - prawa domenta 

terminalna chromosmu. (B) Mapy ciepğa obrazujŃce liczbň odczyt·w w eksperymencie ChIP-seq w 11 

h i 14 h hodowli dla szczepu dzikiego typu TM017 oraz szczepu æparB - KP4F4 w 14 h hodowli. (C) 

Por·wnanie liczby odczyt·w wzglňdem chromsomu dla FLAG-SMC w 11 h (czerwony) oraz 14 h 

(niebieski) hodowli szczepu typu dzikiego TM017 (flag-smc).  
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Wytypowano 4772 miejsc wiŃzania FLAG-SMC dla pr·b pochodzŃcych z 11 - godzinnej 

hodowli oraz 4764 miejsc wiŃzania dla pr·b z hodowli 14 - godzinnej szczepu TM017. Ponadto, 

w przypadku obu punkt·w czasowych w szczepie TM017 (11 h, 14 h), znaleziono 1529 

region·w wsp·lnych. W szczepie dzikim (TM017 - flag-smc) w 11 h hodowli SMC wiŃzağo siň 

chromosomu bardziej r·wnomiernie, niŨ w 14 h hodowli, gdzie wiŃzanie FLAG-SMC jest 

wzmocnione w centralnej czňŜci chromosomu S. venezuelae. Natomiast w przypadku szczepu 

pozbawionego ParB (KP4F4 - ȹparB, flag-smc) brak jest istotnych miejsc wiŃzania siň biağka 

FLAG-SMC do chromosomu. Liczba wytypowanych miejsc wiŃzania wynosiğa zaledwie 35  

w 14-godzinnej hodowli (Rysunek. 5.2.A.). Sugeruje to, Ũe w 14 godzinie hodowli ParB byğo 

niezbňdne do wiŃzanie FLAG-SMC z chromosomem (Rysunek 5.2.B-C.). Nie wiadomo 

jednak, czy ParB ma takie samo znaczenie w godzinie 11. 

PodsumowujŃc, badanie in vivo oddziağywania biağka FLAG-SMC z chromosomem 

przy uŨyciu analizy ChlP-seq pokazağo, Ũe SMC wiŃŨe siň z DNA takŨe przed etapem 

segregacji i kondensacji chromosomu. Na wczeŜniejszym etapie r·Ũnicowanie SMC oddziağuje 

r·wnomierne wzdğuŨ chromosomu, a w p·Ũniejszym etapie r·Ũnicowania przede wszystkim 

wiŃŨe siň w centralnej czňŜci chromsomu. Udowodniono takŨe, Ũe biağko ParB jest wymagane 

do rekrutacji biağka SMC do chromosomu S. venezuelae w poŦnym etapie r·Ũnicowania.  

 

5.2. Wpğyw SMC na kompleksy ParB  

 

Wykazano, Ũu u S. venezeuale, tak jak u innych bakterii, biağko segregacyjne ParB 

rekrutuje biağko SMC, kt·re wpğywa na kondensacjň DNA. Aby sprawdziĺ, czy rekrutacja 

SMC, wpğywa na pozycjonowaie i dynamikň kompleks·w ParB podczas wzrostu sporogennego 

Streptomyces skonstruowano szczepy S. venezuelae produkujŃce ParB-HaloTag w obecnoŜci 

lub nieobecnoŜci SMC. R·Ũnicowanie uzyskanych szczep·w analizowano przy uŨyciu 

mikroskopii fluorescencyjnej w trybie poklatkowym. Dynamikň ParB badano poprzez 

Ŝledzenie pojedynczych czŃsteczek biağka i analizy odzyskiwania fluorescencji po 

fotowygaszaniu. Ponadto, aby zbadaĺ wpğyw SMC na wiŃzanie ParB do DNA in vivo 

przeprowadzono immunoprecypitacjň chromatyny. Dodatkowo zbadano, czy SMC wpğywa na 

aktywnoŜĺ CTPazowŃ ParB i w tym celu przeprowadzone testy hydrolizy CTP.  
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5.2.1. Konstrukcja i weryfikacja szczep·w produkujŃcych biağko ParB-

HaloTag 

 

W celu zbadania wpğywu SMC na kompleksy ParB w szczepie typu dzikiego oraz 

pozbawionym SMC, wyznakowano ParB poprzez jego fuzjň z biağkiem HaloTag. HaloTag to 

monomeryczne biağko o masie 33 kDa, kt·re zostağo uzyskane poprzez modyfikacjň enzymu -

dehalogenazy haloalkanowej z Rhodococcus rhodochrous. W enzymie tym reszta Phe272 

zostağa podstawiona przez histydynň. System HaloTag pozwala na wykonywanie 

kompleksowej analizy biağek z uŨyciem jednego konstruktu genetycznego. Etykietowanie 

HaloTag umoŨliwia Ŝledzenie lokalizacji biağek z uŨyciem mikroskopii fluorescencyjnej, jak 

r·wnieŨ badanie dynamiki pojedynczych czŃsteczek biağka w kom·rce dziňki zastosowaniu 

mikroskopii wysokorozdzielczej wymagajŃcej biağek aktywowanych Ŝwiatğem. Biağko 

HaloTag moŨe byĺ wyznakowane fluorescencyjne dziňki fluorescencyjnym ligandom HaloTag 

(np. tetrametylorodamina - TMR lub Janelia Fluor-549), kt·re wiŃŨŃ siň z biağkiem w spos·b 

kowalencyjny i nieodwracalny. Opr·cz tego HaloTag umoŨliwia izolacje biağek fuzyjnych za 

pomocŃ chromatografii powinowactwa oraz analizň oddziağywaŒ biağko-DNA, biağko-biağko 

(Banaz i wsp., 2019; Urh 2012).  

Szczepy S. venezueale produkujŃce ParB-HaloTag (fuzja C-koŒcowa) skonstruowano 

przy uŨyciu pochodnych wektora pSS170 integrujŃcego w miejscu integracji BT1  

w chromosomie. Przygotowano dwa konstrukty ï pSS170-pnatparAB-halotag zawierajŃcy cağy 

operon parAB-halotag pod kontrolŃ natywnego promotora oraz pSS170-pRtcpparB-halotag 

zawierajŃcy parB-halotag pod kontrolŃ promotora tcp830 (ptcp) regulowanego przez odwrotny 

represor TetR (TetRrev). W domenie wiŃŨŃcej DNA biağka TetRrev zostağy wymienione  

3 aminokwasy (Klotzsche i wsp., 2009). Wymiana aminokwasowa odwraca allosteryczny efekt 

wiŃzania tetracykliny i jej pochodnych do TetR. Dziňki temu dodatek tertracykliny  

w przypadku TetRrev powoduje wiŃzanie represora do sekwencji tetO i tym samym hamowanie 

ekspresji genu kontrolowanego przez promotor ptcp. 

 

Plazmid pSS170-pnatparAB-halotag zostağ uŨyty do przygotowania szczep·w 

produkujacych ParB-HaloTag. Plazmid pSS170-pnatparAB-halotag wprowadzono do szczepu 

typu dzikiego uzyskujŃc szczep KP005 (WT-pnatparAB-halotag), do szczepu z delecjŃ genu 

parAB (MD030) jako komplementacja delecji uzyskujŃc szczep kontrolny KP006 (æparAB, 

pnatparAB-halotag) oraz do szczepu z delecjŃ genu parAB i smc (KP004) uzyskujŃc szczep 
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badany KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag). Natomiast plazmid pSS170-pRtcpparB-

halotag wprowadzono do szczepu typu dzikiego uzyskujŃc KP008 - WT-pRtcpparB-halotag, 

szczepu z delecjŃ genu parB (MD020) jako komplementacja delecji uzyskujŃc szczep kontrolny 

KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag), do szczepu z delecjŃ genu parB (MD002) uzyskujŃc KP010 

(æparB::apra, pRtcpparB-halotag). UŨyto r·wnieŨ plazmid pKF351-pnatftsZ-ypet do 

przygotowania szczepu produkujŃcego ParB-HaloTag oraz FtsZ-YPet w tle genetycznym 

szczepu KP009 uzyskujŃc KP011 (æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet).  

 

5.2.1.1. Potwierdzenie produkcji biağka ParB-HaloTag 

 

Do potwierdzenia produkcji biağka ParB-HaloTag w szczepach zawierajŃcych geny 

parAB-halotag pod kontrolŃ natywnego promotora: KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag)  

i KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) wykorzystano technikň Western blotting  

z zastosowaniem przeciwciağa skierowanego przeciwko ParB oraz przeciwciağa anty-HaloTag 

(Rozdziağ 4.7.5.; Tabela 4.4.) (Rysunek 5.3.). 

