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Streszczenie

Bacillus subtilis jest uznany za organizm modelowy wykorzystywany do badan nad
przemianami, jakimi podlega komorka bakteryjna w trakcie cyklu rozwojowego. W warunkach
niekorzystnych do wzrostu wegetatywnego ta Gram-dodatnia bakteria uruchamia alternatywna
$ciezke rozwojowa. W procesie sporulacji B. subtilis wytwarza przetrwalnik (endospore), ktory
uwolniony do $rodowiska, jest gwarancjg przetrwania materialu genetycznego bakterii. Dzigki
ztozonej budowie, endospory sa niezwykle odporne na szereg szkodliwych czynnikow
srodowiskowych. W formie us$pionej moga przetrwa¢ latami. Pozornie nieaktywne przetrwalniki
stale monitorujg stan Srodowiska w oczekiwaniu na poprawe jego warunkéw. W procesie
kietkowania u$pione przetrwalniki przeksztatcaja sie do formy wegetatywnej, ktéra bedzie
kontynuowa¢ wzrost wegetatywny. Dotychczas najlepiej poznang $ciezka inicjacji kietkowania
przetrwalnikéw jest inicjacja pokarmowo-zalezna z udziatem receptoréw kietkowania, z ktoérych
receptor GerA uznawany jest za samodzielnie rozpoczynajacy kietkowanie. Receptor GerA reaguje
na obecnos¢ w Srodowisku aminokwasdéw L-alaniny lub L-waliny. Na podstawie analizy sekwencji
kodujacej ten receptor wiadomo, ze sktada si¢ on z 3 biatek: A, B i C. Ze wzgledu na ztozong
budowe i ich blonowy charakter, dane strukturalne i funkcjonalne na temat receptoréw kietkowania
wciaz sa bardzo ograniczone.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wybranych aspektow funkcjonowania receptora
GerA i zaproponowanie mozliwego sposobu dziatania tego kompleksu w procesie inicjacji
kietkowania.

Najpierw poczyniono proby utworzenia szczepu B. subtilis, w ktorym mozliwe bytoby
wykrywanie i obserwowanie poszczegdlnych biatek receptora. Pomimo skonstruowania szczepu, w
ktorym do kazdego z gendéw w operonie gerA dotgczono odpowiedni epitop antygenowy,
przetrwalniki uzyskane z tego szczepu nie byty zdolne do kietkowania. Nastepnie, badania skupity
si¢ na analizie konserwowanego motywu VPFP w biatku A. W tym celu dokonano substytucji
proliny w pozycji 324 (P324S, P324G, P324A, P324F). Uzyskane szczepy analizowano pod katem
wiasciwosci, jakie wykazywaty ich przetrwalniki w procesie kietkowania, zarowno w obecnos$ci
aktywatorow (L-alanina, L-walina, AGFK, dodecylamina), jak i inhibitora — D-alaniny. Analizy
mikroskopowe i testy kietkowania wWykazaly, ze substytucja pozycji 324 biatka A powoduje
powstanie heterologicznej populacji przetrwalnikéw o zmienionych wtasciwosciach w stosunku do
przetrwalnikow szczepu typu dzikiego. Przede wszystkim bylo to obserwowane jako przetrwalniki
w fazie ciemnej lub szarej jeszcze przed rozpoczgciem kietkowania, co wskazuje na uwodnienie
ich rdzenia juz w trakcie procesu formowania. Wigzato si¢ to rowniez ze zmniejszong wydajnoscia
sporulacji szczepow z mutacjami. Ponadto, przetrwalniki z mutacjami P324S i P324G byly zdolne
do kietkowania w obecnosci inhibitora. Poniewaz wydajno$¢ kietkowania przetrwalnikow
poszczegdlnych szczepdw, uzytych w tych badaniach, réznita si¢, na koniec przeprowadzono
analize¢ ekspresji genéw operonu gerA w poszczegélnych szczepach B. subtilis. Wyniki tego
badania pokazaty, ze rdznice obserwowane na poziomie wydajnosci kietkowania moga by¢
efektem nieré6wnego poziomu ekspresji gendw w operonie, szczegdlnie jesli oryginalny uktad
gendw zostat zaburzony.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze oryginalna organizacja genéw operonu gerA moze miec
kluczowe znaczenie dla wydajnej syntezy biatek kompleksu GerA. Moze to rdwniez thumaczy¢
brak kietkowania przetrwalnikow z receptorem GerA zawierajgcym epitopy antygenowe. Ponadto,
wyniki analizy mutacji pozycji P324 w biatku A pokazuja, ze motyw VPFP pelni istotng role w
dziataniu catego kompleksu GerA, prawdopodobnie jako modulator dziatania biatka B,
zawierajacego przypuszczalng kieszen wigzania ligandu. W $wietle najnowszych opublikowanych
danych na temat biatek receptora GerA, wyniki z mutagenezy pozycji 324, moga stanowi¢ wazny
argument przy okreslaniu funkcji, jaka petni biatko A w aktywacji catego receptora.



Summary

Bacillus subtilis is considered a model organism for research on bacterial cell development
during its cell cycle. Under conditions unfavourable for vegetative growth, this Gram-positive
bacterium starts an alternative developmental pathway. In sporulation process B. subtilis forms an
endospore which, upon the release to the environment, guarantees the survival of bacterial genetic
material. Thanks to its complex structure, endospores are extremely resistant to harsh
environmental conditions. As dormant entities spores are able to survive for years. Seemingly
inactive, endospores constantly monitor the environment, expecting improvement in conditions.
During the process of germination dormant spores transform into a vegetative form, which will
continue the active growth. The best known pathway of germination initiation so far is the nutrient-
dependent initiation by germination receptors, with GerA considered an independently acting
receptor. GerA reacts to the presence of amino acids L-alanine or L-valine in the environment.
Based on the protein encoding sequences it is known that the receptor consists of 3 proteins: A, B
and C. Due to their complex structure and transmembrane features, structural and functional data
about the germination receptors are still very limited.

Obijective for this dissertation was to investigate given aspects of GerA receptor functions
and to propose a possible mechanism of action for the entire protein complex in germination
initiation.

First, there was made an attempt to construct a strain of B. subtilis, in which all of the
germination receptor’s proteins could be detected and visualized. Despite constructing the strain
with given antigen epitopes cloned to each gene from the gerA operon, endospores obtained from
such a strain were unable to germinate. Next, the research focused on conserved motif VPFP
analysis in protein A. In order to do that substitution of proline in position 324 (P324S, P324G,
P324A, P324F) was performed. Obtained strains were analysed for the properties of their spores
during germination process, in the presence of both activators (L-alanine, L-valine, AGFK,
dodecylamine) and an inhibitor — D-alanine. Microscopic and gemination analyses showed that
substitution in position 324 of protein A created a heterologous population of endospores with
changed properties, in comparison to endospores from wild type strain. First of all, it was observed
as spores in phase dark or grey before even the germination was initiated, which suggests a
hydration of their core compartment during the formation process. It was also connected with a
reduced sporulation efficiency of strains with mutations. Moreover, endospores with mutations
P324S and P324G were also able to germinate in the exclusive presence of inhibitor. Because the
endospore germination efficiency of analysed strains varied, in the end operon gerA genes
expression analysis was performed. The results showed that the differences observed on the level
of germination efficiency could be caused by the uneven level of operon genes expression,
especially when the original genes arrangement was disturbed.

The results obtained from the research presented here suggest that the initial genes
arrangement in gerA operon might be crucial for the efficient protein synthesis to functional GerA
protein complex. It could also explain why endospores from strain with antigen epitopes in gerA
operon have not germinated. What is more, results from mutagenesis of protein A’s position 324
indicate that VPFP motif plays essential role in the function of the entire GerA complex, probably
as a modulator for protein B, where a putative ligand binding pocket is located. In the light of
recently published data on GerA receptor proteins, results from position 324 mutagenesis could be
an important argument in determining the function for protein A in the entire receptor activation.



1. Wstep

1.1 Bacillus subtilis jako organizm modelowy

Uzycie organizméw zwierzgcych w badaniach jest znane cztowiekowi od czasow
starozytnych. Przekonanie, ze obserwacja organizméw pozornie prostszych w swojej
strukturze moze dostarczy¢ informacji do poznania i zrozumienia organizmow bardziej
ztozonych, zachowata si¢ w podejsciu badawczym (w formie stopniowo ewoluujacej) do
czasOwW wspotczesnych. Prawdopodobnie jednym z pierwszych nowozytnych naukowcow
kierujacych si¢ takim rozumowaniem byl Grzegorz Mendel. Obserwacje w dziedziczeniu
cech grochu zwyczajnego potrafit zinterpretowa¢ tak, aby sformutowaé prawa
dziedziczenia, ktore mogly by¢ obserwowane tez u zwierzat. Cho¢ obecnie zdajemy sobie
sprawe, ze przeniesienie cech i wlasciwosci z organizmoéw prostszych na bardziej ztozone,
nie jest tak jednoznaczne, koncept organizmu modelowego pozostaje jedng z podstaw
badan m.in. z zakresu biologii molekularnej. Dlatego wspodiczesnie wyrdzniamy co
najmniej kilkadziesigt gatunkow stanowigcych osobne modele badan dla wirusow,

organizmoéw prokariotycznych i eukariotycznych (protisty, grzyby, rosliny, zwierzeta).

Wsrod  bakterii, prawdopodobnie najbardziej rozpowszechnionym organizmem
modelowym jest Gram-ujemna bakteria Escherichia coli. Majac na uwadze podstawowy
podzial na bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, E. coli nie jest wystarczajacym
modelem, ktory mogl by¢ wykorzystany do badan przedstawicieli obu tych grup.
Dodatkowo, dane filogenetyczne pokazuja, ze bakterie Gram-dodatnie i Archeony s3 ze
sobg blizej spokrewnione, niz bakterie Gram-ujemne, ktore wyewoluowaty pdzniej (Gupta,
2000). Dlatego rownie waznym gatunkiem, co E. coli dla bakterii Gram-ujemnych, jest

Bacillus subtilis.

