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Strzepki bakterii Streptomyces
zawierajg wiele kopii genomu, ktére
jednak, dzieki precyzyjnemu procesowi
ich przemieszczania, do powstajacych
zarodnikow trafiaja pojedynczo

Bakterie rodzaju Streptomyces nadaja gle-
bie charakterystyczny zapach iodgrywaja
kluczowa role w obiegu wegla w przyrodzie.
Niektére z wytwarzanych przez nie zwigz-
kow s3 barwnikami nadajacymi koloniom
Streptomyces osobliwy wyglad, a inne stuza
do zdobycia przewagi nad innymi organizma-
mi: chitynazy stanowig bron przeciwko gtow-
nym Konkurentom w glebie - grzybom, a ze-
wnatrzkomérkowe enzymy hydrolityczne
pozwalaja Streptomyces ,zywi¢ sie” nieomal
wszystkim. Dla cztowieka bakterie te dlate-

g0 sg cenne, Ze produkujg wiele antybioty-
kéw (m.in. streptomycyne, neomycyne, chlo-
ramfenikol i tetracykliny), a takze substancje
0 aktywnosci przeciwwirusowej i przeciwno-
wotworowej, immunomodulatory, herbicydy,
inhibitory enzyméw oraz enzymy wykorzy-
stywane w przemysle.

Bakteria jak grzyb

Streptomyces t6znia sie od bakterii zto-
zonym cyklem zyciowym, ktéry przypomi-
na cykl zyciowy niedoskonatych grzybow
strzepkowych. Dlatego tez nazewnictwo do-
tyczace Streptomyces bywa niekiedy mylace
- uzywane sg tu terminy stosowane dla grzy-
bow. Zatem bakterie te rosng w postaci wie-
lokomoérkowej grzybni wegetatywnej, kto-
rej strzepki utworzone sg przez przylegaja-
ce do siebie wydtuzone komorki zwane kom-
partmentami. Po wyczerpaniu sktadnikow od-
zywczych w podtozu na powierzchni Kkolo-
nii tworzy si¢ warstwa grzybni powietrznej,
ktora nastepnie réznicuje sie w tancuchy za-
rodnikéw. Wzrost w postaci grzybni ulatwia
Streptomyces Kkolonizowanie gleby, a produ-
kowanie zarodnikéw opornych na czynniki
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zewnetrzne umozliwia przetrwanie w nieko-
rzystnych warunkach $rodowiska. Dla prze-
mystu farmaceutycznego istotny jest fakt, ze
zmianom form Streptomyces towarzyszy pro-
dukowanie metabolitow wtérnych. Te cechy
sprawiaja, ze Streptomyces stanowig obiekt
wielu badan dotyczacych morfologicznego
réznicowania, a szczegolnie ciekawa wyda-
je sie czasowo-przestrzenna, wrecz ,tkanko-
wo” swoista, regulacja proceséw zachodza-
cych w obrebie kolonii tych bakterii.

Mnogos¢ genomow

Moéwiac o bakteriach, zwykle wyobrazamy
sobie pojedyncze komorki zawierajace poje-
dynczy genom - tzw. chromosom bakteryjny.
Jednak w przypadku Streptomyces w pojedyn-
czym kompartmencie grzybni znajduje si¢ od
kilku do kilkunastu chromosoméw. Bardzo
diugie strzepki grzybni powietrznej - osiaga-
jace do kilkudziesieciu um diugosci (tymcza-
sem typowa komdrka bakteryjna to zaledwie
kilka um) - zawieraja nawet ponad 50 kopii
genomu. Co wiecej, chromosomy w grzybni
sg nieskondensowane, a ich potozenie wyda-
je sie nieuporzadkowane.

Wobec tej nietypowej cechy bakterii zada-
liSmy sobie pytanie, czy wszystkie chromoso-
my Streptomyces sg powielane w tym samym
czasie, czyli inaczej mowiac, czy replikacja