 

Rysunek 5.3. Potwierdzenie produkcji biağka ParB-HaloTag w szczepach S. venezuelae KP006 

(æparAB, pnatparAB-halotag) oraz KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag). (A-B) Detekcja 

biağek ParB-HaloTag w lizatach kom·rkowych KP006, KP007 z wykorzystaniem techniki Western 

blotting przy uŨyciu przeciwciağa anty-ParB (A) oraz anty-HaloTag (B). Jako kontrolň wykorzystano 
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lizat przygotowany z szczepu typu dzikiego S. venezuelae ï WT (NRRL B-65442), MD030 (ȹparAB), 

KP004 (ȹsmc, ȹparAB) oraz TM010 (ȹsmc). Zaznaczono sygnağ pochodzŃcy od ParB (39 kD) oraz 

ParB-HaloTag (72 kDa). (C-D) kontrola nakğadania pr·bek - lizaty kom·rkowe rozdzielone w Ũelu 

poliakryloamidowym barwionym bğňkitem brylantowym Coomasie. Ekstrakty kom·rkowe zawierajŃce 

10 Õg biağka poddano rozdziağowi SDS-PAGE w 12,5% Ũelu poliakryloamidowym. Jako marker 

wykorzystnao PageRule Prestained Protein Ladder (Rozdziağ 4.3.). 

 

W lizatach szczep·w KP006 oraz KP007 przeciwciağo anty-ParB oraz anty-HaloTag 

wykryğy biağka o wielkoŜci okoğo 72 kDa, kt·re odpowiadajŃ ParB-HaloTag (72 kDa) (Rysunek 

5.3.A.). W analizach przeprowadzonych z przeciwciağem anty-HaloTag, w lizatach 

zawierajŃcych biağko ParB-HaloTag dodatkowo widoczne byğy sygnağy odpowiadajŃce 

biağkom o niŨszych masach czŃsteczkowych, co moŨe Ŝwiadczyĺ o niestabilnoŜci biağka ParB-

HaloTag. Zgodnie z oczekiwaniami w pr·bach kontrolnych nie zaobserwowano sygnağu 

odpowiadajŃcemu ParB-HaloTag (72 kDa) lub biağku HaloTag (33 kDa) (Rysunek 5.3.B.). 

Analiza przy uŨyciu przeciwciağa anty-ParB. potwierdziğa podobny poziom biağka ParB  

w szczepie typu dzikiego (WT) oraz w szczepie kontrolnym KP006, w kt·rym produkowane 

jest biağko ParB-HaloTag pod kontrolŃ promotora natywnego.  

Produkcjň biağka ParB-HaloTag w szczepach KP008 (WT-pRtcpparB-halotag), KP009 

(æparB, pRtcpparB-halotag), KP010 (æparB::apra, pRtcpparB-halotag) oraz KP011 (æparB, 

pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ype) zawierajŃcych parB-halotag pod kontrolŃ promotora 

indukowanego pRtcp r·wnieŨ potwierdzono za pomocŃ techniki Western blotting wykorzystujŃc 

przeciwciağo anty-ParB oraz anty-HaloTag (Rozdziağ 4.7.5.; Tabela 4.4.). Dodatkowo 

sprawdzono, czy podczas hodowli w obecnoŜci anhydrotetracykliny (ATET, 100 ng/ml) 

poziom biağka ParB-Halotag w szczepach, (KP009, KP009 oraz KP010) ulega zmianie  

w por·wnaniu z hodowlŃ bez dodatku anhydrotetracykliny.  
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Rysunek 5.4. Potwierdzenie produkcji biağka ParB-HaloTag w szczepach S. venezuelae: KP008 

(WT- pRtcpparB-halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag), KP010 (æparB, pRtcpparB-halotag)  

z wykorzystaniem techniki Western blotting. (A-B) Detekcja ParB-HaloTag z uŨyciem przeciwciağa 

anty-ParB (A) oraz anty-HaloTag (B) w lizatach kom·rkowych szczep·w KP008, KP009 oraz KP010 

Jako kontrole wykorzystano lizat przygotowany z szczepu typu dzikiego S. venezuelae ï WT (NRRL 

B-65442) j szczepu KP003 (WT- pRtcphalotag) (kontrole pozytywne) oraz MD020 (ȹparB), MD002 

(ȹparB) i MD030 (ȹparAB) (kontrole negatywne) a takŨe lizaty szcep·w produkujŃcych ParB-

HaloTag: KP005 (WT-pnatparAB-halotag) oraz KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag). Rozdziağowi 

SDS-PAGE w 12,5% Ũelu poliakryloamidowym poddano ekstrakty kom·rkow zawierŃjce 10 Õg biağka. 

Jako marker uŨyto PageRule Prestained Protein Ladder (Rozdziağ 4.3.). Zaznaczono sygnağ 

pochodzŃcy od ParB (39 kDa) oraz ParB-HaloTag (72 kDa). 

 

 

W lizatach szczep·w KP005, KP006 KP008, KP009 oraz KP010 zaobserwowano 

sygnağ odpowiadajŃcy biağku o masie okoğo 72 kDa, co Ŝwiadczy o produkcji biağka ParB-

HaloTag. Przy uŨyciu przeciwciağa anty-ParB w lizatach szczep·w KP005 i KP008 z dwiema 

kopiami gen·w parB (parB w natywnym locus oraz parB-halotag w wektorze integracyjnym) 

wykryto r·wnieŨ sygnağ na wysokoŜci 39 kDa odpowiadajŃcy natywnemu ParB (Rysunek. 
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5.4.A.). Podobnie, jak we wczeŜniejszych analizach przy uŨyciu przeciwciağa anty-HaloTag, 

zaobserwowano sygnağ odpowiadajŃcy biağku o niŨszej masie czŃteczkowej (Rysunek 5.4.B.). 

Analiza Western blotting wykazağa r·wnieŨ, Ũe w obecnoŜci anhydrotetracykliny (ATET) 

poziom biağka ParB-HaloTag byğ znaczŃco mniejszy niŨ podczas hodowli bez dodatku 

anhydrotetracykliny, co jest zgodne z oczekiwaniami (Rysunek 5.4.). W szczepach 

produkujŃcych ParB-HaloTag pod kontrolŃ promotora pRtcp (KP009, KP009 oraz KP010) 

poziom biağka ParB-HaloTag podczas hodowli bez dodatku anhydroetracykliny znacznie 

przewyŨszağ poziom biağka w szczepie typu dzikiego (WT) oraz w szczepie KP006, w kt·rym 

produkowane jest biağko ParB-HaloTag pod kontrolŃ promotora natywnego. W obecnoŜci 

anhydrotetracykliny (100 ng/ml) poziom biağka ParB-HaloTag w szczepach KP009, KP009 

oraz KP010) byğ zbliŨony do poziomu biağka w szczepie typu dzikiego KP003 oraz 

produkujŃcych ParB-HaloTag pod kontrolŃ promotora natywnego KP005 oraz KP006 

(Rysunek 5.4.A.).  

 W przypadku szczepu KP011 (æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet), zbadano 

produkcjň biağka ParB-HaloTag, jak r·wnieŨ FtsZ-Ypet, za pomocŃ techniki Western blotting 

wykorzystujŃc, odpowiednio, przeciwciağo anty-HaloTag oraz anty-EGFP (Rozdziağ 4.7.5.; 

Tabela 4.4.).  

 

 

Rysunek 5.5. Potwierdzenie produkcji  biağka ParB-HaloTag oraz FtsZ-YPet w szczepie  

S. venezuelae KP011 (æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet) z wykorzystaniem techniki Western 

blotting. (A-B) Detekcja ParB-HaloTag i FtsZ-Ypet z wykorzystaniem przeciwciağa, odpowiednio, 

anty-ParB (A) oraz anty-EGFP (B) w lizatach szczepu KP011. Analizowano trzy klony szczepu KP011 

1-3, jako kontrolň zastosowano lizat szczepu MD030 (æparB) i szczepu KP006 (æparAB, pnatparAB-
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halotag) (A) oraz szczepu dzikiego S. venezuelae (NRRL B-65442) i szczepu MD100 (ftsZ-ypet) (B). 

Jako marker biağkowy uŨyto PageRule Prestained Protein Ladder (Rozdziağ 4.3.). Ekstrakty 

kom·rkowe zawierŃjce 10 Õg biağka poddano rozdziağowi SDS-PAGE w 12,5% Ũelu 

poliakryloamidowym, a nastňpnie przeprowadzono analizň Western blotting.  

 

Zgodnie z oczekiwaniami w lizatach pochodzŃcych z r·Ũnych klon·w szczepu KP011 oraz 

KP006 przy uŨyciu przeciwciağa anty-ParB uzyskano sygnağ odpowiadajŃcy biağku o masie 

okoğo 72 kDa, co Ŝwiadczy o produkcji biağka ParB-HaloTag (Rysunek 5.5.A.). Natomast przy 

uŨyciu przeciwciağa anty-EGFP wykryto sygnağ odpowiadajŃcy biağku o masie okoğo 71 kDa, 

co Ŝwiadczy o produkcji biağka FtsZ-YPet (Rysunek 5.5. B.) 

