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STRESZCZENIE

Rozw()j zaawansowanych technik obrazowania (tj. mikroskopia wysokorozdzielcza) oraz
wysokoprzepustowych metod analizy DNA pozwolil na zrewidowanie dotychczasowego
pogladu dotyczacego struktury i organizacji chromosomu bakteryjnego (nukleoidu). Wyniki
badan prowadzonych w ostatnich latach sugeruja, ze nukleoid, podobnie do eukariotycznej
chromatyny, wykazuje hierarchiczna organizacje. Jednakze, u bakterii chromosom jest pod-
dawany ciaglym modyfikacjom i rearanzacjom topologicznym ze wzgledu na jednoczesnie za-
chodzace procesy replikacji, transkrypcji i translacji. Organizacja dynamicznej i rownocze$nie
silnie upakowanej struktury nukleoidu zalezy od czynnikéw fizycznych dzialajacych na cza-
steczke chromosomu w malej przestrzeni komorki bakteryjnej oraz jest wynikiem dzialania
wielu bialek wigzacych sie do DNA chromosomalnego. Celem niniejszego artykulu jest przed-
stawienie obecnego stanu wiedzy na temat struktury chromatyny bakteryjnej oraz wyjasnienie
fizycznych i molekularnych czynnikow lezacych u podstaw jej organizacji w komorce.

WSTEP

Chromosom bakteryjny wystepuje w postaci DNA zwigzanego z licznymi
biatkami oraz RNA tworzac makrokompleks nukleoproteinowy zwany nukle-
oidem. W przeciwieristwie do eukariotycznej chromatyny, chromosom bakte-
ryjny nie jest oddzielony Zadna fizyczna bariera od pozostatych skladnikow
komérki i z tego wzgledu bardzo dlugo uwazany byt za nieustrukturyzowany
twoér zanurzony w cytoplazmie. Wyniki badani prowadzonych w ostatnich la-
tach pozwolily na zrewidowanie dotychczasowego pogladu na temat struktury
chromosomu bakteryjnego, ktéry stopniem organizacji doréwnuje niemal eu-
kariotycznej chromatynie. Pierwszy model organizacji nukleoidu zostat zapro-
ponowany prawie 50 lat temu na podstawie eksperymentu, w ktérym komorki
Escherichia coli zostaly poddane delikatnej lizie alkalicznej [1]. Uwolniony z ko-
morki chromosom ukladal sie w szereg charakterystycznych, superzwinietych
petli zebranych wokét gesto upakowanego rdzenia tworzac strukture tzw. roze-
ty. Podejrzewano, ze rdzen ten stanowia bialka i RNA. Model rozety uwaza sie
obecnie za kontrowersyjny, a charakterystyczny ksztalt rozety moze by¢ artefak-
tem powstalym w wyniku niefizjologicznej asocjacji zasadowych bialek kotwi-
czacych DNA w bionie komoérkowej [2]. Przedmiotem niniejszego artykutu jest
przyblizenie obecnego stanu wiedzy na temat organizacji bakteryjnej chromaty-
ny oraz analiza fizycznych i molekularnych podstaw jej organizacji w komorce.

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA ORGANIZACJE
CHROMOSOMU BAKTERYJNEGO

U wiekszosci bakterii chromosom stanowi pojedynczg, kowalencyjnie za-
mknieta czasteczke dwuniciowego DNA. Wystepuja jednak bakterie majace
wiecej niz jeden chromosom (np. Vibrio cholerae [3]) lub zawierajace chromosom
liniowy (np. Streptomyces [4], Borrelia burgdorferi [5]). Wielkosé chromosomu bak-
teryjnego jest bardzo zréznicowana - od 0,11 Mpz u obligatoryjnego symbionta
Candidatus Nasuia deltocephalinicola [6] do nawet 15 Mpz u myksobakterii Soran-
gium cellulosum [7]. W zwiazku z niewielkim rozmiarem komoérek bakteryjnych
chromosom musi by¢ skondensowany co najmniej tysigckrotnie [8]. Istnieje
kilka ré6znych mechanizméw odpowiedzialnych za upakowanie i kondensacje
chromosomalnego DNA, w ktérych uczestnicza czasteczki wykazujace rézna
swoistoé¢ wzgledem DNA. Jednym z nich jest nieswoisty mechanizm ograni-
czajacy objetosé nukleoidu poprzez dzialanie makroczasteczek obecnych w cy-
toplazmie [9]. U bakterii, cytoplazma sklada sie z r6znych makroczasteczek w
tym bialek i RNA, a niektére z nich tworza ztozone struktury takie jak ryboso-
my lub cytoszkielet (np. bialko MreB). Makroczasteczki te wystepuja w duzym
zageszczeniu w cytoplazmie (300-400 mg RNA i biatka/ml cytoplazmy [10]) i
dlatego zjawisko takie czesto okresla sie terminem zattoczenia molekularnego
(ang. molecular crowding) (Ryc. 1A). Te ,stloczone” makroczasteczki (ang. crow-
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Rycina. 1. Model hierarchicznej struktury bakteryjnej chromatyny. (A) Poziomy organizacji chromosomu bakteryjnego: globalna organizacja nukleoidu, podziat na ma-
krodomeny (Ori, Ter, lewe (L) i prawe (P) ramie chromosomu oraz dwie nieustrukturyzowane domeny (NS)), organizacja DNA w ramach domen CID (obszar odpowia-
dajacy granicy pomiedzy domenami CID oznaczony gwiazdka). (B) Schemat organizacji mikrodomen chromosomalnych przez biatka NAP (HU, IHF, Fis, H-NS) oraz

kondensyny SMC/MukB.