kietkowanie
zarodnika

chromosoméw jest procesem synchronicz-
nym? Aby sie o tym przekonac, wykorzysta-
liSmy znacznik fluorescencyjny. Byto to bial-
ko niebieskiej fluorescencji, CFP (od ang.
cyan fluorescent protein), potaczone z biatkiem
DnaN, podjednostka B polimerazy III DNA,
ktéra stuzy do powielania materiatu gene-
tycznego w komorkach. Wciaz funkcjonalna
polimeraza z dotagczonym znacznikiem fluore-
scencyjnym byta dla nas widoczna pod mikro-
skopem - Swiecita w komérkach bakterii na
niebiesko. Umozliwito to nam $ledzenie pro-
cesu replikacji w obu rodzajach grzybni.
Okazato sie, ze w obrebie kolonii powie-
lanie DNA (replikacja) nie jest procesem lo-
sowym inie wszedzie zachodzi ztg sama
intensywnoscia. W szybko rosnacej grzyb-
ni powietrznej, tam, gdzie powstajg zarodni-
ki, istnieje duze ,zapotrzebowanie” na chro-
mosomy (kazdy z kilkudziesieciu zarodni-
kow otrzymuje po jednej kopii). Tam tez za-
obserwowaliSmy najwyzsza aktywno$¢ re-
plikacyjna. Natomiast w grzybni wegetatyw-
nej intesywnos¢ procesu replikacji byta bar-
dzo zréznicowana: obserwowano zaréwno ak-
tywne centra, tzw. replisomy (wszystkie biat-
ka uczestniczace w replikacji zgromadzone
w jednym miejscu i tworzace ,centrum powie-
lania DNA”) widoczne jako wyraZzne skupiska
fluorescencyjne, jak i fluorescencjg rozproszo-

Bakterie rodzaju
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Powielanie materiatu
genetycznego (niebieskie
kropki) zachodzi zarowno

w grzybni powietrznej,

jak i wegetatywnej
Streptomyces. Biatko ParA
(czerwony kolor)

pozwala precyzyjnie
umiescic po jednej

kopii chromosomu

w powstajacych
zarodnikach. ParB
(zielone kropki) jest
sktadnikiem segregosomu,
kompleksu biatkowego
wspomagajacego
przemieszczanie

nowych kopii genomu

do komérek potomnych
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ng (efekt rozmontowania/montowania repli-
som6w). W wiekszosci przedzialow grzybni
wegetatywnej liczba replisoméw byta zdecy-
dowanie nizsza od liczby obecnych chromo-
somow, aw czedci z nich replikacja w ogéle
nie zachodzita.

Obserwacje nasze wskazuja zatem, ze re-
plikacja chromosoméw Streptomyces jest pro-
cesem asynchronicznym itylko wybrane
chromosomy ulegaja powielaniu w jednym
czasie. Mozna tutaj zauwazy¢ pewng analogie
do replikacji chromosoméw w komdérkach or-
ganizmow wyzszych (eukariotycznych). Tam
powielanie genomu rozpoczyna sie w wie-
lu miejscach na chromosomie, jednak nie
we wszystkich jednocze$nie, zatem istnie-
je mechanizm decydujacy o tym, ktére cen-
tra replikacji zostajg w danym czasie ,odpa-

lone”. Podobnie u Streptomyces - tylko niekt6-
re chromosomy zostajg wybrane do replikacji,
nie wiadomo jednak, co o tym decyduje.

Komoérki do wynajecia

Nastepstwem powielania materialu gene-
tycznego jest jego kondensacja, czyli Sciste
zwijanie DNA (przez co jego struktura jest
bardziej zwarta iupakowana), oraz segre-
gacja, czyli przeniesienie/rozdziat do komo-
rek potomnych. U bakterii pateczkowatych,
takich jak Escherichia coli czy Bacillus subti-
lis, procesy replikacji, kondensacji i segrega-
cji zachodza jednoczesnie, kondensacja i se-
gregacja nastepuja tuz po rozpoczeciu repli-
kacji. Siostrzane nowo zreplikowane regio-
ny sg aktywnie przemieszczane w strone bie-
guna(-6w) komorki - przysztych centréw po-
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tomnych komoérek. Obecnie wiadomo, ze se-
gregacja bakteryjnych chromosoméw do ko-
morek potomnych jest procesem aktyw-
nym iregulowanym - wymagajacym zesta-
wu odpowiednich biatek inaktadu energii.
U Streptomyces procesy kondesacji isegre-
gacji chromosoméw poprzedzaja tzw. Spo-
rulacje, czyli proces tworzenia zarodnikow.
Mozna nawet powiedzie¢, ze u Streptomyces
kondensacja i segregacja sa ,tkankowo” swo-
iste, bo zachodza tylko w grzybni powietrz-
nej, tuz po zatrzymaniu intensywnej repli-
kacji, w trakcie tworzenia charakterystycznej
dla sporulacji drabinki przegréd poprzecz-
nych. Musi to by¢ proces regulowany nie-
zwyKkle precyzyjnie: segregacji i kondensacji
ulega wtedy jednoczesnie kilkadziesiat chro-
mosoméw i musza one zosta¢ tak upakowa-
ne, by kazdy z nich zmiescit sie w niewielkiej
przestrzeni pojedynczego zarodnika.