Ta Gram-dodatnia laseczka to obecnie stosunkowo najlepiej poznany reprezentant klasy
Bacilli. W $wiecie naukowym Bacillus subtilis rozpoczat swoje istnienie w 2. potowie XIX
w. za sprawa Ferdynanda Cohna. Zaproponowal on t¢ nazwe¢ gatunkowa dla bakterii
obserwowanych jako stosunkowo duze, wydluZzone struktury, czasami z wiciami
umozliwiajacymi aktywny ruch, pot wieku wezesniej nazwanymi przez Ch. G. Ehrenberga
Vibrio subtilis. F. Cohn obserwowat pierwsze hodowle B. subtilis w naparach z tubinu i
grochu lub innych mieszaninach fermentujacych. Juz te pierwsze wzmianki wskazuja, ze

bakteria ta wystgpuje w towarzystwie roSlin, a takze wykazuje potencjal do
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przeprowadzania reakcji fermentowania. Wspodtczesnie B. subtilis jest izolowany
najczesciej z gleby, szczegolnie z okolic ryzosfery roslin. Ponadto, jest to réwniez element

fizjologicznej mikroflory uktadu pokarmowego zwierzat, w tym czlowieka (llinskaya et
al., 2017).

Jak przystalo na organizm modelowy, Bacillus subtilis wykazuje szereg cech, dzigki
ktorym tak chetnie jest wykorzystywany w badaniach podstawowych. Nalezg do nich

miedzy innymi:

1. przystepno$s¢ w hodowli

2. dobrze poznany genom

3. podatno$¢ na manipulacje genetyczne
4

. potencjalne znaczenie organizmu w konteks$cie gospodarczym.
Ad.1 Przystepno$¢ w hodowli.

W warunkach laboratoryjnych B. subtilis nie przysparza badaczom wigkszych problemoéw
w hodowli. W warunkach optymalnej dost¢pnosci zasobow pokarmowych bakteria ta
namnaza si¢ szybko poprzez symetryczny podziat komorki. Zazwyczaj czas generacji
wynosi ok. 30 min. Zakres temperatur, w ktorych B. subtilis jest zdolny do wzrostu
wegetatywnego jest szeroki, poniewaz obejmuje temperatury od ok. 11°C (Nichols et al.,
1995) do nawet 52°C (Holtmann et al., 2004). Sugeruje to obecnos¢ wydajnych systemow
umozliwiajacych adaptacje do wzrostu w réznych temperaturach (Budde et al., 2006;
Helmann et al., 2001; Schumann, 2016). W warunkach laboratoryjnych temperatura 37°C
jest uzywana jako optimum. Ze wzgledu na zrdéznicowane $rodowiska, w ktérych
wystepuje, nie dziwi fakt, ze B. subtilis potrafi namnaza¢ si¢ zardbwno w warunkach
tlenowych jak i beztlenowych (Hong et al., 2009; Nakano & Zuber, 1998). Réwniez
szeroki zakres tolerancji na zmiany pH 1 cisnienia osmotycznego, pozwalaja na

stosunkowo proste hodowanie tej bakterii w kazdym laboratorium.

Co ciekawe, wzrost wegetatywny z symetrycznym podziatem komorki, to tylko jedna z
kilku mozliwos$ci rozwoju w catym cyklu zyciowym B. subtilis. W obliczu wykorzystania
zasobow pokarmowych srodowiska, aby przetrwaé pogarszajace si¢ warunki, wigkszos¢
bakterii typu Firmicutes, do ktorego nalezy B. subtilis, uruchamia proces sporulacji. Ta

alternatywna $ciezka rozwoju prowadzi do przeksztatcenia cze$ci komorki bakteryjnej w



forme¢ przetrwalnika, ktory moze przetrwaé w $rodowisku, do czasu polepszenia si¢
warunkow. Wowczas, w procesie kietkowania, przetrwalnik moze na powrot przeksztatci¢
si¢ w komoérke wegetatywng 1 dalej propagowac jej material genetyczny w Srodowisku.
Zarowno sporulacja, jak i kietkowanie, to bardzo ztozone sekwencje przemian, do opisu
ktorych powrdoce w dalszej czeSci tego rozdziatu. Niemniej, zdolnos¢ B. subtilis do ich
przeprowadzania, sprawia, ze stal si¢ on uktadem modelowym do badania przemian, jakim

poddawana jest komorka wegetatywna w cyklu zyciowym.
Ad.2 Dobrze poznany genom.

Genom Bacillus subtilis zostal zsekwencjonowany w roku 1997. Byla to pierwsza
kompletna sekwencja genomu bakterii Gram-dodatniej. Jego rozmiar to ponad 4,2 Mpz, w
tym 43% stanowiag pary guanidyny i cytozyny (Kunst et al., 1997). W genomie mozna
obecnie wyrdzni¢ okoto 4200 genow kodujacych biatka. Intensywne badania genetyczne
pozwolity ustali¢ liczbe blisko 270 genow, jako tych, ktore sa absolutnie niezbgdne do
funkcjonowania komorki (Kobayashi et al.,, 2003). Dzigki rozwojowi technik
sekwencjonowania informacje na temat genomu B. subtilis oraz innych gatunkow z
rodzaju Bacillus sukcesywnie sg aktualizowane i gromadzone w wielu ogolnie dostepnych

bazach danych, np. SubtiWiki (Zhu & Stiilke, 2018) czy BioCyc (Karp et al., 2019).

Nalezy pamigtac, ze pierwsze kompletne sekwencjonowanie genomu wykonano z uzyciem
szczepu laboratoryjnego, uznanego jako ,.typ dziki” i znanego wsrdd badaczy jako szczep
168. Od tego czasu stato si¢ wiadomym, ze rodzaj Bacillus sensu lato to bardzo
zréznicowana grupa, obejmujaca gatunki wykazujace szerokie spektrum pokrewienstwa
(Hernandez-Gonzalez et al., 2018; Wang & Ash, 2015). Szczep 168 zostat wyizolowany w
trakcie badan botanikow z Uniwersytetu Yale, Paula Burkholdera i Normana Gilesa,
prowadzonych w potowie XX w. (Burkholder & Giles, 1947). Uzywali oni wowczas
szczepu B. subtilis Marburg w doswiadczeniach mutagenezy. Powstale szczepy,
identyfikowali pod katem nabytych cech auksotrofii. W wyniku réznych zawirowan
historycznych, projekt zostal porzucony i znaczna czes¢ tej kolekcji, tacznie z wyjsciowym
szczepem typu dzikiego, zostaty utracone. Zbiegiem okolicznosci, kilka szczepow, w tym
ten o numerze porzadkowym 168, trafity do Charlesa Yanofsky’ego z Uniwersytetu
Stanford. Nastepnie udostepniono te kolekcje do dalszych badan Johnowi Spizizen. To on
wykazatl, ze wlasnie szczep o numerze 168, ktéry byt auksotrofem tryptofanowym,

wykazuje najwiekszy potencjal do transformowania DNA zewnatrzkomdrkowym
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(Spizizen, 1958). Od tego momentu przyjeto si¢, ze szczep 168 to oficjalny szczep Bacillus
subtilis typu dzikiego. Niemniej, réwnolegle funkcjonuje kilka szczepow, rowniez
uznawanych za ,typ dziki”, np. NCIB 3610, PY79, W23, PS832. Badania filogenetyczne
pokazuja, ze szczep 168 jest najbardziej prawdopodobng wersja szczepu z eksperymentow
Burkholdera i Gilesa. Przemawia za tym utrzymana auksotrofia (np. PY79 jest
prototrofem) 1 brak niektérych cech obecnych w szczepach srodowiskowych, np. zdolnos¢
do swarmingu (Zeigler et al., 2008). Cho¢ referencyjne szczepy laboratoryjne wykazuja
pewne réznice genetyczne, uznaje si¢, ze nie powinny one mie¢ znaczacego wpltywu na
badania. Cigzko jest jednoznacznie stwierdzi¢, czy jest to wlasciwe rozumowanie,
szczegolnie w obliczu identyfikowania wcigz nowych genow, ktérych funkcje dopiero
staramy si¢ wpisaé w znane juz S$ciezki metaboliczne. Niemniej jednak, praktyka
laboratoryjna nakazuje, aby nie uzywac zamiennie réznych szczepow typu dzikiego,
poniewaz minimalne roéznice tta genetycznego moga wprowadzi¢ dodatkowe zmienne do

uktadu dos§wiadczalnego.

Ad.3 Podatno$¢ na manipulacje genetyczne

Znaczacym ulatwieniem w badaniach genetycznych jest zdolno$¢ laboratoryjnych
szczepow Bacillus subtilis do aktywnego pobierania zewnatrzkomérkowego materiatu
genetycznego. Stan kompetencji jest aktywowany w fazie stacjonarnej wzrostu, kiedy
zasoby pokarmowe zostajg maksymalnie wykorzystane (Dubnau, 1991). Pobieranie
obcego DNA stanowi jedng ze strategii przetrwania bakterii w obliczu pogarszajacych si¢
warunkoéw srodowiskowych. Wykorzystano t¢ wlasciwo$¢ do opracowania uzywanych do
dzi$ metod transformacji DNA plazmidowym lub chromosomalnym (Anagnostopoulos &
Spizizen, 1961; Rahmer et al., 2015; Spizizen, 1958). Jakkolwiek zjawisko naturalnej
kompetencji jest bardzo uzyteczne, tylko pewna frakcja komorek w hodowli aktywnie
poddaje si¢ temu procesowi. Stad stale rozwijane s3a inne techniki uzywane do
modyfikowania materialu genetycznego szczepow rodzaju Bacillus. W pewnych
przypadkach, bardziej niz transformacja komorek kompetentnych, skuteczna okazuje sig¢
transformacja protoplastow. Jednak jest to procedura czasochtonna i zlozona, a etap
regeneracji po transformacji delikatnych protoplastow, niezwykle wrazliwy na warunki
zewngtrzne. Poza uzyciem naturalnej kompetencji B. subtilis, do modyfikacji materiatu
genetycznego tej bakterii wykorzystuje sie transdukcj¢ za pomoca fagéw (Nijland et al.,
2010; Takahasi, 1963; Taylor & Thorne, 1963; Yasbhin & Young, 1974).



W miar¢ rozwijania si¢ technik manipulacji genetycznych, dla B. subtilis réwniez
opracowywano dedykowane narzgdzia do wprowadzania kontrolowanych zmian w obrgbie
genomu. Obecnie dysponujemy kolekcja wektorow integrujacych do chromosomu na
drodze rekombinacji homologicznej, co pozwala na wprowadzanie stabilnych zmian
genetycznych. Uzycie transpozondéw rowniez otworzylo kolejne mozliwosci do

wprowadzania modyfikacji (Youngman et al., 1983).