ding agents) nie oddzialuja z DNA, ale w spos6b fizyczny
wplywaja na strukture nukleoidu gléwnie ograniczajac jego
objetoé¢. Kondensacja DNA odbywa sie réwniez poprzez
neutralizacje jego ujemnego fadunku [11]. W procesie tym
uczestnicza dodatnio naladowane czynniki, multiwalent-
ne kationy (np. poliaminy) oraz niskoczasteczkowe biatka
wiazace DNA (NAP, ang. nucleoid associated proteins). Bial-
ka NAP nie tylko kondensuja DNA poprzez neutralizacje
jego ujemnego tadunku, ale réwniez lokalnie wptywaja na
jego topologie (Ryc. 1B). Dodatkowo istnieja wysokocza-
steczkowe biatka SMC (ang. Structural Maintenance of Chro-
mosomes; oraz homologi funkcjonalne SMC wystepujace u
Enterobakterii - bialka MukB), ktére w przeciwienistwie do
wiekszosci biatek NAP, kondensuja odlegte od siebie frag-
menty chromosomalnego DNA (Ryc. 1B). Innym waznym
mechanizmem odpowiedzialnym za upakowanie DNA jest
kontrola jego superskrecenia. Za utrzymanie homeostazy
topologicznej czasteczki chromosomu w komoérce bakteryj-
nej odpowiadajg wyspecjalizowane enzymy zwane topoizo-
merazami [12]. Kontrolujg one relaksacje DNA przecinajac
jedna (topoizomerazy typu I) lub dwie jego nici (topoizo-
merazy typu II). U wiekszosci bakterii podstawowy zestaw
topoizomeraz stanowi topoizomeraza typu I usuwajaca
ujemne superskrety oraz dzialajaca przeciwstawnie gyraza
bedaca topoizomeraza typu II. Na organizacje nukleoidu
maja tez wplyw okresélone sekwencje nukleotydowe chro-
mosomalnego DNA, ktére przykladowo moga generowac
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zakrzywienie DNA lub jego wypetlenie (np. ciag zasad A)
[13].

Oprécz powyzej wspomnianych mechanizméw, orga-
nizacja chromosomu bakteryjnego zalezy réwniez od fazy
wzrostu bakterii, a w konsekwencji od intensywnosci proce-
sow zwiazanych z przekazywaniem informacji genetycznej
(replikacja, transkrypcja i translacja). W fazie logarytmicz-
nego wzrostu, zwlaszcza w czesto dzielacych sie komor-
kach, chromosom musi mie¢ dynamiczna strukture tak, aby
procesy replikacji i segregacji chromosomu oraz transkryp-
¢ji mogty zachodzi¢ jednoczeénie. Z drugiej strony, zatto-
czenie molekularne zwigzane z intensywna produkcja bia-
tek (w czesto dzielacych sie komérkach E. coli wystepowac
moze az 72000 rybosoméw na pojedyncza komoérke [14])
ma istotny wplyw na upakowanie chromosoméw. Proce-
sy transkrypciji i translacji okreslonych genéw (a zwtaszcza
gendéw zorganizowanych w operony) odbywaja sie w tym
samym miejscu i czasie, w zwiazku z czym wiekszoé¢ rybo-
somOw umiejscawia sie w bezposrednim sgsiedztwie nukle-
oidu, co powoduje jego kondensagcje.

POZIOMY ORGANIZAC]JI CHROMOSOMU
BAKTERYJNEGO

Podobnie do eukariotycznej chromatyny, chromosom

bakteryjny wykazuje hierarchiczna strukture (Ryc. 1), ktéra
jest wypadkowa dzialania czynnikéw fizycznych, oddzia-
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tywan na poziomie DNA-biatko oraz zalezy od proceséw
zachodzacych na réznych etapach cyklu zyciowego bakterii
(tj. replikacja i segregacja chromosomow, transkrypcja oraz
translacja). Badania chromosomu bakteryjnego przy uzyciu
wysokorozdzielczej mikroskopii fluorescencyjnej (m.in.,
mikroskopia PALM - photoactivated localization microscopy,
STORM - stochastic optical reconstruction microscopy i 3D-SIM
- 3D structured illumination microscopy) oraz wysokoprzepu-
stowych analiz DNA (tj. ChIP-seq, chromatin immunoprecipi-
tation-sequencing) potwierdzily jego uporzadkowana i réw-
noczeénie dynamiczng organizacje [15-20]. Blizsze spojrze-
nie na organizacje nukleoidu umozliwila réwniez metoda
3C (ang. chromosome conformation capture) oraz jej pochodne,
przede wszystkim technika Hi-C (ang. high-troughput 3C),
ktéra pozwala okresli¢ mape kontaktéw fragmentéw DNA,
czesto odleglych od siebie, a w konsekwencji zrekonstru-
owac tréjwymiarowgq organizacje chromosomu [20].

