Mechanizm inicjacji replikacji chromosomu Streptomyces

Streszczenie

Replikacja chromosomalnego DNA jest kluczowym procesem w cyklu zyciowym kazdej
komorki, ktory zachodzi zwykle jeden raz w trakcie cyklu komorkowego 1 podlega $cistej regulacji,
glownie na etapie jego inicjacji. U bakterii etap ten obejmuje rozplecenie DNA w pojedynczym
miejscu regionu oriC (origin of chromosomal replication) przy udziale biatka inicjatorowego DnaA,
ktére swoiscie wigze si¢ z sekwencjami nazywanymi boksami DnaA. Mechanizmy regulujace
inicjacje replikacje chromosomu bakteryjnego zostaly dobrze opisane dla gatunkow modelowych
(E. coli, B. subtilis).

Mechanizmy regulacji inicjacji replikacji sg stabo poznane u Streptomyces - bakterii
wyjatkowych ze wzgledu na to, ze w pojedynczej komorce ztozonej morfologicznie grzybni moze
wystepowaé nawet do kilkudziesigciu chromosomow, ktore podlegaja asynchronicznej replikacji.

W niniejszej pracy doktorskiej wykazano, ze oriC Streptomyces zawiera 14 bokséw
wigzacych biatko inicjatorowe DnaA, o sekwencji konsensusowej 5'-TT[G/C]TCCACA-3’, ktora
r6zni si¢ od tej znanej dla biatka DnaA z E.coli. Przeprowadzona analiza in silico regionow oriC
kilku gatunkéw Streptomyces wykryta dwa konserwatywnie zlokalizowane potencjalne miejsca
rozplatania regionu oriC w czasie inicjacji replikacji, oznaczone jako DUEL i DUE2. Z
wykorzystaniem metody mapowania RIP in vivo dla S. venezuelae potwierdzono, ze miejscem
inicjacji replikacji jest DUE2.

Poprzednie badania wykazaty, ze plejotropowy regulator transkrypcji AdpA, , ma hamujacy
wplyw na inicjacje¢ replikacji chromosomu u S. coelicolor. Ze wzgledu na niepoznang dotychczas
rol¢ AdpA u nowego gatunku modelowego z rodzaju Streptomyces, S. venezuelae, zastosowano
metod¢ ChIP-qPCR w celu zidentyfikowania miejsc wigzania AdpA na chromosomie S. venezuelae.
Nie stwierdzono oddziatywania AdpA z regionem oriC, a wigc rola AdpA jako regulatora replikacji
nie jest uniwersalna wsrod wszystkich Streptomyces; wykazano natomiast, wigzanie AdpA do
promotora wlasnego genu, czego wynikiem jest dodatnia autoregulacja transkrypcji. Ponadto
mutant delecyjny dadpA wykazuje fenotyp ,,bald”, nie wyksztatcajacy grzybni powietrznej oraz
wytwarzajacy spory w ograniczonych ilosciach, jednocze$nie zachowujac tempo wzrostu typu
dzikiego. Najwyzsze poziomy transkryptu i biatka AdpA zaobserwowano we wczesnej fazie
wzrostu, przed wytworzeniem grzybni powietrznej. Wyniki te wskazuja na udziat AdpA w

réznicowaniu morfologicznym S. venezuelae.



Ze wzgledu na znang role AdpA w produkcji metabolitéw wtérnych u innych Streptomyces
oraz wystepowanie boksow AdpA w obrebie klastra gendw odpowiedzialnych za biosynteze
chloramfenikolu, zbadano antybiotyczne wlasciwosci ekstraktu pohodowlanego mutanta dadpA S.

venezuelae i potwierdzono, ze mutant delecyjny nie produkuje chloramfenikolu.