Wspomniane do tej pory techniki wigzg si¢ w duzej mierze ze stosowaniem markeréw do
identyfikacji wprowadzanych zmian genetycznych, np. gendéw opornos$ci antybiotykowe;.
Wraz z rosngcym problemem antybiotykoodpornos$ci mikroorganizméow i zwigkszajacym
si¢ wykorzystaniem B. subtilis w hodowlach na skal¢ przemystowa, w ostatnich latach
zaczelo pojawiaé sie coraz wigcej metod umozliwiajacych modyfikacje genetyczne B.
subtilis (i innych gatunkow o znaczeniu przemyslowym) bez wykorzystywania gendéw
markerowych, np. poprzez wykorzystanie systemoéw represji transkrypcji (Dong H., 2014).
Kolejnym kierunkiem w rozwoju technik do manipulacji genetycznych u B. subtilis jest z
pewnoscig uzycie technologii edycji genow CRISPR — Cas9. Technologia ta wykorzystuje
naturalny system obronny bakterii, w ktorym czasteczki RNA (CRISPR RNA) wigzg si¢ z
obcymi dla genomu sekwencjami DNA, a dedykowane biatka Cas zajmujg si¢ celowanym
wycigciem wskazanych, obcych sekwencji (Peters et al., 2015). Zdecydowang zaletg tego
systemu jest jego wysoka specyficzno$¢ wzgledem sekwenc;ji, ktora jest celem modyfikacji
oraz mozliwos¢ zrezygnowania z uzywania dodatkowych genoéw do selekcji. Cho¢ jest to
stosunkowo nowa technologia, jej wykorzystanie w badaniach genetycznych B. subtilis jest
juz powszechne (Altenbuchner, 2016; Burby & Simmons, 2017 Westbrook A.W., 2016).
Szybkos¢ 1 precyzyjnos¢ wprowadzania modyfikacji genetycznych, w poréwnaniu do
tradycyjnych klonowan, sprawia, ze szczepy uzywane w przemysle sg opracowywane

wlasnie w ten sposob.

Ad.4 Potencjalne znaczenie organizmu w kontek$cie gospodarczym

B. subtilis posiada rowniez cechy, ktore staty si¢ niezwykle cenne dla réznych gatezi
przemystu. Jak pokazuja pierwsze zapiski F. Cohna, bakteria ta obserwowana byla w
mieszaninach fermentujacych rozne rosliny (Soule, 1932). Fermentacja przeprowadzana
przez B. subtilis jest znacznie krotsza — zazwyczaj jest to ok. 48 h, w poréwnaniu do ok.
180 h u drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Aslankoohi E., 2015; Ma Y., 2016). Jest to

znaczgca przewaga ekonomiczna. Opisana wczesniej szeroka paleta narzedzi do
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modyfikowania genomu pozwala na uzyskanie szczepdéw o najbardziej optymalnych i
pozadanych wlasciwosciach do produkcji okreslonych substancji. B. subtilis posiada
rowniez niezwykle wydajne systemy sekrecji (m.in. $ciezki Sec i1 Tat), ktére umiejetnie
zostaly wykorzystane do produkcji enzymow, biatek heterologicznych, antybiotykow,
witamin i aminokwaséw (Cui et al., 2018). W przeciwienstwie do bakterii E. coli, ktora
jest rownie czesto wykorzystywana w przemysle, B. subtilis posiada pojedyncza btong, co
utatwia sekrecje do pozywki, a to upraszcza dalsze przetwarzanie wytworzonych
polipeptydéw. Zgodnie ze statystykami, nawet 50% calkowitego rynku enzymow
przemystowych produkowane jest z wykorzystaniem szczepow B. subtilis (Schallmey et
al., 2004). Wyrdznia si¢ tu m.in. amylazy, ksylanazy, lichenaza, 3-galaktozydaza, celulazy,
proteazy alkaliczne i inne (Su et al., 2020). Enzymy te znajduja zastosowanie w produkcji
Zywnosci, pasz, detergentow, w przemysle wtokienniczym, skdrzanym, papierniczym czy
farmaceutycznym (Danilova & Sharipova, 2020; Singh R. et al., 2016; Zhang et al., 2020).
Przyktadami takich enzymow produkowanych przez genetycznie modyfikowane
przemystowe szczepy B.subtilis s3 Durazym™, Termamyl®, Mannaway®, bedace
produktami do usuwania réznych plam firmy Novozymes (“NOVOZYMES — Driven by
Research and Scientists,” 2001).

Co wazne, Bacillus subtilis jest uznany za bakteri¢ bezpieczng dla zdrowia cztowieka i
zwierzat (ang. QPS status — qualified presumption of safety), dzigki czemu nie ma
przeciwskazan, aby uzywac ten gatunek do produkcji sktadnikow pozywienia lub lekow.
W zwigzku z tym, wykorzystanie go do celow probiotycznych nie jest zaskoczeniem. Juz
w czasie II Wojny Swiatowej niemieccy lekarze odkryli, ze podawanie mieszanin takich
bakterii skutecznie chroni Zotnierzy przed rozwojem czerwonki i tyfusu (Kovécs, 2019).
Obecnie wiadomo, ze oprocz pozytywnego wplywu na uklad pokarmowy cztowieka,
zarowno komorki wegetatywne jak i przetrwalniki B. subtilis dziatajag rowniez na
zwierzgta. Jako dodatek w formie przetrwalnikowej do pasz, wykietkowane bakterie
skutecznie kolonizuja uktad pokarmowy zwierzat, wspomagajac w ten sposdb procesy
trawienne. To przeklada si¢ na poprawe ogoélnego zdrowia zwierzat i np. zwigkszong
produkcje mleka u krow mlecznych (Souza V.L., 2017) lub polepszong jakos¢ sktadanych
jaj u kur (Abdelgader A., 2013). Ponadto, B. subtilis moze by¢ uzywany w skutecznej
bioremediacji hodowli ryb oraz krewetek, rdwnocze$nie chronigc te zwierzgta przed

chorobami (Olmos J., 2020).
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Szeroki wachlarz zastosowan B. subtilis to tylko jedna strona medalu. Chociaz jest to
bakteria ze statusem QPS, istnieje kilka aspektow, ktore sprawiaja, ze B. subtilis i inne
gatunki z rodzaju Bacillus przysparzaja cztowiekowi wielu probleméw. Gatunki Bacillus
sg zdolne do formowania ztozonych biofilméw (Dunne, 2002; Vlamakis et al., 2013). W
ten sposob formy wegetatywne sa duzo trudniejsze w usuwaniu, kiedy pojawiaja si¢ w
niepozadanych miejscach. Z punktu widzenia przemystu, modyfikowane genetycznie
szczepy B. subtilis mogg tworzy¢ biofilmy wytwarzajagce okre$lone substancje, np.
wspomagajgce wzrost roslin (Hashmi et al., 2019). Jednak biofilmy bakteryjne pojawiajace
si¢ w trakcie produkcji spozywczej to juz powazny problem. Oprocz B. subtilis, do psucia
si¢ zywnosci przyczynia si¢ B. cereus. Ten drugi gatunek to najczestsza przyczyna psucia
si¢ produktow nabiatowych, nawet tych przechodzacych procesy sterylizacyjne (Choi &
Kim, 2020; Shugart, 2005). Jego zdolnos¢ do wydzielania toksyn stanowi powazne
zagrozenie zatruciami pokarmowymi. B. subtilis jest czgsta przyczyna psucia si¢ pieczywa
(Li Z. et al., 2020). W obu przypadkach przyczynami zanieczyszczen jedzenia tymi
mikroorganizmami jest fakt, ze potrafia one przetrwa¢ w formie przetrwalnikow w
temperaturze ponad 100°C, przewidzianej np. do sterylizacji UHT mleka. Cho¢
nieprzetworzone np. mleko lub soki sg juz rezerwuarem réznorodnych bakterii, w tak
wysokich temperaturach bakterie Gram-ujemne i inne nieprzetrwalnikujace ging, co daje
B. cereus i B. subtilis przewage w p6zniejszym kolonizowaniu produktow zywnosciowych
jak 1 maszyn uzywanych w produkcji. Dlatego tak wazne jest zwigkszanie wiedzy na temat

funkcjonowania spor, od ich powstania po kietkowanie.

Innym powaznym zagrozeniem z rodzaju Bacillus jest Bacillus anthracis. Jest to czynnik
etiologiczny waglika — choroby zakaznej zwierzat hodowlanych i ludzi (D’Amelio et al.,
2015; Koch, 1876). Jest to na tyle powazna jednostka chorobowa, ze od poczatku XX
wieku badania i dyskusje na ten temat wieclokrotnie odbywatly si¢ w kontekscie prac nad
bronig biologiczng. Badania filogenetyczne pokazuja, ze B. anthracis wykazuje blizsze
pokrewienstwo z potencjalnie patogennymi gatunkami (B. cereus, B. thuringensis —
patogen owadzi, B. mycoides — patogen ryb) niz z B. subtilis (Wang A. & Ash, 2015).
Mimo tego, badania podstawowe nad niepatogennym B. subtilis sg potrzebne do lepszego
poznania procesOw zyciowych, ktére moga nam powiedzie¢ wigcej o biologii tego

mikroorganizmu.
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Rycina 1. Najwazniejsze cechy Bacillus subtilis, ktdére czynig ten organizm najczesciej badanym
przedstawicielem rodzaju Bacillus. Na podstawie (Kovacs, 2019).