W ujeciu globalnym, chromosom przyjmuje konformacje
w zaleznosci od rozmiaréw i ksztattu komoérki. Przyktado-
wo, u paleczkowatej, drapieznej bakterii Bdellovibrio bacte-
riovorus (namnazajacej si¢ w Gram-ujemnych bakteriach)
chromosom jest dodatkowo helikalnie skrecony, aby dopa-
sowac sie do niewielkich wymiaréw komoérki [21].

Makrodomeny (duze fragmenty chromosomu, o wiel-
kosci rzedu Mpz; Ryc. 1A), ktérych istnienie potwierdzono
eksperymentalnie dotychczas tylko u E. coli, zajmuja stale
miejsca w komorce i nie ulegaja rekombinacji miedzy soba
[20,22,23]. Przyjmuje si¢, ze chromosom E. coli sklada sie
z szeéciu takich makrodomen: Ori, Ter (obejmujace odpo-
wiednio region startu oraz terminacji replikacji DNA), lewe-
go i prawego ramienia chromosomu oraz dwoéch niestruk-

turyzowanych domen, ktére flankuja makrodomene Ori.
Wyniki ostatnich badari Hi-C u E. coli sugeruja, ze makro-
domena Ter charakteryzuje si¢ nietypowa strukturag w po-
réwnaniu do pozostalych regionéw chromosomu [20]. Za
organizacje domeny Ter odpowiada biatko MatP wystepu-
jace wylacznie u Enterobakterii. MatP rozpoznaje 13-nukle-
otydowe motywy (zwane sekwencjami matS) i tworzac te-
trametry, zbliza nawet znacznie oddalone fragmenty DNA
w obrebie makrodomeny Ter [24].

Eksperymenty Hi-C prowadzone na bakteriach modelo-
wych (4. E. coli [20], Bacillus subtilis [25] i Caulobacter cres-
centus [16]) pozwolily na wyodrebnienie duzych (30-400
kpz), wewnetrznie oddziatlujacych ze soba regionéw DNA,
zwanych domenami CID (ang. chromosomal interaction do-
mains). Liczba domen CID rézni sie w zaleznosci od rodzaju
bakterii, np. u C. crescentus zidentyfikowano 23 takie dome-
ny, natomiast u E. coli wystepuje 31 domen CID. Co cieka-
we, wystepowanie domen CID jest pochodna aktywnosci
transkrypcyjnej w komorce - regiony aktywne transkryp-
cyjnie wyznaczaja ich granice. W zwiazku z duza aktywno-
Scig transkrypcyjna na obrzezach domen CID, DNA w tych
obszarach chromosomu nie wystepuje w postaci superzwi-
nietych petli (obszar zaznaczony gwiazdka na Ryc. 1A), co
stanowi naturalne granice pomiedzy domenami. Organi-
zacja bakteryjnej chromatyny na poziomie domen CID jest
analogiczna do zaobserwowanych wczeéniej eukariotycz-
nych domen TAD (ang. fopologically associated domains) [26].

Najmniejsza jednostka organizacyjna chromosomu bak-
teryjnego sa mikrodomeny, w ktérych DNA chromoso-
malny wystepuje w postaci topologicznie niezaleznych,
superzwinietych petli [27]. U E. coli wystepuje ok. 400 mi-
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Rycina. 2. Struktura i proponowany mechanizm dziatania bakteryjnych kondensyn. (A) Budowa kompleksu SMC-ScpAB/MukBEF oraz zmiany konformacji bialek
wywolane zwigzaniem ATP. Forma otwarta, w ksztalcie litery V oraz forma eliptyczna znajduja sie odpowiednio po lewej i prawej stronie schematu. (B) Mechanizm
kondensacji nukleoidu przez bakteryjne kondensyny (loop extrusion). Bialko SMC jest rekrutowane w region oriC przez bialko ParB zwigzane z sekwencjami parS (zlo-
kalizowanymi w bezposrednim sgsiedztwie 0riC), a nastepnie przemieszczane wzdtuz chromosomu. Biatko MukB wiaze sie z chromosomem w losowych miejscach a,

nastepnie spina DNA tworzac petle.
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krodomen o przyblizonej wielkoéci 10 kpz. Za organizacje
DNA chromosomalnego na tym poziomie odpowiadaja
wspomniane wczeéniej kondensyny (tj. SMC, MukB) oraz
zasadowe biatka NAP (Ryc. 1B). Charakterystyke tych bia-
tek oraz mechanizm ich dzialania oméwiono w nastepnych
podrozdziatach.