 

5.2.1.2. Poziom ParB-HaloTag w czasie r·Ũnicowania szczepu kontrolnego S. venezuelae 

oraz ȹsmc 

 

W celu sprawdzenia, czy eliminacja SMC wpğywa na poziom biağka ParB podczas 

r·Ũnicowania S. venezulae por·wnano poziom biağka ParB-HaloTag w szczepie pozbawionym 

SMC (KP007 - ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) oraz szczepie kontrolnym, produkujŃcym 

ParB-HaloTag (KP006 - æparAB, pnatparAB-halotag) wykorzystujŃc technikň Western blotting 

przy uŨyciu przeciwciağa anty-ParB (Rozdziağ 4.7.5.; Tabela 4.4.) (Rysunek 5.6. i 5.7.). 
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Rysunek 5.6. Por·wnanie poziomu ParB-HaloTag podczas r·Ũnicowania szczepu kontrolnego  

S. venezuelae KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag) oraz pozbawionego SMC KP007 (ȹsmc, 

ȹparAB, pnatparAB-halotag). (A) Detekcja biağka ParB-HaloTag w lizatach szczep·w KP006 oraz 

KP007 z r·Ũnych punkt·w czasowych hodowli (14 h do 26 h hodowli) z wykorzystaniem techniki 

Western blotting i przeciwciağa anty-ParB. Jako kontrolň negatywnŃ wykorzystano szczep MD030 

(æparAB). (B) IntensywnoŜĺ sygnağ·w poszczeg·lnych prŃŨk·w (wyznaczona przy pomocy programu 

ImageJ), analiza szczep·w KP006 oraz KP007. (C) Kontrola ğadowania pr·bek na Ũel 

poliakryloamidowy barwiony bğňkitem brylantowym Coomasie ï rozdziağ elektroforetyczny lizat·w 

szczep·w KP006 oraz KP007. Rozdziağowi SDS-PAGE w 12,5% Ũelu poliakryloamidowym poddano 

ekstrakty kom·rkowe zawierajŃce 10 Õg biağka, pochodzŃce z 5 ml hodowli analizowanych szczep·w 

hodowanych w poŨywce pğynnej MYM. Jako marker uŨyto PageRule Prestained Protein Ladder 

(Rozdziağ 4.3.). 
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Rysunek 5.7. Analiza poziomu ParB-HaloTag podczas r·Ũnicowania szczepu kontrolnego 

S. venezuelae KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag) oraz pozbawionego SMC KP007 (ȹsmc, 

ȹparAB, pnatparAB-halotag). (A i D) Detekcja biağka ParB-HaloTag w lizatach szczep·w (A) KP006 

oraz (D) KP007 z r·Ũnych punkt·w czasowych hodowli (14 h do 26 h hodowli) z wykorzystaniem 

techniki Western blotting i przeciwciağa anty-ParB. Jako kontrolň negatywnŃ wykorzystano szczep 

MD030 (æparAB). (B i E) IntensywnoŜĺ sygnağ·w poszczeg·lnych prŃŨk·w wyznaczone przy pomocy 

programu ImageJ - analiza szczep·w (B) KP006 oraz (E) KP007. (C i F) Kontrola ğadowania pr·bek na 

Ũel poliakryloamidowy barwiony bğňkitem brylantowym Coomasie ï rozdziağ elektroforetyczny lizat·w 

szczep·w (C) KP006 oraz (F) KP007. Rozdziağowi SDS-PAGE w 12,5% Ũelu poliakryloamidowym 

poddano ekstrakty kom·rkowe zawierŃjce 10 Õg biağka i pochodzŃce z 5 ml hodowli poŨywce pğynnej 

MYM. Jako marker uŨyto PageRule Prestained Protein Ladder (Rozdziağ 4.3.). 

 

 

Analiza poziomu biağka ParB-HaloTag wykazağa, Ũe jest on zbliŨony w obu badanych 

szczepach (KP006, PK007) (Rysunek 5.6.) i nie zmienia siň w badanym przedziale czasowym 

(14 - 26 godzina cyklu Ũyciowego) podczas r·Ũnicowania obu badanych szczep·w  

S. venezuelae (Rysunek 5.7.). A zatem delecja smc nie wpğywa na poziom biağka ParB. 
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5.2.1.3. Wstňpna analiza kompleks·w ParB-HaloTag 

 

Dotychczasowe badania lokalizacji ParB-EGFP u S. coelicolor pokazağy, Ũe biağko to 

tworzy skupiska o r·Ũnej wielkoŜci i intensywnoŜci, nieregularnie rozmieszczone wzdğuŨ 

strzňpki podczas wzrostu wegetatywnego. Natomiast w strzňpce sporogennej, jak r·wnieŨ w 

nowo powstağych kompartmentach zarodnikowych ParB-EGFP tworzy szereg regularnie 

rozmieszczonych skupisk. Kompleksy byğy niewidoczne w nowo utworzenych sporach 

(Jakimowicz i wsp., 2005).  

W celu potwierdzenia, czy w otrzymanych szczepach KP005 (WT pnatparAB-halotag), 

KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag), KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag), KP008 (WT 

pRtcpparB-halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag) oraz KP010 (æparB::apra, pRtcpparB-

halotag) tworzŃ siň skupiska ParB-HaloTag wykorzystano znakowanie HaloTag przy uŨyciu 

ligandu TMR direct (Rozdziağ 4.8.1.) i mikroskopiň fluorescenyjnŃ (Rysunek 5.8.). Hodowle 

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

 

 

Rysunek 5.8. Wizualizacja skupisk biağka ParB-HaloTag w strzňpkach szczep·w S. venezuelae 

KP005 (WT-pnatparAB-halotag), KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag), KP007 (ȹsmc, ȹparA, 

pnatparAB-halotag), KP008 (WT- pRtcpparB-halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag) oraz 

KP010 (æparB, pRtcpparB-halotag). Przykğadowe zdjňcie mikroskopowe obrazujŃce strzňpki z 16 

godzinnej hodowli w poŨywce pğynnej. Obraz w Ŝwietle przechodzŃcym (kontrast fazowy ï g·rny 

panel), fluorescencja kompleks·w ParB-HaloTag barwionych TMR direct (czerwony, Ŝrodkowy panel) 

oraz nağoŨenie kanağ·w (dolny panel). Skala: 1 Õm. 
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We wszystkich analizowanych szczňpkach produkujŃcych ParB-HaloTag pod kontrolŃ 

promotora natywnego oraz indukowanego widoczne byğy wyraŦne skupiska fluorescencyjne 

(Rysunek 5.8.). Wz·r skupisk we wszystkich analizowanych szczepach S. venezueale 

odpowiada opisanemu wczeŜniej dla S. coelicolor (Jakimowicz i wsp., 2005), co sugeruje, Ũe 

obserwowane skupiska to kompleksy nukleoproteinowe ParB. 

 

5.2.1.4. Analiza wzrostu szczep·w produkujŃcych ParB-HaloTag  

 

W celu zbadania funkcjonalnoŜci biağka ParB-HaloTag, przeprowadzono analizy 

wzrostu zmodyfikowanych szczep·w na podğoŨu stağym oraz w hodowlach pğynnych. 

Obserwacje wzrostu oraz r·Ũnicowania kolonii prowadzono w ciŃgu 96 godzin hodowli na 

podğoŨu MYM (Tabela 4.5.2.1.; Rozdziağ 4.5.6.) (Rysunek 5.9.).  

 

 

Rysunek 5.9. Wzrost kolonii zmodyfikowanych szczep·w S. venezuelae produkujŃcych ParB-

HaloTag. Kolonie szczep·w WT, KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag), KP007 (ȹsmc, ȹparAB, 

pnatparAB-halotag), TM010 (ȹsmc), MD020 (ȹparB), KP005 (WTpnatparAB-halotag), KP008 (WT 

pRtcpparB-halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag), MD030 (ȹparAB) na podğoŨu stağym MYM. 

Szczep typu dzikiego, szczep z delecja genu smc (TM010), z delecjŃ genu parB (MD020) oraz parAB 

(MD030) wykorzystano jako kontrole. Wysiewano 5 rozcieŒczeŒ spor, bakterie hodowano przez 96 h, 

w temperaturze 30ÁC. Zdjňcia wykonywano co 24 h od momentu wysiania spor na podğoŨe.  

 

 

Analizy na podğoŨu stağym wskazujŃ na podobne tempo wzorstu i r·Ũnicowania 

badanych szczep·w. Jedynie szczepy pozbawione smc (KP007 i TM010) rosğy nieznacznie 

szybciej w por·wnaniu do szczepu typu dzikiego w ciŃgu pierwszych 48 godzin.  