1.2 Sporulacja — formowanie przetrwalnikéw jako alternatywna

Sciezka rozwoju Bacillus subtilis

Jak u wigkszos$ci przedstawicieli typu Firmicutes, w cyklu zyciowym B. subtilis wzrost
wegetatywny z symetrycznym podziatem komorki, jest tylko jednym z mozliwych
scenariuszy. Punktem zwrotnym w cyklu zyciowym tej bakterii jest osiagnigcie fazy
stacjonarnej wzrostu. W obliczu maksymalnego wykorzystania zasobdéw s$rodowiska,
zarowno pod wzgledem sktadnikow odzywczych i zajmowanej powierzchni, B. subtilis
wykorzystuje kilka strategii przetrwania, ktére moga uchroni¢ dang populacje przed
$miercig. Bakterie mogg maksymalnie spowolni¢ wzrost, dzielagc si¢ co kilka dni,
zmieniajgc przy tym ksztatt komorki z laseczki, na bliski ziarniakom (Gray et al., 2019). W
ten sposob, nie ponoszac wysokich kosztow energetycznych, moga przeczekac

niekorzystne warunki. Alternatywnie dla takiego podejscia, bakterie moga uruchomic
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syntez¢ bialek wici i innych bialek zaangazowanych w chemotaksj¢, aby aktywnie
przemiescic¢ si¢ w nisz¢ cechujacg si¢ bardziej sprzyjajacymi warunkami (Rao et al., 2008).
Dodatkowo moze zosta¢ uruchomiona sekrecja zarowno antybiotykéw (Stein, 2005) jak i
toksyn (Hofler et al., 2016), ktore zahamujg wzrost konkurujagcych o nisze bakterii.
Ponadto komorki bakteryjne moga produkowac¢ enzymy, np. proteazy, ktére pomoga w
degradowaniu makromolekut, ktére pojawia si¢ w otoczeniu (np. z lizujacych bakterii), do
formy tatwiej przyswajalnej (Kobayashi K. & lkemoto, 2019). Jesli mimo wdrozenia
takich strategii, warunki srodowiska pozostajg niekorzystne, mniej niz potowa populacji
uruchomi $ciezke naturalnej kompetencji (Schultz et al., 2009). Te bakterie zaczng
pobiera¢ pojawiajacy si¢ w srodowisku egzogenny DNA pochodzacy z lizujacych bakterii.
Przejmujac nowa informacj¢ genetyczng, moga zyskac¢ cechy, ktore zwigksza Szanse ich
przezycia w panujacych warunkach. Jednak ta strategia wcigz moze by¢ niewystarczajaca
w obliczu stale pogarszajacego si¢ stanu srodowiska. Ostatnig mozliwoscig przetrwania
jest uruchomienie transformacji komorki wegetatywnej do formy przetrwalnikowej, czyli
sporulacji. Poniewaz proces ten jest niezwykle energochlonny, bakterie uruchamiajg go

jedynie, gdy wszystkie wczesniejsze opcje okazg si¢ niewystarczajace.

Juz w potowie XIX wieku badacze obserwowali, ze bakterie z rodzaju Bacillus wytwarzaja
wewnatrz komodrek pewne zatamujace swiatto granule, ktore sa w stanie przetrwac proces
tyndalizacji (Riley, Schwarz, et al., 2021). Sto lat p6zniej, w latach 60. XX wieku ustalono,
ze bakterie te przeprowadzaja wieloetapowy proces sporulacji, w wyniku ktorego do
srodowiska zostaje uwolniony nieaktywny metabolicznie przetrwalnik (Fitz-James, 1960;
Kawata et al., 1963; Ohye & Murrell, 1962; Young & Fitz-James, 1959).

Do dzisiaj uznaje si¢, ze sporulacja obejmuje siedem rozrdznialnych etapéw formowania

przetrwalnika. Zasadniczo obejmujg one:

e ctap przygotowujacy do sporulacji (etap 0),

e charakterystyczny asymetryczny podziat komorki na wigkszg komorke matczyna i
mniejszg presporg (etapy I — 1),

e wchlonigcie prespory do wnetrza komoérki matczynej 1 formowanie tam
przetrwalnika (etapy Il — V),

e uwolnienie dojrzalego przetrwalnika do $rodowiska (etap VI).
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Badania nad B. subtilis stopniowo dostarczaly nowych informacji na temat genow, ktore
byty przypisywane do okreslonych proceséw w komorce, m.in. do sporulacji. Od poczatku
kazdy gen, ktory zostat powigzany z procesem sporulacji, otrzymywat nazwe zaczynajaca
si¢ od spo (z ang. sporulation). W miar¢ rozwoju badan, mozna bylo obserwowa¢ na jakim
etapie szczepy z mutacjami w genach spo blokowaly ten proces. W zwigzku z tym, dalsza
klasyfikacja genow Spo polegata na dopisaniu cyfry rzymskiej, odpowiadajacej numerowi
etapu sporulacji, na ktéry badana mutacja genu wptywata (np. spo0, spoll, spolV). Wielka
litera dopisana do takiego zestawienia zostala uzyta, aby rozr6zni¢ poszczegodlne loci, ktore
zostaly przypisane do tego samego etapu sporulacji, np. SpolllA i spolllE odnoszg si¢ do
dwoch réznych genow, ktorych mutacje blokuja sporulacje na trzecim etapie. Kolejnosé
uzywanych liter jest prawdopodobnie arbitralna, zwigzana z kolejnoscig odkrywania.
Poniewaz pewne zidentyfikowane loci okazywatly si¢ w rzeczywistosci wielogenowymi
operonami, aby rozr6zni¢ poszczegolne geny, do dotychczasowych nazw dodawano
kolejne wielkie litery, np. spolllA locus to operon sktadajacy si¢ z 8 genéw o nazwach od
spolllAA do spolllAH. Podobny system nazewnictwa zostat rowniez uzyty przy genach
powiazanych z kietkowaniem, ger (ang. germination) lub z syntezg ptaszcza przetrwalnika,
cot (ang. coat). Cho¢ w S$wietle najnowszych badan, funkcje niektorych biatek,
historycznie powigzanych np. ze sporulacja, zostaly zweryfikowane i czg¢sto nie sg juz
bezposrednio zaangazowane w ten proces, ta tradycyjna nomenklatura gendéw i biatek

wcigz pozostaje w uzyciu.

Catkowite uformowanie przetrwalnika trwa najczesciej okoto 8-10 h. Ustalenie
wspomnianych wcze$niej etapéw rozwojowych w sporulacji znaczaco pomaga w
usystematyzowaniu tego zlozonego procesu. Niemniej, nalezy pamigta¢ o kilku
wyjatkowych aspektach tych przemian. Ekspresja genéw powigzanych ze sporulacja jest
scisle zalezna zarowno od okreslonego etapu formowania przetrwalnika, jak 1 przedziatu
komodrkowego, w ktorym nastepuje. Ekspresja wiekszosci genéw spo zostaje indukowana
tylko na okreslonych etapach sporulacji (bez wplywania na wzrost wegetatywny) 1 tylko w
obrebie komoérki matczynej lub tylko w presporze (Losick, 1986). Ponadto obserwowana
jest silna zalezno$¢ w sekwencyjnej ekspresji zaangazowanych gendw. Oznacza to, ze
ekspresja gendow z pdzniejszych etapow sporulacji nie rozpocznie si¢, dopoki ekspresja
wczesniejszych genow sie nie powiedzie (Eichenberger et al., 2004). Ten ztozony system

kontroli ekspresji gendw w czasie 1 przestrzeni okazuje si¢ by¢ bardzo czestym
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rozwigzaniem w regulowaniu réznych proces6w metabolicznych (Berkhout et al., 2013;

Walker et al., 2017).

Analizujac proces sporulacji nalezy pamigtaé, ze istnieje $cista wspotzalezno$¢ migdzy
poszczegblnymi wydarzeniami. Opisywane przemiany, cho¢ bardzo zrdznicowane, czgsto
dzieja si¢ prawie rownoczesnie. Co powoduje, ze kolejne etapy znane z literatury,
zazebiajg si¢, a zaangazowane w nie biatka, mimo swojego nomenklaturowego przypisania

do jednego z nich, de facto dziatajg w roznych punktach czasowych w trakcie sporulacji.

1.2.1 Charakterystyka etapow sporulacji Bacillus subtilis

Etap O

Zanim formowanie przetrwalnika rozpocznie si¢ na dobre, komoérka bateryjna musi
przygotowa¢ maszyneri¢ molekularna, ktora bedzie potrzebna do tych przemian. Sygnat do
rozpoczgcia tego procesu (pochodzacy m.in. z integracji sygnatéw $rodowiskowych)
dostarczany jest przez ztozong i $cisle regulowang Sciezke sygnalizacyjng (Burbulys D.,
1991; Piggot & Hilbert, 2004). Obejmuje ona kinazy histydynowe (KinA-E,
transmembranowe lub cytoplazmatyczne), ktéore poprzez swoja autofosforylacje
dostarczaja grupy fosforanowe do kolejnych przekaznikéw — fosfotransferaz (SpoOF,
Spo0B). Ich celem jest dostarczenie tych grup do ostatecznego akceptora, biatka SpoOA.
Ta sekwencja zdarzen, okreslana w jezyku angielskim jako phosphorelay (w dostownym
tlumaczeniu ,sztafeta fosforanowa”), ma na celu stopniowe zwigkszanie iloSci
ufosforylowanego SpoOA (Spo0OA~P), ktore w takiej formie aktywuje transkrypcje genow
potrzebnych do rozpoczecia sporulacji (Fujita & Losick, 2005). W pierwszej kolejnosci
aktywowana zostaje transkrypcja genow SpollA i spollG, ktore koduja czynniki
transkrypcji sigma F (c7) i sigma E (cF) dla polimerazy RNA, dedykowane transkrypcji

gendéw, odpowiednio w presporze i w komoérce matczynej (Losick, 1986).

Spo0A jest nazywany nadrzednym bialkiem regulatorowym u B. subtilis (ang. master
regulator). Okreslenie to wynika z faktu, ze do tej pory zidentyfikowano ponad 200
gendw, ktorych ekspresja jest regulowana, posrednio lub bezposrednio, przez SpoOA
(Fujita et al., 2005; Molle et al., 2003). Sa to geny z réznych etapéw cyklu zyciowego B.
subtilis. Geny nalezace do regulonu SpoOA mozna podzieli¢ w zaleznosci od tego jaka

ilos¢ SpoOA~P jest wystarczajagca do wywotania efektu regulujacego ich transkrypcje.
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Geny spo nalezag do grupy, ktora aktywowana jest W wyniku mozliwie najwigkszej
akumulacji SpoOA~P w komorce. Stopniowo zwigkszajace si¢ stgzenie SpoOA~P w fazie
wzrostu stacjonarnego prowadzi do zahamowania procesow zaleznych od mniejszych
ilosci SpoOA~P, np. podziat komorki, replikacja DNA, co w efekcie daje czas komorce do
przestawienia metabolizmu na S$ciezk¢ sporulacyjng. Zachowanie tej sekwencji
stopniowego przyrostu ufosforylowanego SpoOA gwarantuje pomyslng inicjacje i

zakonczenie sporulacji (Vishnoi et al., 2013).