CHARAKTERYSTYKA BAKTERYJNYCH KONDENSYN

Kondensyny z grupy SMC (ang. Structural Maintenance
of Chromosomes) wystepuja we wszystkich trzech domenach
zycia [28]. Biatka te majg aktywnosé ATPazowa, charaktery-
zujq sie duza masg czgsteczkowa (110-170 kDa) i wystepu-
ja w postaci dimeréw. Biatko SMC skiada sie z tak zwanej
,glowy” (ang. head), zdolnej do hydrolizy ATP, ktéra po-
wstaje ze zlozenia N- i C-koricowych domen biatka (Walker
A i Walker B; Ryc. 2A). W centralnym regionie czasteczki
znajduje sie¢ domena zawiasowa (ang. hinge) odpowiedzial-
na za dimeryzacje, polaczona z ,glowq” superhelikalnym
ramieniem. Homodimer SMC oddziatuje z biatkami pomoc-
niczymi ScpA i ScpB tworzac asymetryczny, trzyczesciowy
pierscien [29]. Kompleks SMC-ScpAB moze wystepowaé w
dwoéch formach. Forma otwarta, w ksztalcie litery V, two-
rzy sie kiedy biatko nie jest zwigzane z ATP, natomiast po
zwigzaniu ATP i jego hydrolizie ,glowy” biatka asocjuja
ze soba tworzac zamknieta, eliptyczng strukture (Ryc. 2A).
Podstawowa funkcja bialek SMC jest zblizanie relatywnie
odlegtych fragmentéw chromosomu poprzez tworzenie pe-
tli na nici DNA. Wykorzystanie techniki Hi-C pozwolilo na
wyznaczenie mapy kontaktéw pomiedzy poszczegdlnymi
fragmentami chromosomu in vivo [16,30]. Z badan prowa-
dzonych na C. crescentus i B. subtilis wynika, ze SMC odpo-
wiada za powstanie oddzialywan dalekiego zasiegu, czyli
zblizanie fragmentéw chromosomu oddalonych od siebie
0 100 kpz do 1 Mpz. Potwierdza to wczesniejsze hipote-
zy, ktére zakladaly, ze bakteryjna kondensyna oddzialuje
z DNA tworzac petle w procesie nazwanym loop extrusion
[31,32] (Ryc. 2B). Réwniez badania in vitro prowadzone na
drozdzowym kompleksie SMC pokazaly aktywne, zalezne
od hydrolizy ATP przemieszczanie DNA przez zamknieta
strukture kondensyny [33]. Z dotychczasowych badan wy-
nika, ze bakterie wyksztalcily dwie zalezne od kondensyn
strategie organizowania struktury chromosomu poprzez
tworzenie petli. Pierwsza, opisana dla B. subtilis i C. crescen-
tus, zaklada rekrutowanie kompleksu SMC-ScpAB przy
udziale biatka ParB do regionu oriC (ang. origin of chromoso-
mal replication). ParB oraz wigzane przez to biatko sekwen-
gje parS sa skladnikami segrosomu, ktéry bierze udziat w
segregacji nowozreplikowanych regionéw oriC do komoérek
potomnych. Po wprowadzeniu komplekséw SMC-ScpAB
w region oriC przemieszczaja sie one w kierunku fer (re-
gion terminacji replikacji), co prowadzi do kohezji ramion
chromosomu [25,34] (Ryc. 2B). Druga strategie opisano
dla Enterobakterii, ktére nie maja systemu segregacyjnego
ParABS, a homologiem funkcjonalnym kompleksu SMC-
-ScpAB u tych bakterii jest MukBEF. Biatko to, podobnie jak
u B. subtilis i C. crescentus, wystepuje w kompleksie z bial-
kami pomocniczymi MukE i MukF [24]. U E. coli MukB, w
przeciwienistwie do SMC, nie jest wprowadzane w okreslo-
ne miejsce na chromosomie i zaklada sie, ze jest ono losowo
rekrutowane w rézne regiony nukleoidu. Dodatkowo wy-
kazano, ze dwa dimery MukB potrzebne sa do efektywnego
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przemieszczania DNA. W przeciwienstwie do B. subtilis czy
C. crescentus, u E. coli nie wystepuje kohezja ramion chro-
mosomu, a dzialanie komplekséw MukBEF prowadzi do
fizycznego zblizenia fragmentéw nukleoidu zlokalizowa-
nych w obrebie ramion [20,35] (Ryc. 2B).

Usuniecie genu smc u réznych bakterii manifestuje sie
odmiennymi defektami we wzroscie, segregacji chromo-
somow i podzialach komérkowych. U B. subtilis i E. coli w
optymalnych warunkach wzrostu (promujacych czeste po-
dzialy komérkowe) delecja genu kodujacego odpowiednio
kondensyny SMC i MukB jest letalna [36,37]. Natomiast
wzrost mutantéw delecyjnych w warunkach nieoptymal-
nych (na podtozu minimalnym lub w obnizonej temperatu-
rze) jest mozliwy, jednak wystepuja wowczas liczne defekty
zwigzane z segregacja chromosoméw w tym powstawanie
komorek pozbawionych catkowicie lub cze$ciowo materia-
tu genetycznego (tzw. efekt ,gilotynowania” nukleoidu)
[38,39]. U C. crescentus delecja genu smc skutkuje powazny-
mi defektami w segregacji chromosoméw oraz zaburzenia-
mi podziatéw komérkowych. Z kolei u bakterii z rzedu pro-
mieniowcow, Streptomyces coelicolor i Mycobacterium smeg-
matis, brak biatka SMC nie powoduje znacznych zaburzen
we wzroscie [40,41]. Co ciekawe, u niektérych bakterii ta-
kich jak Helicobacter pylori czy Rickettsia prowazekii nie znale-
ziono genéw kodujacych to biatko [42]. Niewykluczone, ze
w toku ewolugji bakterie te wyksztalcity inne, niezalezne od
SMC i MukB mechanizmy regulujace kondensacje i segre-
gacje chromosomu, lub tez produkuja niezidentyfikowane
dotad homologi funkcjonalne kondensyn. Potwierdzeniem
tej hipotezy jest niedawne odkrycie nowej grupy konden-
syn nazwanych MksBEF (ang. MukBEF-like SMC proteins)
ze wzgledu na ich stosunkowo wysoka homologie struk-
turalng do bialek MukBEF [43]. Analiza bioinformatyczna
wykazata obecno$¢ homologéw tych bialek miedzy innymi
u Mycobacterium, Corynebacterium, czy Micrococcus luteus.
Jedyne dostepne badania dotyczace funkcji nowej rodziny
kondensyn zostaly przeprowadzone na modelu chorobo-
tworczej bakterii Pseudomonas aeruginosa, u ktérej oprocz
MksB wystepuje réwniez SMC. Usuniecie genu mksB u tych
bakterii (podobnie jak delecja genu smc) prowadzi do po-
wstania komérek pozbawionych nukleoidu, co sugeruje, ze
biatko to moze uczestniczy¢ w segregacji chromosomu [43].
Co ciekawe, u P. aeruginosa, unikalny zestaw kondensyn
stanowi przelacznik molekularny miedzy ré6znymi stadiami
wzrostu tej patogennej bakterii, co jest istotnym mechani-
zmem przystosowawczym podczas infekcji [44].