 

W celu zbadania tempa wzrostu szczep·w produkujŃcych biağko ParB w fuzji z biağkiem 

HaloTag w hodowli pğynnej, wykonano krzywe wzrostu. Hodowle prowadzono w pğynnej 

poŨywce MYM, zgodnie z protokoğem opisanym w Rozdziale 4.5.5..  
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Rysunek 5.10. Analizy wzrostu szczep·w S. venezuelae produkujŃcych ParB-HaloTag i kontrolnych 

(A) WT, KP006, KP007, TM010, (B) WT, TM10, KP005, KP006, KP008, KP009, KP011, (C) WT, 

TM010, MD020, MD030, KP020, KP004. Krzywe wzrostu w poŨywce pğynnej MYM otrzymano przy 

uŨyciu czytnika spektrofotometrycznego Bioscreen C. Bakterie hodowano przez 35 h,  

w temperaturze 30ÁC, z wytrzŃsaniem 250 obr/min. Pomiaru OD600 dokonywano co 20 min.  
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Uzyskane krzywe wzrostu potwierdzajŃ, Ũe szczepy pozbawione biağka SMC (KP007 - 

ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag; TM010 - ȹsmc) wykazujŃ nieco szybszy wzrost w 

por·waniu do szczepu dzikiego oraz szczepu produkujŃcego ParB-HaloTag (KP006 - æparAB, 

pnatparAB-halotag), kt·re rosnŃ w jednakowym tempie (Rysunek 5.10.A). Co ciekawe, r·wnieŨ 

szczepy pozbawione biağka ParB oraz ParAB, zar·wno w tle genetycznym szczepu dzikiego 

(MD020 ï ȹparB; MD030 - ȹparAB) oraz w æsmc (KP020 - ȹsmc, ȹparB; KP004 - ȹsmc, 

ȹparAB) wykazywağy szybszy wzrost w poŨywce pğynnej (Rysunek 5.10.C.) w por·wnaniu do 

szczep·w wyjŜciowych. Natomiast szczepy posiadajŃce dwie kopie genu parB (KP005 ï WT - 

pnatparAB-halotag; KP008 ï WT - pRtcpparB-halotag) oraz w kt·rych gen parB byğ kontrolŃ 

promotora indukowanego wykazujŃ podobne tempo wzrostu do szczepu dzikiego. Nieco 

spowolniony wzrost zaobserwowano jedynie dla szczepu produkujacego FtsZ-YPet (KP011) 

(Rysunek 5.10.B).  

 

Uzyskane wyniki sugerujŃ, Ũe biağko fuzyjne ParB-HaloTag nie ma negatywnego 

wpğywu na wzrost uzyskanych szczep·w (Rysunek 5.10.A-B.). 

 

5.2.1.5. Analiza segregacji chromosom·w oraz podziağ·w kom·rkowych w szczepach 

produkujŃcych biağko ParB-HaloTag  

 

Delecja genu parB u S. coelicolor powoduje zaburzenia segregacji chromosom·w (17% 

zarodnik·w bez DNA) oraz podziağ·w kom·rkowch w sporulujŃcych strzňpkach (10% 

minikompartment·w ï prespor o dğugoŜci poniŨej 0,7 Õm, Ŝrednia dğugoŜĺ prespor w szczepie 

dzikim wynosi 1,4 Ñ 0,1 Õm) (Jakimowicz i wsp., 2007b; Kim i wsp., 2000). Natomiast 

wczeŜniejsze pr·by skonstruowania funkcjonalnej fuzji ParB-EGFP S. venezuelae nie powiodğy 

siň. Otrzymany szczep wykazywağ defekt segregacji chromosom·w podobny do szczepu  

z delecjŃ genu parB (Donczew i wsp., 2016). 

 

W celu sprawdzenia, czy biağko fuzyjne ParB-HaloTag jest funkcjonalne, 

przeprowadzono analizň segregacji chromosom·w oraz dğugoŜci prespor w zmodyfikowanych 

szczepach produkujŃcych ParB-HaloTag KP005 (WT, pnatparAB-halotag), KP006 (æparAB, 

pnatparAB-halotag), KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag), KP008 (WT, pRtcpparB-

halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag), w por·wnaniu do szczep·w kontrolnych: MD030 

(ȹparAB), MD020 (ȹparB), TM010 (ȹsmc), TM019 (ȹsmc, smc-flag), KP004 (ȹsmc, ȹparAB) 

oraz KP020 (ȹsmc, ȹparB). W tym celu przygotowano preparaty utrwalone pochodzŃce  
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z hodowli S. venezuelae prowadzonych na podğoŨu stağym przez 22 h zgodnie z protokoğem 

opisanym w rozdziale 4.8.2. W tym czasie w strzňpkach sporogennych widoczne sŃ przegrody 

poprzeczne odgraniczajŃce jednogenomowe prespory (Rysunek 5.11.). W celu uwidocznienia 

Ŝcian kom·rkowych i DNA strzňpki barwiono, odpowiednio, WGA skoniugowanym z Alexa 

Fluor 350 (Ŝciana) oraz 7AAD (DNA), a nastňpnie preparaty analizowano wykorzystujŃc 

mikroskopiň fluorescencyjnŃ. Na zdjňciach mikroskopowych sporulujŃcych strzňpek 

Streptomyces analizowano odlegğoŜci pomiňdzy przegrodami poprzecznymi w ğaŒcuchach 

prespor i odsetek prespor pozbawionych materiağu genetycznego (defekty segregacji). Analizň 

statystycznŃ przeprowadzono w oparciu o dane zebrane dla 1000 kompartment·w dla kaŨdego 

z badanych szczep·w (Tabela 5.1., Rysunek 5.11.).  
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Rysunek 5.11. Wpğyw delecji parA, parB i smc oraz fuzji ParB-HaloTag na segregacjň 

chromosom·w i tworzenie przegr·d poprzecznych w zmodyfikowanych szczepach S. venezuelae. 

Analizowano szczepy WT, MD030 (ȹparAB), MD020 (ȹparB), KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag), 

KP005 (WT - pnatparAB-halotag), KP009 (æparB, pRtcpparB-halotag), KP008 (WT - pRtcpparB-halotag), 

TM010 (ȹsmc), TM019 (ȹsmc, smc-flag), KP004 (ȹsmc, ȹparAB), KP020 (ȹsmc, ȹparB). KP007 

(ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag). Przykğadowe zdjňcia przedstawiajŃ Ŝcianň kom·rkowŃ zabarwionŃ 

WGA skoniugowanym z Alexa Fluor 350 (kolor niebieski), DNA zabarwione 7AAD, (kolor czerwony) 

oraz obraz powstağy w wyniku nağoŨenia fluorescencji czerwonej i niebieskiej. Wszystkie szczepy 

hodowano przez 22 h na stağym podğoŨu SFM (Rozdziağ 4.8.2.). ŧ·ğtŃ kreskŃ oznaczono wydğuŨone 

kompartmenty, biağŃ minikompartmenty (prespory mniejsze niŨ 0,8 Õm), a biağŃ strzağkŃ kompartmenty 

pozbawione DNA. Skala 1 Õm. 

131:47934



132 
 

Tabela 5.1. Analiza statystyczna defekt·w segregacji (% prespor pozbawionych DNA) i tworzenia 

przegr·d poprzecznych (zaburzenia dğugoŜci kompartment·w) w szczepach produkujŃcych 

biağko ParB-HaloTag oraz w szczepach pozbawionych biağek ParA i/lub ParB i/lub SMC. 

Szczep 
Komartmenty 

bez DNA [%]  

średnia 

dğugoŜĺ 

kompartmen-

t·w [Õm] 

Mini - 

kompartmenty  

[%] (Ò 0,8 Õm) 

Makro -

kompartmenty  

[%] (Ó 2 Õm) 

WT  2 
1.12 

+/- 0.26 
5 1 

MD030 

(ȹparAB) 
5 

1.12 

+/- 0.30 
11 0 

MD020 

(ȹparB) 
5 

1.13 

+/- 0.32 
13 1 

KP006 

(æparAB, pnatparAB-halotag) 
3 

1.16 

+/- 0.30 
7 1 

KP005 

(WT, pnatparAB-halotag) 
1 

1.27 

+/- 0.44 
6 4 

KP009 

(æparB, pRtcpparB-halotag) 
3 

1.10 

+/- 0.23 
7 0 

KP008 

(WT, pRtcpparB-halotag) 
3 

1.23 

+/- 0.43 
9 4 

TM010 

(ȹsmc) 
3 

1.25 

+/- 0.44 
9 5 

TM019 

(ȹsmc, smc-flag) 
3 

1.18 

+/- 0.43 
13 4 

KP004 

(ȹsmc, ȹparAB) 
11 

1.14 

+/-0.38 
18 2 

KP020 

(ȹsmc, ȹparB) 
11 

1.16 

+/- 0.42 
19 4 

KP007 

(ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-

halotag) 

3 
1.11 

+/- 0.32 
13 1 

 

Analiza sporulujŃcych strzňpek kaŨdego z badanych szczep·w (Tabela 5.1.) wykazağa, 

Ũe szczep z podw·jnŃ delecjŃ cağego operonu parAB oraz genu smc (KP004) oraz szczep  

z podw·jnŃ delecjŃ genu parB oraz smc (KP020) wykazujŃ najwiňksze zaburzenia segregacji 

(11,0% prespor pozbawionych materiağu genetycznego, dla por·wnania w szczepie dzikim 2%) 

oraz najwiňksze zr·Ũnicowanie dğugoŜci kompartment·w (18 - 19% minikompartment·w).  