ParA biatek

Do Kkluczowych biatek uczestniczacych
w segregacji chromosomoéw bakteryjnych
naleza ParA (enzym o aktywnosci ATPazy)
i ParB (biatko wigzace DNA). U Streptomyces
odpowiadajg one za réwnomierne rozmiesz-
czenie chromosoméw wzdtuz grzybni po-
wietrznej. Brak tych biatek powoduje zabu-
rzenia segregacji materialu genetycznego:
powstanie ,pustych” zarodnikéw (bez chro-
mosomow). W trakcie rozwoju grzybni po-
wietrznej biatko ParA tworzy charaktery-
styczne struktury, ktére zmieniajq sie wraz
ze wzrostem grzybni. W bardzo mtodych
i krotkich strzepkach grzybni ParA umiej-
scawia sie w samym wierzchotku szczytowe-
go kompartmentu. Wraz z jego wzrostem cza-
steczki ParA tworza diugie widkienka (fila-
menty) o ksztatcie podwéjnej spirali. Funkcja
biatka ParB jest wigzanie sie do specyficzne-
g0 miejsca na chromosomie bakterii, tzw. se-
kwencji parS. Nasze badania wykazuja, ze
w grzybni powietrznej biatko ParB tworzy
wokot sekwencji parS w obecnosci filamen-
tu ParA duze kompleksy sktadajace sig¢ z bia-
tek i kwaséw nukleinowych. Sa one widocz-
ne w mikroskopie jako wyrazne skupiska flu-
orescencyjne (ParB w fuzji z biatkiem zielo-
nej fluorescencji - GFP - $wieci na zielono).
Wyglada na to, ze filament biatka ParA po-
maga w rownomiernym rozmieszczeniu Kkil-
kudziesieciu komplekséw ParB pomiedzy po-
wstajacymi w tym czasie przegrodami. Taka
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przestrzenna organizacja umozliwia precy-
zyjne rozmieszczenie chromosomoéw - dzie-
ki temu kilkadziesiagt powstajacych zarodni-
kow otrzymuje po jednym z nich.

Szkielet dynamiczny

Nasze do$wiadczenia wykazaty, ze dla
aktywnego idynamicznego rozmieszcza-
nia chromosomdéw ma znaczenie funkcja en-
zymatyczna biatka ParA, czyli aktywno$c¢
ATPazy. Aktywnos$¢ ta polega na rozktadzie
(hydrolizie) czasteczki ATP, ktéra jest noSni-
kiem energii. Szczepy posiadajace mutacje
w regionie odpowiedzialnym za aktywnosc
ATPazowg oraz mutanty, ktérym usunieto
gen parA, wykazujg duze zaburzenia segre-
gacji DNA - do 30% przedziatéw zarodniko-
wych moze by¢ ,pustych”. Okazuje sie takze,
ze odstepy miedzy powstajacymi przegroda-
mi zmutowanych komorek sa réznej dtugosci.
Te obserwacje sugeruja, ze ParA jest nie tylko
pewnego rodzaju rusztowaniem wspomaga-
jacym odpowiednie rozmieszczenie chromo-
soméw w trakcie ich segregacji, ale rowniez
moze by¢ jednym ze sktadowych elementéw
dynamicznego szkieletu komdrkowego (cy-
toszkieletu), do ktérego funkcjonowania po-
trzebna jest energia. Cytoszkielet ten u Strep-
tomyces, podobnie jak ma to miejsce w komor-
kach organizméw wyzszych, odgrywa zapew-
ne istotng role podczas podziatléw komdrko-
wych. Przypuszcza sie takze, ze biatko ParA
moze odgrywac role punktu kontrolnego, ko-
ordynujacego proces segregacji chromoso-
mow z podziatami komérkowymi.
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Wytwarzane przez bakterie
Steptomyces substancje
nadaja ich koloniom
osobliwy wyglad
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