Badania prowadzone w ostatnich latach dostarczyty wie-
lu cennych informacji na temat mechanizmu dziatania bak-
teryjnych kondensyn. Niewyjasnionym pozostaje jednak w
jaki spos6b kompleks SMC, przesuwajac sie wzdtuz chro-
mosomu, pokonuje przeszkody jakimi sa inne biatka od-
dzialujace z DNA czy tez wielobiatkowe kompleksy biorace
udzial w procesach transkrypcji i translacji.

CHARAKTERYSTYKA BIALEK NAP (ANG.
NUCLEOID ASSOCIATED PROTEINS)

Na organizacje bakteryjnej chromatyny wptywaja réw-
niez wystepujace licznie w komoérkach bakteryjnych mate

(masa do 20 kD), zasadowe biatka NAP. Biatka te organi-

205



Tabela 1. Wiasciwosci gléwnych bialek NAP

Biatko Forma Swoistoé¢ wigzania DNA ‘li\lpl}fw na procesy
omorkowe
segregacja
. sekwencje bogate chromosomu, inicjacja
HUa/HUP homo/hetero dimer w pary AT replikagji, transkrypcja
genow, topologia DNA
inicjacja replikacji,
. (A/T)ATCAANNNNTT  transkrypcja genéw,
IHFa/IHEP homo/hetero dimer (A/C) rekombinacia,
transpozycja
. transkrypcja genow,
H-NS homodimer f;,m;?gf ]z\(z)i%;ts Bvl\?zry neutralizacja ujemnych
! Y superskretéw
wzrost hodowli
. . sekwencje bogate w podwyzszonej
Fis homodimer W pary AT temperaturze,
pary transkrypcja genow,
rekombinacja
dimer, oktamer lub (T/QAGA/T/C) ] 2
Lr (A/T)ATT(A/T) transkrypcja genow
P heksadekamer ypeja &
T(A/T/G)CT(A/G)
poziom jonéw zelaza w
Dps dodekamer wiazanie nieswoiste komorce, wrazliwosé

Mechanizm wigzania DNA

nawijanie DNA na
biatkowy oligomer

zakrzywianie

mostkowanie

zakrzywianie
050-90°

owijanie,
zakrzywianie

kompaktowanie

na warunki stresowe

TGN EARS

zuja chromosom poprzez nieswoiste wigzanie DNA, po-
wodujac mostkowanie, zakrzywianie, lub nawijanie DNA
na biatkowy oligomer (Tabela 1 i Ryc. 1B). Kondensacja
chromosomu w skali lokalnej poprzez biatka NAP wptywa
na globalna strukture chromosomu bakteryjnego i w wielu
przypadkach prowadzi réwniez do zmian w transkrypcji
genéw [45,46].

Wsréd biatek NAP wystepujacych u E. coli mozna wy-
rézni¢ trzy grupy biatek zaginajacych DNA. Najliczniej
produkowanym w komorce i najbardziej konserwowanym
biatkiem w rodzinie NAP jest HU (ang. heat-unstable prote-
in). U E. coli, biatko HU w zaleznosci od fazy wzrostu, wy-
stepuje jako homo- lub heterodimer zbudowany z biatek
HUa i HUP. Podczas gdy w trakcie wzrostu wykladniczego
dominuje forma HUaa, w fazie stacjonarnej czesciej wy-
stepuje heterodimer HUap [47]. Co ciekawe, homologi HU
wystepujace u promieniowcéw (np. u Mycobacterium) zwie-
raja unikatowa C-koricowa domene bogata w reszty lizyny
charakterystyczne dla rodziny eukariotycznych histonéw
linkerowych H1/HS5 [48]. Biatko HU oddzialuje z DNA w
matym rowku, wiaze sie nieswoiscie do DNA, ale preferu-
je regiony bogate w pary AT, a analiza ChIP-seq pokazata,
ze u E.coli HU wiaze si¢ wzdluz calego chromosomu [18].
Badania prowadzone na Mycobacterium smegmatis wskazu-
ja, ze homolog biatka HU - HupB wiaze sie¢ wzdluz calego
chromosomu, ale rozmieszczenie miejsc wigzania nie jest
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réwnomierne. Wiaze sie ono najliczniej w okolicach regionu
oriC, a im blizej regionu ter, tym liczba miejsc wigzania jest
mniejsza, co sugeruje, ze bialko to uczestniczy w organiza-
¢ji nowozreplikowanych regionéw oriC chromosomu [49].
Analiza Hi-C przeprowadzona na mutantach C. crescentus
pozbawionych genéw hupA i hupB pokazala, ze biatka te
maja wplyw na oddzialywania bliskiego zasiegu, natomiast
nie majg wplywu na strukture domen CID [16]. Subkomér-
kowa lokalizacja bialka HU-FP (FP - fluorescent protein) u
E. coli [15], C. crescentus [50] oraz M. smegmatis [49] wyka-
zala, ze wzor fluorescencji kompleksow HU/HupB-FP z
DNA odzwierciedla strukture chromosomu, co umozliwia
zastosowanie fuzji tego biatka z ré6znymi fluoroforami jako
markera chromosomu bakteryjnego w analizach mikrosko-
powych w czasie rzeczywistym.