W przypadku szczepu z delecjŃ genu parB (MD020) lub parAB (MD030) zaburzenia segregacji 

byğy mniej znaczŃce i odsetek kompartment·w pozbawionych DNA wynosiğ 5,0%,  

a minikompartmenty stanowiğy 11 - 13% prespor. W przypadku zmodyfikowanych szczep·w 

produkujŃcych biağko ParB-HaloTag (KP006, KP007, KP008, KP009) nie zaobserwowano 

znaczŃco zwiňkszonej frakcji przedziağ·w kom·rkowych pozbawionych DNA w por·wnaniu 

do szczepu dzikiego (3% kompartyment·w bez chromosomu) oraz minikompartmen·w (7%). 

TakŨe w szczepie posiadajŃcym dwie kopie genu parB: natywnŃ oraz parB-halotag pod 

132:68581



133 
 

kontrolŃ natywnego promotora (KP005) zaburzenia segregacji byğy nieznaczne (1,0% 

przedziağ·w kom·rkowych bez DNA), podobnie jak nieznaczne byğy zaburzenia dğugoŜci 

prespor (6% minikompartment·w). WŜr·d szczep·w produkujŃcych ParB-HaloTag, 

najwiňksze zaburzenia zaobserwowano w szczepie KP009, gdy poziom ParB byğ podniesiony 

(æparB, pRtcpparB-halotag). R·wnieŨ strzňpki szczepu pozbawionego SMC (TM010) oraz 

szczepu komplementowanego genem smc-flag (TM019) zawierağy 3,0% przedziağ·w 

kom·rkowych bez DNA (Tabela 5.1.). 

PowyŨej opisane analizy udowodniğy, Ũe produkcja biağka ParB-HaloTag zniosğa 

zburzenia segregacji chromosom·w w szczepach w szczepach macierzystychpozbawionych 

ParB oraz SMC: MD030 (ȹparAB), MD020 (ȹparB) i KP004 (ȹsmc, ȹparAB). Szczepy 

komplementowane przez parB-halotag KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag), KP009 (æparB, 

pRtcpparB-halotag) oraz KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) wykazywağy zaburzenia 

segregacji i podziağ·w por·wnywalne do szczepu odpowiednio, dzikiego lub z delecjŃ smc.  

R·wnieŨ komplementacja szczepu MD020 (ȹparB) wektorem pSS170 pRtcpparB-halotag 

spowodowağa zmniejszenie defekt·w segregacji oraz zmniejszyğa siň liczba 

minikompartyment·w (Tabela 5.1.). świadczy to o funkcjonalnoŜci biağka fuzyjnego ParB-

HaloTag. 

PodsumowujŃc, analiza szczep·w produkujŃcych biağko fuzyjne ParB-HaloTag 

potwierdziğa, Ũe jest ono funkcjonalne i nie zaburza w znaczŃcy spos·b procesu segregacji.  

Co ciekawe, wyŨszy poziom ParB-HaloTag prowadziğ do zaburzeŒ podziağ·w kom·rkowych.  

W zwiŃzku z powyŨszym w dalszych badaniach jako szczep kontrolny wykorzystano szczep 

KP006 oraz jako szczep pozbawiony SMC szczep KP007 produkujŃce biağko ParB w fuzji  

z biağkiem HaloTag pod kontrolŃ promotora natywnego, odpowiednio w tle genetycznym 

ȹparAB oraz ȹsmc, ȹparAB.  

 

5.2.2. Analizy dynamiki kompleks·w ParB w szczepie dzikim  

 

  Proces sporulacji Streptomyces rozpoczyna siň od wydğuŨania siň strzňpek 

sporogennych. Podczas tego etapu zachodzi niesynchroniczna replikacja wielu chromosom·w 

jednoczeŜnie. Po zatrzymaniu wzrostu zachodzi intensywna segregacja chromosom·w oraz ich 

kondensacja, kt·ra poprzedza etap wytworzenia spor. Dotychczasowe badania ParB 

Streptomyces w czasie rzeczywistym wykorzystywağy S. coelicolor jako gatunek modelowy  
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i skupiağy siň na wzroŜcie wegetatywnym. Do tej pory, nie zbadano dynamiki kompleks·w 

ParB w strzňpkach sporogennych Streptomyces.  

 Zastosowanie S. venezuelae, sporulujacych w hodowlach pğynnych umoŨliwa 

wykorzystanie mikroskopii fluorescencyjnej poğŃczonej z systemem mikroprzepğywowym do 

obserwacji sporulacji w czasie rzeczywistym. WykorzystujŃc szczepy produkujŃce biağko 

ParB-HaloTag zbadano czas pojawienie siň regularnie rozmieszczonych kompleks·w 

segregacyjnych w strzňpkach sporogennych, co odzwierciedla etap segregacji chromosomu. 

Zbadano, jak dğugo regularnie rozmieszczone kompleksy ParB siň utrzymujŃ i kiedy ulegaja 

rozpadowi. W celu odniesinie czasu segregacji chromosom·w do etapu podziağ·w 

kom·rkowych strzňpki sporogennej wykorzystano marker podziağu, jakim jest biağko FtsZ  

w fuzji z biağkiem Ũ·ğtej fluorescencji YPet. Biağko to tworzy pierŜcienie Z, czyli pierŜcienie 

cytokinetyczne wyznaczajŃce pğaszczyznň podziağu kom·rki, kt·re w sporogennych strzňpkach 

widoczne sŃ jako regularnie rozmieszone prŃŨki (Donczew i wsp., 2016). PoniewaŨ nie udağo 

siň skonstruowaĺ szczepu produkujacego biağko FtsZ-YPet oraz ParB-HaloTag pod kontrola 

promotora natywnego, do wstňpnych analiz sporulacji wykorzystano szczep produkujŃcy ParB-

HaloTag pod kontrola promotora indukowanego (KP011 - æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-

ypet). W szczepie tym poziom ParB-HaloTag byğ por·wnywalny do poziom·w ParB typu 

dzikiego oraz do ParB-HaloTag produkowano pod kontrolŃ natywnego promotora parAB 

(KP006), (Rysunek 5.5.). ParB-HaloTag znakowano ligandem Janelia Fluor-549 oraz 

analizowano przy uŨyciu mikroskopii przyŨyciowej z wykorzystaniem systemu CellAsic ONIX 

oraz mikroskopu fluorescencyjnego Delta Vision Elite Imager (Rozdziağ 4.8.4.; Rozdziağ 

4.8.5.).  

Analiza mikroskopowa ujawniğa nieregularnie rozmieszczone kompleksy ParB-

HaloTag, z charakterystycznym jasnym skupiskiem na wierzchoğku strzňpki, widoczne podczas 

wydğuŨania strzňpek sporogennych. W kr·tkim czasie po zatrzymaniu wydğuŨania siň strzňpek 

zaobserwowano, Ũe odlegğoŜci pomiňdzy kompleksami ParB-HaloTag stajŃ r·wne. Temu 

procesowi towarzyszyğo pojawienie siň regularnie rozmieszczone pierŜcienie Z. Nastňpnie 

kompleksy ParB oraz pierŜcienie Z stopniowo zaczňğy zanikaĺ, aŨ do cağkowitego rozpadu 

przed etapem wytworzenia ğaŒcuch·w zarodnik·w (Rysunek 5.12.A.).  
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Rysunek 5.12. Dynamika kompleks·w ParB-HaloTag w strzňpkach sporogennych szczepu 

kontrolnego (Ăszczep dzikiò) KP011 - æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet). (A) Przykğadowe 

zdjňcia mikroskopowe obrazujŃce strzňpki w czasie hodowli w systemie mikroprzepğywowym Onix. 