Etapy |1 -1

Kiedy sygnal ze S$ciezki sygnalizacyjnej ostatecznie uruchomi wczesne geny Spo, W
komorce zaczynaja by¢ obserwowane znaczace zmiany (Ryc.2). Chromosom bakteryjny
po ostatniej rundzie replikacji, zazwyczaj zajmujacy centralng cze$¢ komorki, ustawiony
zostaje rownolegle w stosunku do dluzszej osi komorki (Bylund et al., 1993). Taka
rozciggnigta forma obu kopii chromosomu bakterii jest stabilizowana m.in. przez biatka
RecA i DivIVA zlokalizowane na przeciwleglych biegunach komoérki (Ben-Yehuda et al.,
20033, 2005) .

Nastepnie, maszyneria molekularna zazwyczaj zaangazowana w synteze¢ przegrody
podziatowej, zamiast w centralnej czesci, przesuwa ja w kierunku biegunéow komorki
(Ben-Yehuda & Losick, 2002). Homolog tubuliny, biatko FtsZ tworzy przypominajgce
pierScienie struktury, ktore rozpoczynaja charakterystyczny asymetryczny podziat
komorki. Choé¢ poczatkowo po obu stronach komorki mozna obserwowaé poczatki
przegrod, tylko na jednym z biegundw zaczyna si¢ wlasciwe rekrutowanie biatek
potrzebnych do przeprowadzenia tego etapu, m.in. SpollE, RefZ (Wollman et al., 2020).
Formowanie asymetrycznej przegrody od razu umozliwia oddzielenie ok. 1/3 chromosomu
do mniejszego przedziatu, ktory bedzie przetrwalnikiem (Ryc.2) (Lopez-Garrido et al.,
2018). Pozostate 2/3 zostaje aktywnie przetransportowane przez kompleks biatka SpollIE,
ktory w formie zlozonej pompy transmembranowej umieszczonej w centrum nowo
utworzonej przegrody podzialowej, bardzo wydajnie przepycha pozostalg czgs¢
chromosomu z komorki matczynej do sektora prespory (Ben-Yehuda et al., 2003b; Wu &
Errington, 1997). Pakowanie tak duzej ilosci materiatu (DNA) do tak matej przestrzeni
(prespora) w zaledwie kilkanascie minut generuje ciS$nienie osmotyczne, ktore jest
porownywalne z sita, ktora odksztalca $ciang komorkowa E. coli w trakcie podziatu

komoérkowego (Deng et al., 2011). Dlatego w czasie translokacji chromosomu obserwuje
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si¢ rOwniez wybrzuszanie si¢ bton otaczajacych presporg (przypominajace nadmuchiwanie
balona), co pozwala na uzyskanie optymalnego ksztattu przed kolejnym etapem sporulacji

(Lopez-Garrido et al., 2018).

Etap 111

Juz w trakcie translokacji chromosomu przez kanat SpolllE rozpoczyna si¢ kolejny etap
przemian. Oprocz biatek zaangazowanych w koordynacje i przemieszczanie DNA do
prespory, na btonie podziatowej lokalizuja si¢ tez inne biatka, ktére odgrywaja znaczaca
role w procesie ,,przechwycenia” prespory. Wchlonigcie (ang. engulfment) tworzacego si¢
przetrwalnika przez komorke matczyng obejmuje stopniowe otaczanie mniejszego
przedzialu przez blony komoérki matczynej, az do momentu catkowitego uwolnienia

przetrwalnika do cytoplazmy matczynej (Ryc.2).

Przegroda powstata po podziale asymetrycznym juz w trakcie pakowania chromosomu do
przedzialu prespory zaczyna si¢ odksztatca¢ i rozcigga¢ w kierunku wnetrza komorki
matczynej. Po przeniesieniu catego chromosomu i ustaleniu wstgpnego ksztattu dla
prespory, blony komorki matczynej rozpoczynaja stopniowe okalanie mniejszego
wewnetrznego przedzialu. Cho¢ czgsto proces ten porownywany jest do fagocytozy, nalezy
pami¢ta¢, ze w trakcie przemieszczania si¢ blon istnieje tam jeszcze warstwa
peptydoglikanu, ktora stanowi stosunkowo sztywng przeszkode w swobodnym poruszaniu
si¢. Proces rownoczesnej syntezy 1 degradacji peptydoglikanu jest kluczowy dla
pomyslnego przemieszczania si¢ bton komorki matczynej wokot prespory (Mohamed et
al., 2021; Ojkic et al., 2016). Zaangazowany jest w to kompleks transmembranowych
biatek SpollD, SpolIM, SpollP (DMP), ktore wykazuja wilasciwosci hydrolizujace
peptydoglikan (Khanna et al., 2019). Kompleks ten lokalizuje si¢ po obu stronach kanatu
SpollIE, od strony komorki matczynej, i podaza za przemieszczajacymi si¢ btonami
okalajagcymi prespore. Od strony wnetrza prespory przy kompleksie DMP lokalizujg si¢
biatka odpowiedzialne za syntez¢ peptydoglikanu de novo, m.in. biatko wigzace penicyling
(ang. Penicilin-Binding Protein, PBP) PbpG (Ojkic et al., 2016). Nowo zsyntezowany
peptydoglikan ukierunkowuje przemieszczanie si¢ bton, réwnocze$nie uruchamiajgc
kompleks DMP do degradacji dotychczasowych potaczen migdzy peptydoglikanem z
przegrody podziatowej 1 $ciany komdrkowej komdrki matczynej. Aby tworzacy sie uktad
bton przetrwalnika z warstwg peptydoglikanu nie rozpadt si¢, biatka syntezowane przez

komorke matczyng (biatko SpolllAH) i1 prespore (biatko SpollQ), lokalizujg si¢ po
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przeciwnych stronach bton. Takie kompleksy biatkowe, niczym zatrzaski, utrzymujg

formujacy si¢ przetrwalnik w ksztalcie sfery (Dworkin, 2014).

Kiedy migracja blon z przemodelowaniem peptydoglikanu zakonczy si¢ (po ok. 1 h),
membrany komorki matczynej ulegaja fuzji przy pomocy m.in. bialek FisB i SpolllE
(Doan et al.,, 2013; Tan & Ramamurthi, 2013), a dotychczasowa prespora zostaje
uwolniona do cytoplazmy. Oddzielenie nowego przetrwalnika dwoma btonami, z warstwa
peptydoglikanu pomigdzy, powoduje, ze dostepno$¢ sktadnikow odzywczych ze
srodowiska jest znacznie ograniczona. Dodatkowo pojawiaja si¢ znaczne roznice w profilu
metabolicznym migdzy przetrwalnikiem a komorka matczyna, m.in. w sporze brakuje
enzymow do metabolizmu i syntezy aminokwasow lub nukleotydow (Riley, Lopez-
Garrido, et al.,, 2021). Dlatego synteza biatek przetrwalnika potrzebnych na dalszych
etapach sporulacji zalezy w duzej mierze od metabolizmu komorki matczynej. W
przekazywaniu sktadnikéw, np. aminokwaséw, biorg udziat kompleksy biatek SpollIAH i
SpollQ. Te kanaty transmembranowe dziataja niczym swoiste ,,sondy do karmienia”, przez
ktore komorka matczyna dostarcza potrzebne metabolity do wngtrza przetrwalnika (Camp

& Losick, 2009).

Etapy IV — VI

Po uwolnieniu przetrwalnika do cytoplazmy komoérki matczynej, nastepuje seria procesow,
w wyniku ktorych ksztattuja si¢ poszczegoélne warstwy dojrzatego przetrwalnika: rdzen,
kora i ptaszcz (Ryc.2). Wigkszo$¢ biatek potrzebnych na tych etapach jest syntezowana w
komorce matczynej. Transkrypcja tych genow jest kontrolowana albo przez wczesniejszy
czynnik oF lub ostatni czynnik X . Jednoczeénie nastgpuje aktywacja czynnika sigma G
(6%), ktory jest niezbedny do uruchomienia transkrypcji gendéw wewnatrz tworzacego sie

przetrwalnika (Errington, 1993).

Juz pod koniec wchlaniania prespory do wnetrza komorki matczynej rozpoczyna sig
formowanie pierwszej warstwy plaszcza przysztego przetrwalnika. Po zewngtrznej stronie
btony okalajacej presporg lokalizujg si¢ biatka SpoVM i SpolVA (Kim et al., 2017; Plomp
et al.,, 2014). Na tym etapie dziala réwniez swoisty system kontroli morfogenezy
przetrwalnika. Jesli nastgpig nieprawidlowosci w syntezie lub umocowywaniu biatek
SpoIVA lub SpoVM, mate biatko CmpA przekierowuje takie nieprawidlowe biatka do

proteazy ClpXP, gdzie zostang zdegradowane, a formujacy si¢ przetrwalnik jednak ulegnie
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zniszczeniu (Decker & Ramamurthi, 2017). Pomyslne uwolnienie prespory do cytoplazmy
komorki matczynej, z uformowang juz podstawa ptaszcza, pozwala na synteze 1 sktadanie
kolejnych jego warstw. SpolVA rekrutuje biatka zaangazowane w rozbudowanie pierwszej
warstwy plaszcza, np. LipC czy YhaX (Henriques & Moran, 2007). Nastepna w kolejnosci
pojawia si¢ warstwa plaszcza wewnetrznego, kierowana przez biatko SafA (Fernandes et
al.,, 2018), na ktorej osadza si¢ m.in. enzym Cwl]. Ponad nig formuje si¢ plaszcz
zewngtrzny, formowany na warstwie biatka CotE, do ktorej rekrutowane sg m.in. kolejne
produkty genow cot (de Francesco et al., 2012). Warstwy plaszcza wewngtrznego i
zewngtrznego rozpoczynaja formowanie si¢ na przeciwlegtych biegunach prespory. Wraz
ze stopniowg automultimeryzacjg bialek plaszcza oraz przy asyscie biatek SpoVM i
SpoVID, nastgpuje okrycie catej powierzchni prespory kolejnymi warstwami biatkowymi
(ang. encasement). Ostatnig warstwa w ptaszczu B. subtilis jest biatkowa skorupa (ang.
crust), ktora formuje si¢ na warstwie biatek CotX, CotY i CotZ (Imamura et al., 2010),
réwniez rozpoczynajac ten proces z przeciwlegtych biegunow prespory. Niektore gatunki
Bacillus (np. B. anthracis) posiadaja jeszcze jedng warstwe glikoproteinowa okalajaca

plaszcz, nazywang egzosporium (Henriques & Moran, 2007).