Kolejnym przykladem biatka NAP zakrzywiajacego
DNA jest IHF (ang. Integration Host Factor), ktére pierwotnie
zostato zidentyfikowane jako czynnik integracji faga lamb-
dau E. coli. Pod wzgledem struktury trzeciorzedowej biatko
to wykazuje podobienistwo do bialka HU jednak mecha-
nizm jego wigzania si¢ do chromosomu jest inny. Podczas
gdy HU nieswoiscie oddziatuje z DNA, IHF wiaze sie do
okreslonych sekwencji nukleotydowych (Tabela 1) powo-
dujac powstanie otwartych petli o ksztalcie litery U [51]. U
Enterobakterii biatko to jest zbudowane z dwéch podjed-
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nostek a oraz ( i podobnie jak HU funkcjonuje w postaci
homo- lub heterodimeru [52].

Innym przyktadem biatka kondensujacego chromosom
poprzez zakrzywianie DNA jest biatko Fis (ang. Factor for
inversion stimulation), ktérego poziom w komoérce zmienia
si¢ w zaleznosci od fazy wzrostu. Jest ono produkowane
glownie we wczesnej fazie logarytmicznego wzrostu, pod-
czas czestych podzialéw komoérkowych, promowanych
dostepnoscia skladnikéw odzywczych [47]. Biatko Fis wy-
stepuje jako homodimer i podobnie do innych biatek NAP
wiaze sie do sekwencji bogatych w pary AT (Tabela 1), a
analiza ChIP-seq przeprowadzona dla E. coli dowiodla, ze
wiaze sie ono do DNA réwnomiernie wzdtuz catego chro-
mosomu [53]. Zakrzywiajagc DNA o ok. 50-90° tworzy sta-
bilny nukleoproteinowy kompleks, ktéry efektywnie kon-
densuje chromosom [54]. Co ciekawe, biatko Fis wplywa na
superskrecenie chromosomu poprzez stabilizowanie petli
plektonemicznych (tj. mikrodomen) oraz bezposrednia re-
gulacje transkrypcji genu kodujacego gyraze [55,56].

Kondensacja bakteryjnej chromatyny przez biatka NAP (H-
NS, Lrp i Dps) moze odbywac sie réwniez poprzez kohezje sa-
siednich fragmentéw DNA. Biatko H-NS (ang. heat-stable nuic-
leoid-structuring) wplywa na organizacje chromosomu poprzez
taczenie odlegltych fragmentéw DNA, co w konsekwencji pro-
wadzi do powstania petli. Jego homologi pochodzace z r6znych
mikroorganizméw nie charakteryzuja sie podobieristwem na
poziomie sekwengji aminokwasowej, jednak struktura trzecio-
rzedowa oraz pelniona przez nie funkcja jest podobna. Biatko
H-NS jest zbudowane z dwoéch domen potaczonych elastycz-
nym facznikiem. Domena C-koricowa jest odpowiedzialna za
wigzanie DNA, natomiast N-koricowa wykazuje aktywnos¢
dimeryzacyjna [57]. Charakterystyczna budowa i zdolnosé¢ do
oligomeryzacji sprawia, ze H-NS i jego homologi sa w stanie
zbliza¢ odlegle fragmenty chromosomu poprzez tworzenie
mostkéw DNA-H-NS-DNA. W ten sposéb organizowane sa
chromosomalne mikrodomeny (Ryc. 1), co zostato potwierdzo-
ne zaréwno za pomoca mikroskopii sit atomowych oraz innych
badari na poziomie pojedynczej czasteczki [58-60]. Biatko H-NS
zostalo zidentyfikowane w bibliotece mutantéw E. coli o obnizo-
nym poziomie negatywnych superskretéw, co wskazuje na to,
Ze podobnie jak inne bialka NAP, ma wplyw na superskrecenie
chromosomu [61]. Z tego powodu promotory genéw, ktérych
transkrypcja jest zalezna od poziomu superskrecenia, moga by¢
regulowane przez H-NS [62,63].

