,Fosforylacja inicjatorowego bialka DnaA u Streptomyces coelicolor - molekularny
mechanizm i biologiczna funkcja” - streszczenie

Streptomyces sa Gram-dodatnimi bakteriami tlenowymi, ktore naleza do rzedu
promieniowcOw. Bakterie te stanowig interesujacy obiekt badan podstawowych ze wzgledu na
ich ztozony cykl zyciowy, ktory przypomina cykl rozwojowy eukariotycznych grzybow
nitkowatych. Streptomyces wyroznia wsrod innych mikroorganizméw kilka unikalnych cech.
Bakterie te rosng w postaci grzybni, natomiast synteza peptydoglikanu zachodzi na
wierzchotkach rosnacych strzepek. Grzybnia Streptomyces zbudowana jest z wydluzonych
komorek (kompartmentéw). W obrebie jednego kompartmentu znajdowac si¢ moze nawet do
kilkudziesigciu kopii chromosomow. Chromosom Streptomyces jest liniowa, bogata w pary GC
czasteczka DNA. W fazie wzrostu grzybni wegetatywnej replikacja materiatu genetycznego
zachodzi w sposob asynchroniczny - nie wszystkie chromosomy w danym kompartmencie
replikowane sg jednoczes$nie.

We wszystkich trzech domenach zycia replikacja chromosomu regulowana jest gtownie
na etapie inicjacji tego procesu. Wiedza dotyczaca mechanizméw regulacyjnych procesu
inicjacji replikacji u bakterii pochodzi gtownie z badan prowadzonych nad Escherichia coli,
Bacillus subtilis, czy Caulobacter crescentus; niewiele wiadomo o regulacji tego procesu
u Streptomyces. Analiza globalnego fosfoproteomu Streptomyces coelicolor A(3)2 wskazata na
mozliwo$¢ wystepowania u tych bakterii zjawiska fosforylacji biatka DnaA, ktore jest
bakteryjnym inicjatorem procesu replikacji chromosomu. Dotychczas fosforylacje biatek
biorgcych udzial w inicjowaniu replikacji wykazano jedynie u eukariontow. W przedstawianej
pracy podjeto probe wyjasnienia roli jaka peini fosforylacja biatka inicjatorowego DnaA
u S. coelicolor.

Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity potwierdzi¢ doniesienie literaturowe
dotyczace wystepowania zjawiska fosforylacji biatka DnaA u S. coelicolor. Wykazano
réwniez, ze badane biatko jest modyfikowane potranslacyjnie w fazach wzrostu S. coelicolor,
w ktorych dochodzi do powielenia materialu genetycznego.

Analiza wynikéw modelowania molekularnego sugeruje, ze pod wptywem fosforylacji
dochodzi w biatku DnaA do zmian konformacyjnych, ktoére z kolei moga wptywaé na
aktywnos¢ badanego biatka. Przypuszczenia te potwierdzono eksperymentami in Vitro,
w ktorych pokazano, ze obecno$¢ ujemnego tadunku w pozycji fosforylowanego aminokwasu
zwicksza aktywno$¢ ATP-azowa oraz obniza powinowactwo badanego biatka do
chromosomalnego regionu inicjacji replikacji. Obydwie obserwowane zmiany prowadzi¢ moga

do utworzenia puli biatka, ktore jest nieaktywne w procesie inicjacji replikacji.



W dalszych badaniach wykazano, ze za fosforylacje biatka DnaA u S. coelicolor
odpowiedzialna jest kinaza AfsK. Jak pokazaty wczesniejsze badania, biatko to charakteryzuje
si¢ swoistg lokalizacja subkomorkowa (identyfikowano je gtéwnie na wierzchotkach strzepek
S. coelicolor) i bierze udziat w rozmontowaniu biatkowych kompleksow odpowiedzialnych za
wierzchotkowy wzrost bakterii. Proces ten zachodzi w odpowiedzi na obecne w podiozu
inhibitory syntezy $ciany komorkowej. Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy
doswiadczenia pokazaty, ze pod wptywem nadprodukcji kinazy AfsK dochodzi rowniez do
oddalenia maszynerii replikacyjnej od wierzchotkéw grzybni.

Wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy wskazuja prawdopodobna, biologiczng
rolg fosforylacji biatka DnaA u S. coelicolor. Katalizowana przez AfsK modyfikacja biatka
inicjatorowego ma za zadanie nie dopusci¢ do inicjacji replikacji chromosomu. Modyfikacja ta
ma charakter lokalny; dotyczy apikalnych kompartmentow grzybni S. coelicolor, ktorych

wzrost zostal zatrzymany.



