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Narzedzie genetyczne do identyfikacji regulatorow topologicznie wrazliwego promotora
genu kodujacego topoizomeraze I u Streptomyces coelicolor.

Chromosom bakterii najczeg$ciej stanowi pojedyncza czasteczka DNA. Jej dlugo$é jest
stosunkowo duza: w przypadku paleczki okreznicy wynosi ponad jeden centymetr, a musi si¢ ona
zmies$ci¢ w matej objetosci komorki o wielkosci nie przekraczajacej dwoch mikrometrow (czyli okoto
tysigc razy mniejszej). Dluga, dwuniciowa czasteczka DNA jest dlatego dodatkowo zwijana
i kompaktowana. Wazng rolg w jej upakowaniu spetnia superskrgcenie, czyli dodatkowe okrecanie
podwojnej helisy DNA. Bakterie posiadaja enzymy, zwane topoizomerazami, ktérych zadaniem jest
kontrola upakowania DNA w komorce. Wsrod topoizomeraz sa takie, ktorych zadaniem jest relaksacja
DNA (zmniejszanie upakowania) oraz te, ktore dziatajac odwrotnie kondensuja DNA. Superskrecenie
chromosomu ulega zmianie w odpowiedzi na zmiany réznych czynnikow $rodowiskowych, jak na
przykitad temperatury, pH, dostepu skladnikow odzywczych. Jednoczesnie superskrecenie DNA
reguluje ekspresje genow.

Naszym obiektem badawczym sg bakterie z rodzaju Streptomyces. Produkujg szeroka gamg
substancji wykorzystywanych przez czilowieka, w tym bardzo wiele uzywanych obecnie
antybiotykéw. Produkcja wielu z tych substancji jest regulowana przez topologie chromosomu.
Dlatego tak wazne jest poznanie jak zmiany superskrecenia DNA regulacja ekspresji genow.

Proponowany projekt dotyczy TopA- topoizomerazy ze Streptomyces coelicolor, modelowego
gatunku do badan nad rodzajem Streptomyces. TopA jest enzymem odpowiadajacym za relaksacje
DNA i przez to ma wplyw na poziom produkowanych przez komorke biatek. Celem proponowanych
badan jest poznanie mechanizmow, ktére u Streptomyces reguluja komorkowy poziom topoizomerazy
TopA. Przypuszczamy, ze istnieje szereg biatek- regulatoréow transkrypcyjnych, ktore kontroluja
aktywnos$¢ genu kodujacego TopA. Za pomoca mutagenezy transpozonowej utworzymy biblioteke
zmutowanych szczepow  Streptomyces zawierajacych losowo inaktywowane geny. Dzigki
wykorzystaniu  genéw  reporterowych (ktorych produkty mogg by¢ wykrywane dzigki
przeprowadzaniu reakcji, w ktorej emitowane jest $wiatlo) bedziemy mogli wykry¢ geny, ktorych
usunigcie zahamuje produkcje TopA. Pozwoli nam to znalezé sekwencje kodujace Dbiatka
zaangazowane w regulacje poziomu TopA, a wigc w sposob posredni w kontrole stopnia upakowania
chromosomu i ekspresji innych genow.