Innymi przykladami biatek kohezyjnych kondensujacych
chromosom poprzez nawijanie DNA na biatkowy oligomer
sa Lrp i Dps. W przeciwieristwie do wiekszosci bialek NAP,
ktére nie wykazuja swoistosci wiazania, Lrp (ang. leucine-re-
sponsive regulatory protein) wiaze sie do okreslonej sekwencji
nukleotydowej (Tabela 1) [64,65]. Nawijanie DNA na kom-
pleks tworzony przez oligomery Lrp zostato potwierdzone
przez badania wrazliwosci DNA na dziatanie DNazy I, w
ktorych zaobserwowano ochrone przed hydroliza DNA na
odcinkach ok. 100 pz przez oligomery badanego biatka [66].
Wplyw na zmiane struktury DNA potwierdzono za pomo-
ca mikroskopii elektronowej oraz sit atomowych u B. subtilis
[67]. Lrp moze wystepowaé w komorce w réznych formach
oligomerycznych - jako dimer, oktamer oraz heksadeka-
mer, ktérego powstawanie jest promowane zwigzaniem
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leucyny w roli kofaktora [68,69]. W fazie stacjonarnej, w
warunkach niedoboru skladnikéw odzywczych najliczniej
produkowanym biatkiem jest Dps (ang. DNA-binding pro-
tein from starved cells). Wiaze sie¢ ono do DNA nieswoiscie
powodujac jego kondensacje i zapewniajac fizyczna ochro-
ne przed uszkodzeniami wywolanymi przez stres oksyda-
cyjny, ekspozycje na wysoka temperature czy tez promie-
niowanie UV [70,71]. Co ciekawe, biatko Dps ma zdolnosé
wigzania jonéw zelaza, co nadaje mu wiasciwosci katalazy
i umozliwia neutralizowanie wolnych rodnikéw [72]. Usu-
niecie genu dps u E. coli zaburza poziom jonéw zZelaza w
komoérce, co w konsekwencji prowadzi do zmiany ekspre-
sji genéw regulowanych posérednio przez jony tego meta-
lu [73]. Najnowsze badania pokazuja, ze Dps nie wplywa
bezposrednio na ekspresje genéw, a prawdopodobnie jest
jedynie elementem mechanizmu obronnego nukleoidu w
momencie stresu $rodowiskowego (fizyczna ochrona po-
przez oplaszczanie DNA) [74].

Poza funkcjami strukturalnymi biatka NAP biora udziat w
regulacji wielu kluczowych proceséw komérkowych. Wpro-
wadzanie petli oraz zakrzywianie DNA przez biatka NAP
moze ogranicza¢ polimerazie RNA dostep do okreslonych
promotoréw, co wiaze sie ze zmiana poziomu ekspresji ge-
néw. Taki mechanizm dziatania zostat opisany w przypadku
biatek H-NS, IHF, HU, Lrp oraz Fis [45]. Mostkujace biatko
H-NS, ze wzgledu na preferencje wiazania sie do regionéw
chromosomu bogatych w pary AT, czesto kontroluje ekspre-
sje genéw pozyskanych na drodze horyzontalnego transferu,
a takze genéw wirulengji oraz genéw zaangazowanych w
adaptacje do zmiennych warunkéw srodowiska, co klasy-
fikuje H-NS do grupy ksenogenicznych represoréw trans-
krypcji genéw [46,75]. Niektore z bialek NAP, np. Fis oraz
IHF, moga réwniez wplywaé na ekspresje gendw poprzez
interakcje z czynnikiem o* polimerazy RNA, co jest cecha
charakterystyczng dla globalnych czynnikéw transkrypcyj-
nych [76-80]. Biatko Fis u Enterobakterii reguluje setki ge-
néw, miedzy innymi geny zaangazowane w wirulencje, qu-
orum sensing, regulacje poziomu superskrecenia DNA (gyrA,
qyrB, topA, rpoA) oraz odpowiedZ na stres srodowiskowy
[81-84]. Natomiast u Salmonella Typhimurium IHF kontrolu-
je geny zaangazowane w procesy wirulencji, syntezy sciany
komorkowej czy adaptacji komorek do fazy stacjonarnej [52].
Wazne funkcje regulatorowe pelni réwniez biatko Lrp, ktére
kontroluje transkrypcje od 10 do 30% genéw u E. coli [85,86].
Jego regulom stanowia gtéwnie geny zaangazowane w meta-
bolizm aminokwaséw i pobieranie sktadnikéw odzywczych
z otoczenia, ale kontroli podlegaja réwniez geny zwigzane z
wirulencja oraz tworzeniem pili plciowych [87]. Poza funk-
cjami regulatorowymi bialka NAP wpltywaja na inne kluczo-
we procesy komoérkowe. Przyktadowo, bialko HU wptywa
na inicjacje replikacji poprzez stabilizowanie kompleksu
prereplikacyjnego oraz na utrzymanie homeostazy topolo-
gicznej chromosomu poprzez bezposrednie oddziatywanie z
topoizomeraza I [88-90]. Natomiast biatko IHF podobnie jak
HU wptywa na inicjacje replikacji, bierze réwniez udziat w
procesach rekombinacji i transpozycji DNA, natomiast biatko
Fis bierze udziat w regulacji procesu rekombinacji i replikacji
chromosomu [91].