Kolejne panele (od g·ry) - obraz w Ŝwietle przechodzŃcym, fluorescencja FtsZ-YPet (Ũ·ğty), 

fluorescencja ParB-HaloTag barwionego Janelia Fluor-549 (czerwony) oraz nağoŨenie kanağ·w. Czas 

0 min jest czasem zatrzymania wzrostu kom·rek sporogennych. Skala: 1 Õm. (B) Schemat rozwoju 

kom·rek sporogennych przedstawiajŃcy opisywane punkty czasowe: czas od momentu zatrzymania 

wydğuŨania siň strzňpki sporogennej (czas T0) do pojawienia siň regularnie rozmieszczonych 

kompleks·w ParB-HaloTag (T1), do ich rozpadu (T2), a takŨe do pojawienia siň (T3) i rozpadu (T4) 

regularnie rozmieszczonych pierŜcieni Z oraz do wytworzenia ğaŒcuch·w zarodnik·w (T5). 
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Tabela 5.2. Analiza czasu pojawienia regularnie rozmieszczonych kompleks·w ParB-HaloTag 

oraz pierŜcieni Z (FtsZ-YPet) w czasie r·Ũnicowania strzňpek sporulujŃcych szczepu KP011 

(æparB, pRtcpparB-halotag, pnatftsZ-ypet) S. venezuelae. Analizy statystyczne przeprowadzono na 

podstawie danych zebranych dla 35 strzňpek szczepu KP011. Analizie poddano strzňpki sporogenne, 

kt·re widoczne byğy podczas cağego r·Ũnicowanie ï od utworzenia odgağňzienia, podczas wzrostu do 

zatrzymania wydğuŨania siň strzňpki oraz aŨ do przeksztağcenia w ğaŒcuch zarodnik·w. 

 

Parametr Czas [min] 

(T1) Czas od momentu zatrzymania wydğuŨania strzňpki do pojawienia 

siň regularnie rozmieszczonych skupisk ParB-HaloTag 
27 +/- 10 

Czas trwania wszystkich regularnych kompleks·w ParB-HaloTag o stağej 

intensywnoŜci 
36 +/- 18 

(T2) Czas od momentu zatrzymania wydğuŨania strzňpki do zaniku 

kompleks·w ParB-HaloTag 
107 +/- 28 

(T3) Czas od momentu zatrzymania wydğuŨania strzňpki do pojawiania 

siň regularnie rozmieszczonych pierŜcieni Z 
27 +/- 12 

(T4) Czas od momentu zatrzymania wydğuŨania strzňpki do zaniku 

pierŜcieni Z od momentu zatrzymania wydğuŨania strzňpki 
107 +/- 16 

(T5) Czas od momentu zatrzymania wydğuŨania strzňpki do wytworzenia 

ğaŒcuch·w zarodnik·w 
175 +/- 31 

 

Czas (T1) pomiňdzy zatrzymaniem wzrostu strzňpki a pojawieniem siň regularnych 

kompleks·w ParB-HaloTag oszacowano na 27 (+/- 10) min. Regularne kompleksy ParB-

HaloTag o stağej intensywnoŜci byğy widoczne przez 36 (+/- 18) min. Nastňpnie przez kolejne 

71 min obserwowano stopniowŃ dyfuzjň kompleks·w ParB-HaloTag w analizowanych 

strzňpkach. Cağkowity rozpad kompleks·w odnotowano po okoğo 107 (+/- 28) min od momentu 

zatrzymaniu wzrostu strzňpek (T2). Czas pojawienia siň regularnie rozmieszczonych pierŜcieni 

Z oszacowano na 27 (+/- 12) min (T3) od momentu zatrzymania wzrostu strzňpki. PierŜcienie 

Z byğy widoczne do 107 (+/- 16) min (T4) od momentu zatrzymaniu wzrostu kom·rek. 

OkreŜlono r·wnieŨ czas pojawienia siň ğaŒcuch·w prespor od momentu zatrzymania 

wydğuŨania siň strzňpki (T5), kt·ry wynosiğ 175 (+/- 31) min (Tabela 5.2.). 

PowyŨsze analizy wskazujŃ, Ũe regularnie rozmieszczone kompleksy ParB-HaloTag 

pojawiağy siň i rozpadağy siň w tym samym czasie, co pierŜcienie Z w strzňpkach sporogennych 

szczepu typu dzikiego.  
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5.2.3. Wpğyw SMC na tempo wzrostu strzňpek i podziağy kom·rkowy 

strzňpek sporulujŃcych  
 

5.2.3.1. Wpğyw SMC na tempo wzrostu strzňpek sporogennych 

 

W celu sprawdzenia, czy SMC wpğywa na sporulacjň, zbadnao poszczeg·lne etapy tego 

procesu. Przy uŨyciu mikroskopii przyŨyciowej z wykorzystaniem systemu CellAsic ONIX 

oraz mikroskopu fluorescencyjnego Delta Vision Elite Imager (Rozdziağ 4.8.5), szczepu 

pozbawionego SMC (KP007 - ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) oraz kontrolnego (KP006 - 

æparAB, pnatparAB-halotag) okreŜlono czas wydğuŨania siň strzňpek sporogennych, zmierzono 

dğugoŜĺ strzňpek w momencie zatrzymania wzrostu i obliczono tempo ich wydğuŨania 

(Rysunek 5.13.).  
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Rysunek 5.13. Analiza wpğywu SMC na wydğuŨanie strzňpek sporogennych. (A-B) Przykğadowe 

zdjňcia mikroskopowe obrazujŃce wydğuŨanie strzňpek sporogennych szczepu kontrolnego (KP006 - 

æparAB, pnatparAB-halotag) (A) oraz pozbawionego SMC (KP007 - ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) 

(B) S. venezuelae w hodowli w systemie mikroprzepğywowym Onix. Panel g·rny: obraz strzňpek w 

Ŝwietle przechodzŃcym (kontrast fazowy), panel Ŝrodkowy: obraz fluorescencji kompleks·w ParB-

HaloTag barwionych Janelia Fluor-549 (czerwony) oraz panel dolny: nağoŨenie kanağ·w. Czas 0 min 

jest czasem zatrzymania wzrostu kom·rek sporogennych. Skala: 1 Õm.  

 

Tablela 5.3. Analiza wpğywu SMC na wydğuŨanie strzňpek sporogennych. Analizy statystyczne 

przeprowadzono na podstawie danych zebranych dla 92 strzňpek pochodzŃcych z szczepu KP006 oraz 

92 strzňpek szczepu KP007. OkreŜlono czas wydğuŨania siň (T0) analizowanych strzňpek od momentu 

ich pojawienia (rozgağňzienie) do czasu zaprzestania ich wydğuŨania, przyrost dğugoŜci strzňpki (ȹl) 

oraz tempo wydğuŨania siň strzňpki (ȹl/t). W analizie statystycznej zastosowano dwustronny test  

t-Studenta (p-value Ò0.05 (*), ns ï brak istotnoŜci statystycznej). 

Parametr 

KP006 

(æparAB, pnatparAB-

halotag) 

KP007 

(ȹsmc, æparAB, 

pnatparAB-halotag) 

(T0) Czas wydğuŨania siň strzňpki [min] (*) 220 +/- 64 190 +/- 72 

(ȹl) Przyrost dğugoŜci strzňpki od momentu 

rozgağňzienia do zatrzymania wydğuŨania siň 

strzňpki [Õm] (ns) 

25,1 +/- 7,6 26,1 +/- 13 

(ȹl/T0) Tempo wydğuŨania siň strzňpki [Õm/min] 

(*)  
0,113 0,135 
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Analizy wykazağy, Ũe Ŝredni czas wydğuŨania siň strzňpki w szczepie kontrolnym 

(KP006) wynosi 220 (+/- 64) min i jest o 30 min dğuŨszy niŨ w szczepie nie produkujŃcym 

biağka SMC ï KP007, w kt·rym ten czas wynosi 190 (+/- 72) min. średnia dğugoŜĺ strzňpki  

w momencie zatrzymania jej wydğuŨania siň w obu analizowanych szczepach jest 

por·wnywalna i wynosi dla szczepu kontrolnego (KP006) 25,1 (+/- 7,6) Õm natomiast dla 

szczepu KP007 26,1 (+/- 13) Õm. średnie tempo wydğuŨania strzňpki dla szczepu typu dzikiego 

(KP006) wynosi 0,113 Õm/min zaŜ dla szczepu pozbawionego biağka SMC (KP007) 0,135 

Õm/min (Tabela 5.3.). PowyŨsze analizy wskazujŃ, Ũe brak SMC w nieznacznym stopniu 

zwiňksza tempo wydğuŨania siň strzňpki sporogennej. Co ciekawe, pomimo r·Ũnego czasu oraz 

tempa wydğuŨania, niezaleŨnie od obecnoŜci SMC w kom·rce, strzňpka w momencie 

zatrzymania wydğuŨania siň osiŃga podobnŃ dğugoŜĺ.  