W trakcie formowania plaszcza nastgpuje szereg przemian wewnatrz prespory. Pod
plaszczem ma miejsce intensywne formowanie kory przetrwalnika. Warstwa
peptydoglikanu znajdujaca si¢ pomiedzy btonami okalajacymi prespore stanowi swoisty
prekursor do dalszego odktadania peptydoglikanu kory. Substraty i enzymy
wykorzystywane w tym procesie sg produkowane w komorce matczynej 1 przenoszone, w
nieznany jeszcze sposob, do przestrzeni migdzyblonowe;j. Sa to m.in. produkty genow mur
wykorzystywane do syntezy Sciany komorki wegetatywnej lub biatka SpoVB, SpoVD i
SpoVE (Popham & Bernhards, 2015). Biatka zaangazowane w polimeryzacje¢ i sieciowanie
tancuchow bocznych prekursoréw peptydoglikanu syntezowane sg rOwniez w presporze.
Naleza do nich np. biatka wigzace penicyling klasy A lub biatka PdaA i CwlD (Fukushima
et al., 2002; Popham et al, 1996b). W miar¢ odkladania kolejnych warstw
zmodyfikowanego peptydoglikanu pomigdzy btony prespory, przestrzen ta znacznie si¢
rozszerza. Prawdopodobnie, w konsekwencji rozpoczyna si¢ rowniez odprowadzanie wody
z najbardziej wewngtrznego przedziatu prespory, nazwanego rdzeniem. W zamian, przez
kanaty zbudowane z biatek kodowanych przez geny operonu spoVA, do rdzenia zostaje

doprowadzony kwas dipikolinowy (ang, dipicolinic acid, DPA) zsyntetyzowany w
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komoérce matczynej. Zmiana §rodowiska wewnatrz prespory ma kolosalne znaczenie dla

stanu jej materiatu genetycznego, ktore opisz¢ w dalszej czesci rozdziatu.

Po dostatecznym odwodnieniu przedziatu z materiatem genetycznym, uformowaniu grubej
warstwy peptydoglikanu i opakowaniu catej tej struktury kilkoma ztozonymi warstwami
biatkowymi ptaszcza, przetrwalnik jest gotowy. Do srodowiska dostaje si¢ dzigki autolizie
komorki matczynej. Jednak dopiero po ok. 24 h od uwolnienia przetrwalnik osigga
maksymalny poziom odporno$ci na trudne warunki srodowiskowe (Sanchez-Salas et al.,

2011).
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Rycina 2. Alternatywny cykl zyciowy Bacillus subtilis. Po prawej stronie przedstawiono przemiany
morfologiczne, ktérym poddawana jest komérka po rozpoczeciu sporulacji. Po lewej stronie przedstawiono
najwazniejsze przemiany przetrwalnika w procesie kietkowania. W ramkach zaznaczono numery etapow
sporulacji (kolor czerwony) i kietkowania (zielony). Skala wielkosci poszczegdlnych elementéw na schematach
jest umowna.
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1.2.2 Budowa przetrwalnika

Polska nazwa ,przetrwalnik” skupia si¢ na wilasciwosciach tej formy komodrkowe;,
poniewaz faktycznie moze ona ,,przetrwac” rézne warunki srodowiskowe. Zangielszczony
termin ,,spora/endospora” (ang. spore, endospore) pochodzi bezposrednio od tacinskiego
stowa ,,Sporo” czyli nasiono, i tyczy si¢ nie tylko form bakteryjnych, ale tez np. grzybow.
Niemniej, termin angielski w sposob bardziej ogdlny pokazuje, czemu stuzg takie formy
komoérkowe, a mianowicie odbudowaniu (w przypadku bakterii) lub propagowaniu (w

przypadku grzyboéw) wyjsciowego organizmu. Zupeie jak w przypadku nasion roslin.

Przetrwalnik bakteryjny nie jest komorka sensu stricto, poniewaz do tej pory nie wykryto,
aby przeprowadzal aktywne procesy metaboliczne. Jednak, skoro zawiera material
genetyczny komorki matczynej oraz powstal on, aby ulec procesowi kietkowania w
odpowiedzi na polepszajace si¢ warunki Srodowiska, mozliwe jest, ze metabolizm
zachodzi na minimalnym poziomie, trudnym jeszcze do wykrycia (Ghosh et al., 2015). Z
tego wzgledu uznaje si¢ przetrwalniki bakteryjne za formy nieczynne metaboliczne,

znajdujace si¢ w fazie statego spoczynku.

Do warstw budujacych typowy przetrwalnik gatunku Bacillus subtilis naleza (od

najbardziej wewnetrznej):

e rdzen
e wewnetrzna btona przetrwalnika (ang. spore’s inner membrane, IM)
e kora

e plaszcz

Rdzen przetrwalnika

Ta cze$¢ zostala jako pierwsza wyznaczona na poczatku procesu sporulacji, przez
wydzielenie mniejszego przedzialu z komorki matczynej. Jednak od poczatku rdzen
przetrwalnika przechodzi znaczne przemiany, ktére maja kluczowe znaczenie dla ochrony

materiatu genetycznego zamknigtego w przetrwalniku.

Przede wszystkim, przestrzen rdzenia jest znacznie odwodniona. Szacuje si¢, ze mniej niz

polowe zawartosci stanowi woda, ktora jednak w duzej mierze jest w stanie quasi-zelu

21



(Friedline et al., 2014; Kaieda et al., 2013; Sunde et al., 2009). Prawdopodobnie utrudnia
to swobodne ruchy znajdujacych si¢ tam biatek (Cowan et al., 2003). Blisko % suche;j
masy rdzenia to chelat kwasu dipikolinowego 1 jonéw dwuwartosciowych, gtdbwnie wapnia
(Ca-DPA). Stezenie tego kompleksu w rdzeniu si¢gajagce nawet 1M stanowi blisko
dziesigciokrotne przekroczenie rozpuszczalnosci tego zwigzku (Huang S.S. et al., 2007). Z
tego wzgledu przypuszcza si¢, ze rdzen przetrwalnika jest w wigkszosci upakowany
skrystalizowang formg chelatu Ca-DPA, co z jednej strony unieruchamia reszte
komponentow rdzenia, a z drugiej przyczynia si¢ do odpornosci na wysokie temperatury
(Colas de la Noue et al., 2020; Setlow P., 2014). Poza Ca-DPA, w znacznej ilosci w
rdzeniu wystepuje kwas 3-fosfoglicerynowy (3-PGA) i nukleotydy adeninowe, ktore
stanowig rezerwuar energii potrzebnej w pdzniejszym procesie kietkowania (Singh R.P. et
al., 1977). Duzy stopien odwodnienia rdzenia przetrwalnika ma tez zwigzek ze znacznym
obnizeniem pH tej przestrzeni, co z kolei pozwala na przechowywanie 3-PGA w formie

nienaruszonej (Chander et al., 1998).

Chromosom bakteryjny przyjmuje bardziej skondensowang form¢ w przetrwalniku, niz
miato to miejsce w komorce wegetatywnej. Przyczyniaja si¢ do tego mate biatka typu a i j3,
rozpuszczalne w kwasach (ang. small, acid-soluble spore proteins, SASPs), syntezowane
na poznym etapie sporulacji w presporze (Cabrera-Hernandez et al., 1999). Poprzez
niespecyficzne wiazanie si¢ na catej dtugosci do DNA, biatka SASP utrudniaja dostgp do
chromosomu  praktycznie wszystkim potencjalnie  szkodliwym  czynnikom, od
promieniowania UV po biatka normalnie oddziatujace z DNA (np. podczas transkrypcji).
Wysycenie DNA przetrwalnika biatkkami SASP dodatkowo zmienia struktur¢ helisy na
bardziej przypominajaca helis¢ typu A (Ki et al., 2008). Takie skondensowanie
chromosomu otoczonego warstwg bialek przyczynia si¢ do odpornosci przetrwalnika na
promieniowanie UV lub gamma, wysokie temperatury, wysychanie czy genotoksyczne
zwigzki chemiczne (Setlow P., 2014).

Wewnetrzna blona przetrwalnika (IM)

Rdzen przetrwalnika jest otoczony wewngtrzng btong przetrwalnika. Jest to blona powstata
juz na poczatku sporulacji, przy asymetrycznym podziale komoérki. Stanowi ona ostatnig
barier¢ chronigcg material genetyczny przetrwalnika przed szkodliwymi czynnikami. Te¢
role spetnia dzigki niezwykle stabej przepuszczalnosci, nawet dla matych czasteczek (np.

metyloamina) czy wody (Loison et al., 2013). Z tego wzgledu przyczynia si¢ ona do
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zapewnienia przetrwalnikom odpornosci na szereg zwiazkow chemicznych (Setlow P.,

2014).

Ponadto, wewnetrzna btona przetrwalnika wykazuje tez inne cechy, wskazujace, ze jest to
istotny element przetrwalnika. Kompozycja lipidowa IM nie odbiega znaczaco od tej
obserwowanej w blonie komoérki wegetatywnej. Jednak obserwuje sie, ze w wigkszosci sa
to lipidy unieruchomione, w poréwnaniu do btony wegetatywnej (Cowan et al., 2004).
Taka immobilizacja btony jest prawdopodobnie zwigzana ze znacznym obkurczeniem si¢
wokot matego przedziatu rdzenia. Dodatkowo moze to utrudniaé swobodng dyfuzje
czastek przez takg btong. Wewnetrzna btona przetrwalnika to lokalizacja ponad 900 biatek,
z czego ponad 300 to biatka catkowicie w niej zanurzone (Zheng et al., 2016). Nalezg do
nich m.in. transportery jonow oraz wigkszych molekut (np. BceB — eksporter bacytracyny,
YfIS — transporter jablczanu), proteazy (np. zaangazowane w napraw¢ DNA lub usuwanie
biatek SASP), helikazy, biatka szoku cieplnego, enzymy z cykli biochemicznych (np.
spermidyny, koenzymu A). Co ciekawe, wtasnie w IM zlokalizowane sg biatka powigzane
z procesem kietkowania — receptory kietowania (GerA, GerB, GerK), kanat do transportu

DPA (biatka z operonu spoVA) czy biatko GerD.

Wewnetrzna btona przetrwalnika, w procesie kietkowania, ulega przeksztatceniu do
wlasciwej btony komorki wegetatywnej. Jednak, wymaga to zwigkszenia powierzchni
wyjs$ciowej btony, co najmniej o potowe. Pomagaja w tym, znajdujace si¢ po stronie
rdzenia, male pecherzyki, ktore w procesie kietkowania zostaja wchlonigte przez
rozprezajaca sie btone otaczajacg rdzen, dodajac brakujaca powierzchni¢ (Laue et al.,
2018).

