Rola bialka HupB w organizacji chromosomu Mycobacterium smegmatis

Chromosom bakteryjny podlega cigglym rearanzacjom przestrzennym i modyfikacjom
topologicznym w trakcie cyklu komoérkowego. Posrdéd wielu biatek odpowiedzialnych za
organizacj¢ chromosomu, najliczniej wystepuje biatko HU (Heat-Unstable protein). Jego
homolog z Mycobacterium sklada si¢ z dwoch domen: N-koncowa domena wykazuje
podobienstwo do biatka HU z E. coli, natomiast C-koncowa domena wystepuje wytgcznie
u promieniowcow. O wyjatkowosci biatkka HupB stanowig charakterystyczne dla
cukariotycznych histonow linkerowych motywy PAKK, ktore sg zlokalizowane
w C-koncowej domenie biatka. Dotychczas niewiele wiadomo byto o tym, w jaki sposob HupB
wplywa na organizacj¢ chromosomu Mycobacterium podczas cyklu komérkowego oraz nie
byla znana biologiczna funkcja jego unikatowej, C-koncowej domeny. W celu wyjasnienia
powyzszych zagadnien zostaly skonstruowane fluorescencyjne szczepy reporterowe
M. smegmatis, w ktorych biatko HupB lub jego skrocona wersja, pozbawiona  C-koncowe;j
domeny, byly produkowane w fuzji z biatkami fluorescencyjnymi (zamiast natywnej wersji
HupB). Analizy mikroskopowe wykazaty, ze bialkko HupB wigze si¢ wzdluz catego
chromosomu M. smegmatis, natomiast skrocona wersja bialka nie wigze si¢ do DNA
efektywnie. Obserwacje te zostaly potwierdzone metoda wysokorozdzielczej mikroskopii
PALM (Photoactivated Localization Microscopy). Zastosowanie metody ChIP-Seq
(Chromatin Immunoprecipitation Sequencing) pozwolito stwierdzi¢, ze najwigksze
zageszczenie miejsc wigzania biatka HupB na chromosomie wystepuje w okolicy regionu oriC
(origin of chromosomal replication) i zmniejsza si¢ w kierunku ter (chromosome terminus), co
sugeruje, ze HupB bierze udziat w organizacji nowo zreplikowanych regionéw oriC. W celu
wyjasnienia wptywu HupB na dynamike replikacji przygotowane zostaty szczepy pozbawione
genu hupB i produkujgce biatko DnaN w fuzji z EGFP (umozliwiajacym $ledzenie postepu
replikacji). Zaobserwowano, ze brak HupB powoduje opdznienie w inicjacji nowej rundy
replikacji, co moze by¢ wynikiem wigzania si¢ biatka HupB w okolicy oriC i organizowaniem
tego regionu. W dalszych badaniach, biatko HupB w fuzji z biatkiem fluorescencyjnym zostato
wykorzystane jako marker chromosomalny do analizy lokalizacji chromosomu M. smegmatis
W czasie rzeczywistym na poziomie pojedynczej komorki. Wyniki prezentowanych badan
przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia roli biatka HupB w organizacji chromosomu oraz

poszerzyly wiedze na temat struktury chromosomu bakteryjnego.