 

5.2.3.2. Wpğyw SMC na rozmieszczenie kompleks·w ParB-HaloTag w sporulujŃcych 

strzňpkach  

 

PoniewaŨ pokazano, Ũe kompleksy ParB rekrutujŃ SMC, dziňki czemu zachodzi 

rearanŨacja chromosm·w w sporogennych strzňpkach (Szafran i wsp., 2021), w nastňpnym 

etapie badaŒ sprawdzono, czy rekrutacja SMC wpğywa na rozmieszczenie lub czas Ũycia 

kompleks·w ParB. Aby zbadaĺ, czy eliminacja SMC ma wpğyw na kompleksy ParB-HaloTag, 

w sporulujŃcych strzňpkach analizowano skupiska ParB-HaloTag szczepie pozbawionym SMC 

(KP007) oraz w szczepie kontrolnym KP006 w czasie wydğuŨania strzňpki i po zatrzymaniu jej 

wzrostu (Rysunek 5.14.). Oba szczepy produkowağy ParB-HaloTag pod kontrolŃ promotora 

natywnego. Zaobserwowano, Ũe w szczepie pozbawionym SMC (KP007) kompleksy ParB-

HaloTag byğy uğoŨone nieregularnie wzdğuŨ cağej strzňpki podczas jej wydğuŨania, podobnie 

jak w szczepie kontrolnym, KP006. Nastňpnie, w kr·tkim czasie po zatrzymaniu wydğuŨania 

siň strzňpki, podobnie jak w szczepie kontrolnym kompleksy ParB-HaloTag ulegğy 

regularnemu rozmieszczniu, po czym stopniowo zaczňğy zanikaĺ, aŨ do cağkowitego rozpadu 

przed etapem wytworzenia Ŝcian poprzecznych i ğaŒcuch·w zarodnik·w.  

Aby zbadaĺ, czy SMC wpğywa na poğoŨenie kompleks·w w sporogennych strzňpkach 

zmierzono odlegğoŜci pomiňdzy skupiskami fluorescencyjnymi. OdlegğoŜci zmierzono na 

zdjňcia mikroskopowych (uzyskanych w analizach opisanych w rozdziale 5.2.3.1. oraz 

rozdziale 5.2.4.) z punktu czasowego 30 min przed zatrzymaniem siň wydğuŨania strzňpki oraz 

po zatrzymaniu wydğuŨania siň strzňpki, gdy widoczne byğy regularnie rozmieszczone 

kompleksy ParB-HaloTag.  
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Rysunek 5.14. Analiza wpğywu eliminacji SMC na odlegğoŜci pomiňdzy kompleksami ParB-

HaloTag. Analizowano strzňpki szczepu kontrolnego (KP006 - æparAB, pnatparAB-halotag) oraz 

pozbawionego SMC (KP007 - ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) S. venezuelae w hodowli w systemie 

mikroprzepğywowym Onix. (A-B) Przykğadowe zdjňcia mikroskopowe obrazujŃce kompleksy ParB-

HaloTag w strzňpkach szczep·w KP006 i KP007 30 min przed zatrzymaniem wydğuŨania siň strzňpki 

(A) oraz po zatrzymaniu wydğuŨania siň strzňpki i pojawieniu siň regularnych kompleksow ParB-

HaloTag (B). Lewy panel: obrazy strzňpek w Ŝwietle przechodzŃcym (kontrast fazowy), panel 

Ŝrodkowy: obraz fluorescencji Janelia Fluor-549 (czerwony) ï barwienie kompleks·w ParB-HaloTag, 

panel prawy: nağoŨenie kanağ·w. Skala: 1 Õm. (C) Analiza odlegğoŜci miňdzy kompleksami ParB-

HaloTag w strzňpkach sporulujŃcych 30 min przed zatrzymaniem wzrostu i po zatrzymaniu wzrostu w 

szczepie KP006 i KP007. Dane zebrano dla 35 strzňpek (przed zatrzymaniem wzrostu) i 73 strzňpek (po 

zatrzymaniu wzrostu) szczepu KP006 oraz 46 strzňpek (przed zatrzymaniem wzrostu) i 78 strzňpek (po 

zatrzymaniu wzrostu) szczepu KP007. (D) Analiza odlegğoŜci miňdzy kompleksami ParB-HaloTag  

w strzňpkach po 30 min zatrzymaniu wzrostu w szczepie KP006 oraz po 20 min w szczepie KP007. 

Analizowane dane pochodziğy z dw·ch powt·rzeŒ biologicznych, wykonanych w dw·ch powt·rzeniach 

eksperymentalnych. W analizie statystycznej zastosowano dwustronny test t-Studenta (p-value Ò0.01 

(**)).  
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Zaobserwowano, Ũe w obydwu badanych szczepach kompleksy Parb-HaloTag byğy 

nier·wnomiernie rozmieszczone przed zatrzymaniem wzrostu i r·wno rozmieszczone po 

zatrzymaniu wzrostu strzňpki. OdlegğoŜci pomiňdzy kompleksami 30 min przed zatrzymaniem 

siň wydğuŨania strzňpki wahağy siň w przedziale 0,19 ï 6,67 Õm dla szczepu KP006 oraz 0,32 

- 7.45 Õm dla szczepu KP007 (Rysunek 5.14.C.). Natomiast odlegğoŜci pomiňdzy uğoŨonymi 

regularnie kompleksami ParB-HaloTag byğy zbliŨone w obdywu szczepach (1,35 (+/- 0.45) Õm 

w szczepie kontrolnym KP006 oraz 1,27 (+/- 0.43) Õm w ȹsmc KP007) (Rysunek 5.14.D.).  

PowyŨsze analizy wskazujŃ, Ũe brak SMC nie zmienia w istotny spos·b rozmieszczenia 

kompleks·w ParB podczas wydğuŨania siň strzňpki sporogennej. Dopiero podczas segregacji 

chromosom·w eliminacja SMC nieznacznie skraca dystans pomiňdzy kompleksami.  

 

5.2.4. Wpğyw SMC na kompleksy ParB w sporogennych strzňpkach S. 

venezuelae  

 

W celu zbadania wpğywu biağka SMC na dynamikň ParB-HaloTag analizowno czas 

pojawienia siň reguarnie rozmieszczonych skupisk fluorescencycjnych oraz czas ich zaniku w 

szczepie kontrolnym KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag) oraz w szczepie pozbawionym SMC 

KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) wykorzystujŃc mikroskopiň przyŨyciowŃ  

z wykorzystaniem systemu CellAsic ONIX oraz mikroskopu fluorescencyjnego Delta Vision 

Elite Imager (Rozdziağ 4.8.4.; Rozdziağ 4.8.5.). Dodatkowo, w celu zbadania, czy biağko SMC 

wpğywa na czas podziağ·w kom·rkowych w strzňpkach sporulujŃcych, nowo tworzone Ŝciany 

kom·rkowe znakowano fluorescencyjnym D-aminokwasem (NBD-amino-D-alanina, NADA) 

(Rysunek 5.15.; Tabela 4.31.).  

Zaobserwowano, Ũe w szczepie pozbawionym SMC regularnie rozmieszczone 

kompleksy ParB-HaloTag pojawiağy siň wczeŜniej niŨ w szczepie kontrolnym (Rysunek 

5.15.A-B.). Analizy wykazağy, Ũe Ŝredni czas (T1) do momentu pojawienia siň regularnych 

kompleks·w ParB-HaloTag byğ o 9 min kr·tszy w szczepie z delecjŃ smc KP007 (T1 = 20/19 

(+/- 9) min) w por·wnywaniu do szczepu KP006 (T1 = 2/28 (+/- 9) min). Co ciekawe, 

kompleksy ParB rozpadağy siň znacznie wczeŜniej w szczepie pozbawionym SMC (T2 = 79 / 

80 (+/- 25/23) min) niŨ w szczepie kontrolnym (T2 = 114/119 (+/- 42/35) min). Co wiňcej,  

w szczepie pozbawionym SMC czas wystňpowania regularnie rozmieszczonych kompleks·w 

ParB nie tylko siň skr·ciğ, ale r·wnieŨ wykazywağ mniejszŃ zmiennoŜĺ niŨ w przypadku 

szczepu kontrolnego. 
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Rysunek 5.15. Wpğyw SMC na dynamikň kompleks·w ParB-HaloTag w strzňpkach 

sporogennych. (A-B) Przykğadowe zdjňcia mikroskopowe obrazujŃce kompleksy ParB-HaloTag oraz 

tworzenie Ŝcian poprzecznych w szczepie KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag) (A) oraz KP007 (ȹsmc, 

ȹparAB, pnatparAB-halotag) (B) S. venezuelae w czasie hodowli w systemie mikroprzepğywowym Onix. 

