Warianty receptora GerA w przetrwalnikach réznych szczepow laboratoryjnych Bacillus subtilis.
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Bacillus subtilis to Gram-dodatnia laseczka tlenowa, zdolna do tworzenia metabolicznie
nieaktywnych form przetrwalnych — spor. Szczepy laboratoryjne tego gatunku od lat wykorzystywane sg
jako modele w badaniach podstawowych skupiajacych si¢ m.in. na procesie sporulacji i kietkowania
przetrwalnikoéw bakteryjnych.

Przetrwalniki B. subtilis odporne sa na dziatanie wielu niekorzystnych warunkow fizycznych i
chemicznych, dzigki czemu moga przetrwa¢ w srodowisku wiele lat bez utraty zdolnosci do kietkowania.
Kietkowanie spor jest inicjowane po pojawieniu si¢ w ich otoczeniu specyficznych induktoréw. Sygnat z
zewnatrz odbierany jest m.in. przez receptory kietkowania (GerA, GerB i GerK). Podczas gdy receptor
GerA zapoczatkowuje proces powrotu spor do ich formy wegetatywnej w obecnosci L-alaniny lub L-
waliny, receptory GerB i GerK razem niezbedne sg do inicjacji kietkowania w obecno$ci mieszaniny
AGFK.

W niniejszej pracy skupiono si¢ na analizie funkcjonowania receptora GerA B. subtilis. Mimo
tego, ze funkcja tego receptora jest konserwowana wsérdd roznych szczepow laboratoryjnych, jak i
srodowiskowych tego gatunku, w kolekcji szczepow Zakladu Bakteriologii Molekularnej
Miegdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed znalazty si¢ dwa warianty B. subtilis 168, o
réznym pochodzeniu, ktérych przetrwalniki charakteryzowaly si¢ odmiennym fenotypem kietkowania w
obecnos$ci L-alaniny. Podczas gdy przetrwalniki 168G byly zdolne do kietkowania w roztworze tego
induktora, receptor GerA spor 168F w tych samych warunkach nie inicjowat wspomnianego procesu.

Porownawcza analiza genomoéw wybranych szczepow laboratoryjnych B. subtilis (168G, 168F,
PY79 1 PS832) wskazata na obecnos¢ dwoch polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNPs) w genie
gerAA kodujacym podjednostke A receptora GerA. Wspomniane SNPs odpowiadaja za obecno$¢ trzech
alleli genu gerAA w analizowanych szczepach. Koduja one nastepujace warianty biatka GerAA, rdéznigce
si¢ miedzy soba w pozycji 299 i 302 ich lancuchéw aminokwasowych: 299Thr/302Ser (168G),
299Ala/302Pro (168F) i 299Ala/302Ser GerAA (PY79, PS832).

Analiza kietkowania spor roznych szczepow B. subtilis, skonstruowanych w trakcie realizacji
niniejszej pracy, wskazala, ze r6zne warianty biatka GerAA odpowiedzialne sg za rdznice w fenotypie
kietkowania spor 168G i 168F w obecnosci L-alaniny. Za wspomniane rdznice odpowiada zmiana reszty
Ser na Pro w pozycji 302 biatka GerAA. Zmiana reszty aminokwasowej w pozycji 299 wptywa z kolei na
tempo kietkowania spor i w pewnym stopniu — na wydajnos¢ tego procesu.

Gléwnym celem niniejszej pracy byto znalezienie przyczyny réznic w funkcjonalnosci
poszczegbdlnych wariantow biatka GerAA. Analiza kietkowania spor szczepow powstalych w efekcie
roznorakich manipulacji genetycznych, tacznie z analizg in silico struktury biatka GerAA sugeruja, ze 1)
zmiana Ser302Pro moze wptywac na strukture drugorzedowa biatka GerAA; ii) funkcjonowanie receptora
GerA nie jest regulowane poprzez fosforylacje reszty 302 biatka GerAA; iii) poszczegdlne warianty biatka
GerAA charakteryzujg si¢ odmiennym powinowactwem do pozostatych podjednostek receptora GerA.

Analiza in silico biatka GerA A wskazala rowniez reszte 347 Arg jako potencjalnego kandydata, do
ktorego wigzaé si¢ moze czasteczka L-alaniny na poczatku procesu kielkowania. Ze wzgledu na silnie
zasadowy charakter reszty we wskazanej pozycji, przeprowadzono analizg¢ kietkowania spor z réoznymi
wariantami GerAA z reszta 347 o stopniowo malejacej zasadowosci. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
zasadowy charakter reszty 347 pelni istotng role w funkcjonowaniu receptora GerA.