Kora przetrwalnika

Ponad wewng¢trzng blong przetrwalnika rozcigga si¢ stosunkowo gruba, niejednorodna
warstwa peptydoglikanu. Mozna wyr6zni¢ w niej dwie zasadnicze czes$ci. Tuz nad IM
znajduje si¢ prekursorowa §ciana komodrkowa (ang. germ cell wall). Jest to ciasno
usieciowany peptydoglikan, strukturalnie przypominajacy $ciang komorki wegetatywne;.
Istotnie, po procesie kietkowania, warstwa ta zostaje przeksztalcona w §ciane komorkowa
nowej bakterii. Ponad prekursorowg $ciang komorkowa poziom usieciowania
peptydoglikanu stopniowo zmniejsza si¢. Lancuchy peptydoglikanu kory przetrwalnika

sktadaja si¢ naprzemiennie z N-acetyloglukozaminy (NAG) i kwasu N-
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acetylomuraminowego (NAM). Okoto polowa NAM nie posiada tancuchow bocznych i
jest przeksztalcona za pomoca odpowiednich enzyméw, do cyklicznego laktamu
muraminowego (MAL) (Popham et al., 1996a). Usieciowanie wiokien glikanowych
nastepuje poprzez oddzialywanie tancuchéw bocznych. Pojawienie si¢ MAL zmniejsza
usieciowanie w korze peptydoglikanu (Popham et al., 1996b). Obecno$¢ tej modyfikacji
kwasu muraminowego jest spotykana tylko w korze przetrwalnikdw. Ma to znaczenie dla
pozniejszych przemian w procesie kietkowania, gdzie dedykowane enzymy lityczne
degraduja tylko peptydoglikan kory, a nie prekursorowej $Sciany komorkowej (Moir &
Cooper, 2015). Gruba warstwa usieciowanego peptydoglikanu, cho¢ nie stanowi znaczacej
bariery mechanicznej dla szkodliwych czynnikow $rodowiskowych, wydaje si¢ miec
wplyw na zachowanie przez rdzen swoich wilasciwosci np. odwodnienie i utrzymanie

duzego stezenia DPA.

Plaszcz przetrwalnika

Kora przetrwalnika rozciaga si¢ od wewnetrznej do zewngetrznej blony przetrwalnika, ktore
pochodza od bton z podzialu asymetrycznego i etapu wchtaniania prespory do komorki
matczynej. Ponad blong zewngtrzng rozcigga si¢ wiclowarstwowy biatkowy ptaszcz
przetrwalnika. W jego utworzenie zaangazowane jest ponad 70 bialek, ktore tworza kilka
warstw zroznicowanych morfologicznie, ktére mozna obserwowa¢ w mikroskopie sit
atomowych (Plomp et al., 2014). Podstawowa warstwa biatek w plaszczu wewnetrznym
jest gesto usieciowana. Pokrywa ja kilkupoziomowa warstwa bialkowa z nanopunktami.
Ponad nig lokalizuje si¢ warstwa plaszcza zewngtrznego, przypominajaca ciasno
upakowane widkna. Dalej obserwuje si¢ dwie wysoce uporzadkowane warstwy. Nizsza
posiada mikrootwory o periodycznym uktadzie, co przypomina plastry miodu. Natomiast
wyzsza to uporzadkowane, gesto utozone fibryle. Najbardziej zewnegtrzng warstwa
plaszcza jest bialkowa amorficzna skorupa. Na calej jej powierzchni obserwuje si¢ pewne
wybrzuszenia, ktore bardziej uwidaczniaja si¢, kiedy rdzen przetrwalnika ma mniejsza
zawartos¢ wody, a zanikajg, kiedy poziom wody wzrasta. Sugeruje to, ze mimo
krystalicznego charakteru calej struktury, ptaszcz przetrwalnika jest w pewien sposob
elastyczny i odpowiada na zmiany (np. wilgotno$¢) zachodzace wewnatrz i na zewnatrz

przetrwalnika .

Ten wielopoziomowy uktad biatkowy umozliwia jednak swobodng dyfuzje czasteczek, co

moze przyczynia¢ si¢ do aktywnego monitorowania stanu $rodowiska (Knudsen et al.,
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2016). Struktura ptaszcza stanowi skuteczna barier¢ mechaniczng przed drapiezniczym
dziataniem pierwotniakéw czy egzogennymi enzymami w $§rodowisku, dzialajacymi na
wewnetrzne partie przetrwalnika. Dodatkowo, wiele biatek ptaszcza wykazuje dzialanie
enzymatyczne (np. peroksydaza, katalaza, dysmutaza), co stanowi pierwsza lini¢ obrony

przed szkodliwymi substancjami chemicznymi (Mckenney et al., 2013).

PLASZCZ BIALKOWY | SKORUPKA (1)
PEPTYDOGLIKANOWA KORA (2)

RDZEN (DNA, BIAtKA), Z DUZYM STEZENIEM
DPA | MALA ZAWARTOSCIA WODY (3)

WYSOCE SELEKTYWNA WEWNETRZNA
BtONA PRZETRWALNIKA

RECEPTORY KIEEKOWANIA (GR) — m.in. GerA

Budowa ptaszcza:

1. Warstwa amorficzna

2.  Warstwa uporzadkowanych
fibryli

3. Warstwa ,plastra miodu”

4. Warstwa widknista

5. Warstwa z nanopunktami

6. Struktura wielopoziomowa

7. Warstwa podstawowa

Rycina 3. Budowa przetrwalnika B.subtilis. (A) Schemat ufozenia warstw w przetrwalniku. Na wewnetrznej
btonie przetrwalnika zaznaczono lokalizacje receptorow kietkowania. Grubos$¢ poszczegdlnych warstw nie
odpowiada skali rzeczywistej. (B) Fragment zdjecia przetrwalnika (przekrdj poprzeczny) w mikroskopie
elektronowym. Numerami zaznaczono kolejne warstwy odpowiadajagce elementom ze schematu w (A).
Podziatka odpowiada 0,2 ym Na podstawie (Moir, 2003). (C) Schematyczna reprezentacja warstw budujacych
ptaszcz przetrwalnika. Na podstawie (Plomp et al., 2014).
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Odpornosc komorek wegetatywnych i przetrwalnikow B.subtilis [%]
Komaorki Przetrwalniki
wegetatywne
»~Mokre ciepto” 85°C <10+ 79
30min.
»Suche ciepto” 90°C 0,2 >90
15min
»Suche ciepto” 120°C <107 14
30min
Promieniowanie UV <106 10
(254nm)
Cykl ,zamrazanie/ 2 >90
suszenie/ponowne
uwodnienie
Cykl zamrazanie/ 0 >90
suszenie/ ponowne
uwodnienie x6
0,5M HCI 24°C 30min <106 65
4M H,0,24°C30min <10° 70

Tabela 1. Poréwnanie wiasciwosci komérek wegetatywnych i przetrwalnikéw B.subtilis. Wyniki przedstawiajg
procent przezywalnosci badanych populacji. Na podstawie (Setlow P, 2005).

1.3 Kietkowanie — transformacja ze stanu spoczynku do aktywnosci

metabolicznej

Przywolujac analogi¢ nasion roslin, kietkowanie przetrwalnika to odbudowanie nowej
komorki wegetatywnej z informacji i zasobéw zawartych w przetrwalniku — nasionie.
Jednak wcigz nie wiadomo, jakie doktadnie mechanizmy molekularne leza u podstaw tej

ztozonej transformacji.

Proces kietkowania obserwowany jest w kilku rozrdznialnych fazach, tzn.:

inicjacja procesu (Etap 0)

e przemiany w obrebie rdzenia przetrwalnika (Etap I)

przemiany degradacyjne w przetrwalniku (Etap I1)

odtworzenie komorki wegetatywnej i uruchomienie metabolizmu (Etap 111)
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Etap 0 — Inicjacja kietkowania

Kietkowanie obserwowane jest jako odpowiedz na polepszajace si¢ warunki srodowiska,
co glownie wigze si¢ ze zwigkszong dostgpnoscig sktadnikow odzywezych (Moir, 2006). Z
tego wzgledu, w $rodowisku naturalnym zazwyczaj inicjatorami kietkowania (inaczej
germinantami) sg sktadniki odzywcze, a w szczeg6lnosci aminokwasy i cukry. Obecno$é
bialek kodowanych przez operon gerA umozliwia zainicjowanie kietkowania przez
czgsteczki L-alaniny. Z kolei biatka kodowane prze operony gerB i gerK przyczyniajg si¢
do aktywacji kietkowania przy obecnos$ci mieszaniny asparaginy, glukozy, fruktozy i
jonow potasowych (AGFK, ang. Asparagine, Glucose, Fructose, K ions). Stad, biatka
kodowane przez wspomniane operony genow nazwano receptorami kietkowania (ang.
germination receptors, GR). Oprocz wspomnianych wyzej pokarmowych inicjatorow
kietkowania, potencjalnie aktywujacymi wymienione receptory sa rowniez np. analogi L-
alaniny lub L-walina. Jednak molekularne podstawy tego sposobu inicjacji kietkowania sg

nieznane.

Innym sposobem na rozpoczecie kietkowania moga by¢ sygnaty ptynace z samej populacji.
Innymi stowy, egzogenny DPA (Paidhungat et al., 2001) lub fragmenty peptydoglikanu
(Shah et al., 2008), ktore pojawiaja si¢ w Srodowisku jako efekt spontanicznego
kietkowania niektorych przetrwalnikéw, moga zainicjowac kielkowanie w sasiadujacych
przetrwalnikach. Podstawy molekularne tych sposobow inicjacji rowniez nie sg do konca
znane. Jednak w tym przypadku, nie obecnos¢ receptorow kietkowania a np.
funkcjonalnych enzymoéw hydrolizujacych peptydoglikan lub kinazy PrkC z wewngtrznej
blony przetrwalnika jest wazniejsza (Setlow P., 2008; Shah et al., 2008).