Kolejne panele (od g·ry): obraz strzepek w Ŝwietle przechodzŃcym (kontrast fazowy), obraz 

fluorescencji NADA (zielony) ï barwienie przegr·d podziağowych; fluorescencja Janelia Fluor-549 

(czerwony) ï barwienie kompleks·w ParB-HaloTag, nağoŨenie kanağ·w. Czas 0 min jest czasem 

zatrzymania wzrostu kom·rek sporogennych. Skala: 1 Õm. (C) Schemat rozwoju kom·rek 

sporogennych przedstawia punty czasowe: czas od momentu zatrzymania wzrostu strzňpki (T0) do 

pojawienia siň regularnie rozmieszczenych kompleks·w ParB-HaloTag w strzňpce sporogennej (T1), 

do momentu rozpadu kompleks·w ParB-HaloTag (T2), do momentu pojawienia siň Ŝcian poprzecznych 

(T3), do momentu wytworzenia ğaŒcuch·w spor (T4).  
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Tabela 5.4. Analiza czasu pojawienia regularnie rozmieszczonych kompleks·w ParB-HaloTag 

oraz czasu tworzenia Ŝcian poprzecznych w szczepach KP006 (æparAB, pnatparAB-halotag) oraz 

KP007 (ȹsmc, ȹparAB, pnatparAB-halotag) S. venezuelae. Analizy przeprowadzono dla dw·ch 

zestaw·w danych eksperymentalnych pochodzŃcych z eksperyment·w, w kt·rych wykonywano 

barwienie NADA oraz z eksperyment·w, w kt·rych nie uŨywano NADA (kursywa). Analizy 

statystyczne przeprowadzono na podstawie danych zebranych dla 19 strzňpek szczepu KP006 oraz 43 

strzňpek szczepu KP007 (eksperyment z NADA) oraz 92 strzňpek szczepu KP006 oraz szczepu KP007 

(eksperyment bez NADA). W analizie statystycznej zastosowano dwustronny test t-Studenta (p-value 

Ò0.05 (*), Ò0.01 (**), Ò0.0001 (****)). 

Parametr 

KP006 

(æparAB, pnatparAB-

halotag) 

KP007 

(ȹsmc, ȹparAB, 

pnatparAB-halotag) 

Czas [min] 

(T1) Czas od momentu zatrzymania 

wydğuŨania strzňpki do pojawiania siň 

regularnie rozmieszczonych skupisk ParB-

HaloTag (****)  

29 +/- 9 

28 +/- 9 

 

20 +/- 9 

19 +/- 9 

Czas trwania regularnych kompleks·w ParB-

HaloTag o stağej intensywnoŜci 

29 

30 

25 

24 

(T2) Czas od momentu zatrzymania 

wydğuŨania strzňpki do zaniku fluorescencji 

kompleks·w ParB-HaloTag (****)  

114 +/- 42 

119 +/- 35 

79 +/- 25 

80 +/- 23 

(T3) Czas od momentu zatrzymania 

wydğuŨania strzňpki do pojawienia siň Ŝcian 

porzecznych (*) 

128 +/- 28 147 +/- 32 

(T4) Czas od momentu zatrzymania 

wydğuŨania strzňpki do wytworzenia 

ğaŒcuch·w zarodnik·w (**) 

195 +/- 63 

195 +/- 54 

153 +/- 39 

153 +/- 30 

 

Analizy podziağ·w kom·rkowych wykazağy, Ũe usniňcie SMC w pewnym stopniu 

op·Ŧnia moment wytworzenia przegr·d poprzecznych w strzňpkach sporogennych. W szczepie 

kontrolnym dzikiego typu (KP006) septacjň (sygnağ NADA) wykryto okoğo 128 (+/- 28) min 

(T3) po zatrzymaniu wzrostu strzňpek i 14 min po demontaŨu kompleks·w ParB. Brak SMC 

nieznacznie op·Ŧniğ czas septacji (T3 = 147 (+/- 32) min) w por·wnaniu ze szczepem 

kontrolnym. Cağkowity czas od zatrzymania wzrostu do wykrycia zaokrŃglonych ğaŒcuch·w 

zarodnik·w (T4) skr·ciğ siň w szczepie pozbawionym SMC (KP007) o 42 min w por·wnaniu 

do szczepu kontrolnego (KP006) (ȹsmc: 153 +/- 39/30 min, szczep kontrolny:195 +/- 63/54 

min) (Tabela 5.4.). Pomimo zastosowania dw·ch podejŜĺ eksperymentalnych (r·ŨniŃcych siň 

wzbudzeniem pr·bki - Ŝwiağo czerwone i zielone dla eksperyment·w z barwioniemNADA oraz 

tylko Ŝwiatğo czerwone, dla eksperyment·w bez barwienia NADA) analizowane czasy byğy 

por·wnywalne.  
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Przeprowadzone analizy wskazujŃ, Ũe eliminacja SMC przyŜpiesza demontaŨ 

kompleks·w ParB-Halotag w kom·rkach sporogennych. Co ciekawe, pomimo op·Ŧnienia 

procesu tworzenia Ŝcian poprzecznych w strzňpkach, proces wytworzenia ğaŒcuch·w 

zarodnik·w nastňpuje zdecydowanie wczeŜniej w szczepie pozbawionym SMC.  

 

5.2.5. Wpğyw SMC na podziağy kom·rkowe strzňpek sporogennych 

 

Opisane powyŨej analizy wskazağy, Ũe eliminacja SMC wpğywa na czas tworzenia 

przegr·d kom·rkowcyh w strzňpkach sporogennych. W celu zweryfikowania wpğywu biağka 

SMC na podziağy kom·rkowe por·wnano czas tworzenia pierŜcieni podziağowych w 

strzňpkach sporogennych szczepu pozbawionego SMC (TM004 - ȹsmc; ftsZ-ypet)  

i kontrolnego (MD100 - ftsZ-ypet). W analizach wykorzystano fluorescencjyjne biağko fuzyjne 

FtsZ-YPet, tworzŃce drabinkň pierŜcieni Z tuŨ przed wytworzeniem przegr·d poprzecznych  

w trakcie r·Ũnicowani strzňpek sporulujŃcych. Analizy prowadzono przy uŨyciu mikroskopii 

przyŨyciowej z wykorzystaniem systemu CellAsic ONIX oraz mikroskopu fluorescencyjnego 

Delta Vision Elite Imager (Rozdziağ 4.8.5). 

Analizy potwierdziğy, Ũe usuniňcie SMC wpğywa na podziağy kom·rkowe (Rysunek 

5.16.). średni czas T1, czyli od momentu zatrzymania wzrostu do pojawienia siň regularnie 

rozmieszczonych pierŜcieni Z byğ 5 min kr·tszy w szczepie z delecjŃ smc w por·wnywaniu do 

szczepu kontrolnego (odpowiednio 22 (+/- 8) min oraz 27 (+/- 10) min). Czas od zatrzymania 

wydğuŨania strzňpki do rozpadu pierŜcieni Z (T2) w szczepie pozbawionym SMC (TM004) byğ 

dğuŨszy o 10 min niŨ w szczepie kontrolnym i wynosiğ 100 (+/- 22) min w por·wnaniu 90 (+/- 

34) min w szczepie kontrolnym. Zaobserowany op·Ŧniony rozpad pierŜcieni Z w szczepie z 

delecjŃ genu smc jest zgodny z wczeŜniejszymi obserwacjami op·Ŧnienia powstawania 

przegr·d poprzecznych (Rozdziağ 5.2.4.). Dla szczep·w produkujŃcych FtsZ-YPet zmierzono 

r·wnieŨ czas od momentu zatrzymania wydğuŨania siň strzňpki do pojawienia siň ğaŒcuch·w 

zarodnik·w (T3). W szczepie kontrolnym (MD100) okrŃge spory formowağy siň 167 (+/- 26) 

min po zatrzymaniu wydğuŨaniu siň strzňpki. Natomiast w szczepie pozbawionym SMC 

(TM004) czas ten wynosiğ 161 (+/- 35) min (T3) (Tabela 5.5.). 
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152:68271



153:72266



154:32980



155:77324



156:28206



157:51783



158:57529



159:92026



160:77533



161:66861



162:12602



163:36592



164:96100



165:49612



166:10621



167:67339



168:62428



169:10834



170:59656



171:40316



172:65107



173:20163



174:72953



175:59017



176:40482



177:74568



178:34091



179:47125



180:43731



181:31005



182:75219



183:71828



184:24319



185:78123



186:98052



187:94453



188:75420



189:57109



190:38659



191:96154



192:32023



193:10769



194:17539



195:42826



196:23370



197:19393



198:10393



199:54838



200:89406



201:44909



202:77313



203:82175



204:61629



205:71322



206:83382



207:24708



208:37755



209:58877



210:46868



211:93916



212:33994



213:10518



214:89042



215:52822



216:28461



217:21175



218:55561



219:13069



220:18790



221:74229



222:10877



223:28462



224:15875



225:72101



226:11389



227:11020



228:11559



229:56445



230:30180



231:40745


