Charakterystyka procesu replikacji chromosomu u drapieznej bakterii

Bdellovibrio bacteriovorus
Streszczenie

B. bacteriovorus jest niewielkg bakterig Gram-ujemna, ktorej cecha charakterystyczng
jest pasozytowanie na innych bakteriach Gram-ujemnych, w tym organizmach
chorobotworczych, np. Helicobacter pylori czy Pseudomonas aeruginosa. Bakteria wykazuje
dwufazowy cykl zyciowy: w fazie ataku aktywnie poszukuje swojej ofiary, aby w fazie
wzrostu, przedostajac si¢ do jej peryplazmy, namnazaé si¢ w niej, prowadzac do lizy komoérki
gospodarza. B. bacteriovorus w peryplazmie gospodarza tworzy wydtuzony filament, z ktorego
w wyniku septacji powstaje 3-6 komorek potomnych. Mimo intensywnych badan nad biologia
tej drapieznej bakterii, niewiele bylo wiadomo na temat jednego z gtownych etapoéw jej cyklu
zyciowego — replikacji chromosomu.

Pierwszy etap badan nad procesem replikacji chromosomu B. bacteriovorus skupiat si¢ na
identyfikacji miejsca inicjacji, regionu BdoriC (B. bacteriovorus origin of chromosomal
replication) i scharakteryzowaniu jego oddzialywania z biatkiem inicjatorowym BdDnaA.
Metoda in silico wyznaczono przypuszczalng lokalizacje regionu oriC na chromosomie
B. bacteriovorus, a metodami EMSA (Electrophoretic mobility shift assay) oraz
immunoprecypitacji potwierdzono wigzanie si¢ biatka inicjatorowego do wyznaczonego
regionu BdoriC w warunkach in vitro i in vivo. Zastosowanie techniki footprintingu DNA
pozwolito na doktadng identyfikacje¢ miejsc wigzania BdDnaA w obr¢bie BdoriC (BdDnaA-
boksy) oraz wyznaczenie miejsca rozplecenia nici DNA w regionie inicjacji replikacji, tzw.
region DUE (DNA unwinding elements).

W drugim etapie badan stworzono system TLFM (Time-lapse fluorescence microscopy) do
obserwacji dynamiki procesu replikacji chromosomu B. bacteriovorus na poziomie
pojedynczej komorki w czasie rzeczywistym. Wyniki badan wykazaly, zZe replikacja
chromosomu tej drapieznej bakterii zaczyna si¢ na biegunie komorki z pilusami komorkowymi
I trwa do czasu zreplikowania kilku kompletnych kopii chromosomu. W czasie replikacji
mozna zaobserwowa¢ kilka replisomoéw. Replikacja chromosomu B. bacteriovorus nie jest
zwigzana z podziatem komoérkowym i konczy si¢ krétko przed synchroniczng septacja
filamentarnej postaci drapieznika w bdelloplascie.

Wyniki prezentowanych badan pozwolily na charakterystyke procesu replikacji
chromosomu B. bacteriovorus oraz poszerzyly wiedz¢ na temat replikacji chromosomu

bakteryjnego.



