Rola bialek regulatorowych CpkO i CpkN
W procesie syntezy coelimycyny oraz
w szlakach produkcji innych antybiotykow
u Streptomyces coelicolor A3(2)
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STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Streptomyces sg producentami rozleglego Szeregu metabolitow
wtornych, z ktorych wiele znalazto zastosowanie w przemysle farmaceutycznym jako
antybiotyki, immunosupresanty i leki przeciwnowotworowe. Geny syntezy metabolitow
wtornych sa na chromosomie zgrupowane w tzw. klastry gendéw biosyntetycznych (ang.
biosynthetic gene clusters — BGCs), ktore zawieraja w sobie rowniez geny biatek
regulatorowych, specyficznych dla danego klastra. Wsrdd nich wyrdézniamy rodzing biatek
regulatorowych syntezy antybiotykéw u Streptomyces — SARPS (ang. Streptomyces antibiotic
regulatory proteins), ktorych przedstawiciele sa bezposrednimi aktywatorami transkrypcji

genoOw biosyntetycznych.

Coelimycyna (CPK) jest metabolitem wtornym produkowanym przez organizm
modelowy Streptomyces coelicolor A3(2) w scisle okreslonych warunkach, podczas przejscia
hodowli bakteryjnej z fazy wzrostu eksponencjalnego w faze¢ stacjonarng. Syntaza
poliketydowa Cpk tworzy hydroksyaldehyd, ktory po dodatkowych modyfikacjach
enzymatycznych przeksztatca si¢ w bezbarwny zwiazek o wlasciwosciach antybiotycznych
(abCPK). Nastepnie abCPK ulega spontanicznym reakcjom z wybranymi zwigzkami
zawartymi w medium hodowlanym, traci swoje wlasciwo$ci antybiotyczne i tworzy zoOlty
barwnik, ktorego zidentyfikowanymi do tej pory sktadnikami sg coelimycyna P1 i P2. Przez
ponad 50 lat badan nad S. coelicolor A3(2) brak bylo artykutow naukowych opisujacych
obserwacj¢ tego metabolitu wtornego, pomimo jego wyraznego zabarwienia. Wynika to ze
Scistej kontroli produkcji coelimycyny przez skomplikowane mechanizmy regulacyjne, w tym

zjawisko quorum sensing i represje kataboliczng oraz dziatanie regulatoréw plejotropowych.

W kaskadzie sygnatow regulujacych ekspresje genow klastra cpk biorg udzial dwa
biatka z rodziny SARP — CpkO 1 CpkN. Przewidywang funkcjg tych regulatorow jest



bezposrednia aktywacja ekspresji gendéw syntazy Cpk — syntazy poliketydowej typu I.
W dotychczasowych badaniach udowodniono, iz biatko CpkO jest wymagane w procesie
syntezy CPK oraz wykazano, ze delecja kodujacego je genu skutkuje obnizong/wyciszong
transkrypcja wybranych gendéw cpk. Brak natomiast informacji na temat biatka CpkN,
nalezacego to tej samej rodziny regulatorow. Badania nad innymi biatkami z rodziny SARP
(Actll-orf4, RedD, RedZ, CdaR) dowiodly, iz te regulatory, uwazane dotychczas za specyficzne
wzgledem wilasnych klastrow gendéw, mogg réwniez dziata¢ jako regulatory plejotropowe

i kontrolowa¢ szlaki produkcji innych metabolitéw wtornych.

Celem niniejszej pracy bylo doktadniejsze scharakteryzowanie funkcji biatka CpkO
I zbadanie funkcji biatka CpkN w procesie syntezy coelimycyny oraz zidentyfikowanie $ciezek
produkcji innych antybiotykow, bedacych pod bezposrednig lub posrednig kontrolg tych
regulatorow w Streptomyces coelicolor A3(2). By osiagnaé te cele stworzono mutanta
S. coelicolor A3(2) z delecja genu cpkO oraz mutanta z przerwang ciggloscig genu cpkN, po
czym zbadano ich profile produkcji antybiotykoéw. Nastepnie przeanalizowano proteomy
mutantéw przy uzyciu proteomicznej metody ,,bottom-up, label-free shotgun” i poréwnano
z profilem biatkowym szczepu dzikiego M145. W ostatnim etapie pracy ustalono doktadne
profile transkrypcji wybranych gendéw klastra cpk w mutantach oraz szczepie dzikim in vivo,

przy uzyciu systemu reporterowego opartego na lucyferazie.

Osiagnieciem niniejszej pracy jest potwierdzenie, iz biatko CpkO jest gtéwnym
aktywatorem klastra cpk, aktywujgcym transkrypcje wiekszosci genow cpk, wiacznie z cpkN,
natomiast biatko CpkN jest odpowiedzialne za aktywacje genu scoT, kodujacego tioesteraze
typu II, niezb¢dng do produkcji coelimycyny. Te obserwacje oraz analiza danych
literaturowych umozliwily zaproponowanie doktadniejszego mechanizmu regulacji syntezy
CPK. Co wigcej, dzigki analizie fenotypowej i proteomicznej wykazano, iz biatka regulatorowe
CpkO i CpkN wywierajg réwniez wplyw na inne szlaki biosyntezy — aktynorodyny,
undecylprodigiozyny i antybiotyku zaleznego od wapnia. W pracy przedyskutowano mozliwe

wyjasnienie tych zjawisk na poziomie molekularnym.