Poziom ekspresji poszczegélnych bialek NAP czesto jest
zalezny od fazy wzrostu hodowli i wiaze sie z funkcjami,
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Rycina. 3. Poziom ekspresji genéw kodujacych biatka NAP u E. coli w trakcie cyklu komérkowego. Kolorem czarnym

zaznaczono krzywa wzrostu hodowli [106,107].

teryjnego, ktéry jest poddawany
cigglym zamianom i rearanza-
cjom topologicznym zwigzanym

ktére pelnia one w komoérce (np. udziat w inicjacji replika-
qji, kontrola transkrypcji) (Ryc. 3). Dodatkowo, aktywnos¢
biatlek NAP podlega kontroli poprzez modyfikacje potran-
slacyjne takie jak acetylacja, fosforylacja czy sukcynylacja,
ktére powoduja zmiane powinowactwa badanych biatek
do DNA, wplywaja na zdolnosci oligomeryzacyjne oraz
interakcje z innymi biatkami w komorce (Tab. 2) [92-101].
Przypuszcza sie, ze taka forma modyfikacji stanowi kolej-
ny poziom regulacji proceséw fizjologicznych komorki oraz
moze stanowi¢ system kontrolny, odpowiedzialny za reak-
¢je komorki na zmieniajace sie warunki srodowiska.

Jak wynika z zebranych powyzej doniesien, biatka NAP
pelnig krytyczna role w utrzymaniu homeostazy proceséw
komoérkowych. Pomimo pelnienia wielu istotnych funkcji
w komorce, usuniecie genu kodujacego okreslone biatko
NAP w wiekszosci przypadkéw nie skutkuje silnymi de-
fektami fenotypowymi oraz nie wplywa znaczgco na cykl
komérkowy. Przyczyna moze by¢ czesciowe naktadanie
sie funkcji poszczegdlnych bialek NAP i prawdopodobnie

z zachodzgcymi w komorce bak-
teryjnej procesami, jest wypad-
kowa funkcjonowania wielu systeméw biatkowych (topo-
izomerazy, kondensyny SMC/MukB, biatka NAP), a takze
wynikiem dzialania czynnikéw fizycznych (ksztatt komor-
ki, molecular crowding). Pomimo wielu danych na temat
organizacji chromosomu uzyskanych przy wykorzystaniu
wysokorozdzielczych badaih mikroskopowych oraz wyso-
koprzepustowych analiz DNA, badaczom nie udalo sie do
tej pory zaproponowaé jednolitego modelu chromosomu
bakteryjnego. Powodem moze by¢ unikatowos¢ niektérych
czynnikéw i systeméw odpowiedzialnych za organizacje
chromosomu. Przyktadowo, niektére biatka NAP sg swo-
iste dla danego rzedu mikroorganizméw (np. HupB [49,90]
i HupS [102] wystepujace wytacznie u promieniowcéw) lub
ich wystepowanie jest zwigzane ze srodowiskiem zycia da-
nego gatunku (np. w genomie Deinococcus radiodurans, na-
razonego na nadmierne promieniowanie UV, kodowane sa
trzy kopie homologa biatka HU [103]). Ponadto mechanizm
kondensacji chromosomu poprzez dzialanie kondensyn

Tabela 2. Modyfikacje potranslacyjne gtéwnych biatek NAP u E. coli

Biatko Acetylacja Sukcynylacja
oLy HUa_Lys86 HUa_Lys3

HUa/ i HUB_Lys3 HUB_Lys3

HUB - HUB_Lys83 HUB_Lys83
HUa_Lys37 HUP_Lys86 HUP_Lys86
HUa_Lys83 atd -y
IHFa_Lys66

Ega/ THFB_Lys65 THFB_Lys75

B IHFP_Lys75

Lyso6, Lys87, Lyso6,

H-NS Lys57, Lys96, Lys96,
Lys83, Lys121 Lys121

Fis Lys25

208

. Inne .
Fosforylacja modyfikacje Zrédlo
Metylacja
HUa_Lys37
brak danych HUq_Lys83 [94-98]
HUP_Lys83
IHFP_Ser4 IHFa_Serd7
IHFa_Lys24 IHFa_Lys86 brak danych [94,97-101]
IHFa_Lys45 IHFB_Lys75
Ser45, Tyr98, Deaminacja [94-100,
Tyré1, Tyr99 Asn103 102,103]
brak danych [95,98]
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rézni sie znacznie u dotychczas opisanych gatunkow bakte-
rii (tj. E. coli [104] i B. subtilis [105]).

Zaproponowanie jednolitego modelu bakteryjnej chro-
matyny wymaga dalszych badan, ktére pozwolg wyzna-
czy¢ i zrozumie¢ sie¢ zaleznosci pomiedzy réznymi biatka-
mi oddziatujacymi z DNA posrednio lub bezposrednio w
celu jego odpowiedniego upakowania w komorce. Unikato-
wos¢ tych czynnikéw oraz ich czesto kluczowa rola w wa-
runkach stresu (np. podczas infekcji) stwarza dodatkowo
mozliwosci poszukiwania wéréd tych bialek nowych celéw
dla antybiotykoterapii.
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ABSTRACT

Advances in high resolution microscopy techniques and development of high throughput DNA analyses allow to reconsider the views con-
cerning bacterial chromosome (nucleoid). Recent reports show that nucleoid exhibits a hierarchical organization, similarly to the eukaryotic
chromatin. However, bacterial chromosome undergoes constant modifications and topological rearrangements due to the ongoing DNA repli-
cation, transcription and translation processes. Organization of dynamic and highly compacted nucleoid structure depends on physical factors
acting on chromosome molecule inside small cell compartment, and is a consequence of action of many different DNA-binding proteins. The
main goal of this review is to present the recent reports on bacterial chromatin structure and to elucidate the physical and molecular factors

influencing its intracellular organization.
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