Kietkowanie przetrwalnikdéw moze by¢ rowniez zainicjowane przez czynniki nie zwigzane
z sygnatami pokarmowymi. W warunkach laboratoryjnych kietkowanie moze by¢
zainicjowane przez dodecyloamine (Setlow B. et al., 2003) lub lizozym. Ponadto, uzycie
np. bardzo wysokiego cisnienia (nawet do 800 MPa), ultradzwigkéw lub pola
elektromagnetycznego skutecznie uruchamia kietkowanie przetrwalnikow (Cho & Chung,
2020). Sposoby te sa najbardziej doceniane w przemystowych procesach dekontaminacji.
Jednak molekularne podstawy skutecznosci tych sposobdw inicjacji kietkowania réwniez

pozostaja nieznane.
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Cho¢ znamy zestaw sygnatow, ktore moga zapoczatkowac kietkowanie, de facto wciaz nie
wiadomo w jaki sposob przetrwalnik odbiera i przetwarza impuls ze srodowiska na sygnat
inicjujacy dalsze przemiany. Niemniej, raz rozpoczety proces kietkowania, nie jest
zatrzymywany 1 w przeciggu 2-3 h doprowadza do odtworzenia komodrki wegetatywnej z

przetrwalnika.

Etap | — przemiany w obrebie rdzenia przetrwalnika

Po zainicjowaniu kietkowania, w przetrwalniku obserwuje si¢ zmiany w jego najbardziej
wewnetrznym przedziale (Ryc.2). Z rdzenia zostaja uwalniane jony (m.in. H*, K*, Zn?*)
(Powell & Strange, 1953). Wptywa to na zwigkszanie si¢ pH potrzebnego do uaktywnienia
niektorych enzyméw (np. do metabolizmu 3-PGA). Sposéb uwalniania tych jonéw jest do
tej pory niepoznany. Nastepnie, najprawdopodobniej za posrednictwem kanatow
zbudowanych z biatek kodowanych w operonie SpoVA, nastgpuje odprowadzenie chelatu
Ca-DPA (Vepachedu & Setlow, 2007). W konsekwencji, w rdzeniu zwalnia si¢ miejsce na
doprowadzenie wody (w sposob dotad niepoznany). Uwodnienie tej przestrzeni jest
pierwszym krokiem na drodze do przywrdcenia aktywnosci metabolicznej kietkujacego
przetrwalnika. Oprocz Ca-DPA, z rdzenia uwalniane sg tez inne male czasteczki, np.
glutaminian, arginina, ale nie nukleotydy adeninowe i 3-PGA, co wskazuje, ze
przepuszczalno$¢ btony otaczajacej rdzen na tym etapie jest jednak selektywna (Setlow B.
et al., 2008).

Zwigkszenie uwodnienia rdzenia przetrwalnika wigze si¢ z utrata odpornosci na wysoka
temperature. Ta cecha kietkujacych przetrwalnikow bakteryjnych jest czesto
wykorzystywana w przemystowych procesach sterylizacji. Ponadto, uwalniany DPA moze
by¢ wykorzystywany jako indykator obecno$ci kietkujagcych przetrwalnikéw (Hindle &
Hall, 1999; Rattray et al., 2020)

Etap Il — przemiany degradacyjne w przetrwalniku

Stopniowe doprowadzenie wody do rdzenia powoduje powolne rozrastanie si¢ tej czgsci
przetrwalnika (Ryc.2). Obserwujac ten proces w mikroskopie $wietlnym, mozna
zauwazy¢, ze uspione przetrwalniki, ktore w centralnej czgsci s jasne (przetrwalniki w
tzw. fazie jasnej), w miare postgpowania kietkowania ciemniejg (przetrwalniki w tzw. fazie

ciemnej), a cze$¢ rdzeniowa zwigksza swoje rozmiary. Uwodnienie rdzenia wptywa na
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uaktywnienie enzymow hydrolizujacych peptydoglikan, znajdujacych si¢ w okolicach
wewnetrznej (m.in. SleB, YpeB) lub zewngtrznej blony przetrwalnika i dolnych partii
plaszcza (m.in. SleB, Cwll,). Degradowany peptydoglikan (tylko kory, nie prekursorowej
sciany komoérkowej) zwigksza przestrzen dla powiekszajgcego sie rdzenia, do ktérego dalej
napltywa woda. W tym czasie aktywowane s3g réwniez, niezidentyfikowane do tej pory,
enzymy degradujace biatka plaszcza. Prawdopodobnie od wewnatrz nast¢puje stopniowa
proteoliza kolejnych jego warstw, obserwowana jako lokalne degradowanie i perforacja

otoczki przetrwalnika (Plomp et al., 2007).

Etap 11l — odtworzenie nowej komorki wegetatywnej i uruchomienie metabolizmu (ang.

outgrowth)

Etap hydrolizy peptydoglikanu kory i proteolizy ptaszcza, prowadzi w konsekwencji do
catkowitego uwodnienia rdzenia przetrwalnika oraz lipidow btony wewnetrznej, ktore
teraz stopniowo powigkszaja si¢ do rozmiarow komorki wegetatywnej. Wigze si¢ to juz z
catkowitym zanikiem odpornosci na wszelkie szkodliwe czynniki $rodowiskowe. W
rdzeniu przetrwalnika dzialaja rowniez proteazy, ktore pomagaja w uwolnieniu DNA od
biatek SASP (Illades-Aguiar & Setlow, 1994; Traag et al., 2013). W ten sposob nastgpuje
stopniowe odblokowywanie transkrypcji genow potrzebnych w odbudowaniu komorki. Na
tym etapie nastgpuje rowniez naprawienie uszkodzen DNA nabytych w trakcie

metabolicznego uspienia przetrwalnika.

Wznowienie metabolizmu i synteza makromolekut de novo, na poczatku musi polega¢ na
energii 1 sktadnikach powstalych z katabolizmu dotychczasowych elementow
przetrwalnika, np. produkty proteolizy biatek SASP lub zapasy 3-PGA. Wystarcza to do
wznowienia biosyntezy niektorych aminokwasow, puryn lub pirymidyn (Keijser et al.,
2007; Sinai et al., 2015). Stopniowo zostaje aktywowana cala maszyneria transkrypcyjna i
translacyjna potrzebna komorce wegetatywnej. Juz od poczatku kietkowania obserwowane
sg dynamiczne zmiany transkrypcji gendw przetrwalnika. Jednak witasnie na koncowych
etapach procesu odtwarzania nowej komorki wegetatywnej, intensywnos¢ transkrypcji
genow, ktorych produkty zaangazowane sg m.in. w szereg cykli biochemicznych, jest
zdecydowanie najwigksza (Swarge et al., 2020). Wiagze si¢ to z aktywowaniem wielu
$ciezek biosyntezy makromolekut, prekursoréw energetycznych de novo czy maszynerii
biatkowej potrzebnej przy replikacji DNA, podziale komoérkowym i utrzymaniu ksztattu

komorki. Cho¢ wczesniej opisane aktywne przemiany przetrwalnika zajmujg nieco ponad
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godzing, odbudowanie i uruchomienie metabolizmu tworzacej si¢ jeszcze komorki

wegetatywnej trwa mniej wigcej drugie tyle czasu.

FJ

Rycina 4. Struktura przetrwalnika w stanie spoczynku (po lewej) i kietkujgcego (po prawej). Numerami
zaznaczono kolejne warstwy: (1) rdzen, (2) wewnetrzna btona przetrwalnika, (3) kora, (4) wielowarstwowy
ptaszcz. Podczas kietkowania rdzen ulega uwodnieniu, co obserwowane jest w mikroskopie elektronowym
jako stopniowe rozjasnianie sie centralnej czesci. Catkowita objetos¢ kietkujacego przetrwalnika réwniez sie
zwieksza. Podziatka reprezentuje 0,4um. Na podstawie (Moir, 2003).

Analizujac proces kietkowania przetrwalnikow Bacillus subtilis nalezy pamigtaé, Zze nie
moze by¢ on traktowany w oderwaniu od procesu morfogenezy przetrwalnika. Wiele
badan wskazuje, ze warunki w trakcie sporulacji maja bezposredni wptyw na ksztatltowanie
si¢ spory i jej dalsze losy w $rodowisku (Black et al., 2005; Bressuire-Isoard et al., 2018;
Eijlander et al., 2011; Warriner & Waites, 1999). Ponadto, obserwowane fenotypy
szczepow badanych pod katem procesow zaangazowanych w kietkowanie przetrwalnikow,
maja czgsto charakter stochastyczny. Jednym z powodow jest wcigz wzglednie mala
wiedza na temat podstaw molekularnych kietkowania, a co za tym idzie problem w
interpretacji wynikéw. Kolejng przyczyna moze by¢ presja selekcyjna w populacji
przetrwalnikdw na przetrwanie tych kopii, ktore majg wigksze szanse w Srodowisku.
Obserwowany kompromis pomiedzy rozmiarem a dostosowaniem populacji do warunkow
srodowiskowych jest coraz cze$ciej uznawany za swoistg strategi¢ przezycia Bacillus
subtilis w srodowisku (Bischofs, 2020; Mutlu et al., 2018, 2020), ktora nalezy mie¢ na

uwadze rowniez w warunkach laboratoryjnych.
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1.4 Receptory kietkowania

Porownujac stan wiedzy na temat sporulacji i kietkowania u Bacillus subtilis, ten drugi
proces wcigz pozostawia duzo wiecej pytan niz odpowiedzi. Jedng z takich kwestii sg

receptory kietkowania.

Jak wskazuje nazwa, receptory kietkowania sg strukturami biatkowymi, ktore — w
niepoznany dotad sposob — odbieraja sygnat niezbedny do rozpoczecia kietkowania
przetrwalnika. W chromosomie Bacillus subtilis, geny kodujace receptory kietkowania
zorganizowane s3 w operony, ktérych ekspresja w presporze jest pod kontrolg czynnika ¢
(Errington, 1993). Do tej pory zidentyfikowano 5 takich oprerondéw: gerA, gerB, gerK,
yndDEF, yfkQRT. Wszystkie sktadaja si¢ z 3 genéw, oznaczanych kolejnymi literami A, B,
C (w przypadku 3 pierwszych operonéw: gerAA, gerAB, gerAC; gerBA, gerBB, gerBC,;
gerKA, gerKC, gerKB). Obecno$¢ bialek kodowanych przez operon gerA zostala
powigzana z zainicjowaniem kielkowania przez L-alaning. Natomiast biatka kodowane
przez operony gerB i gerK umozliwiaja rozpoczgcie kietkowania w obecno$ci tzw.
mieszaniny AGFK. W przypadku 2 ostatnich wymienionych tu receptorow, nie
zaobserwowano, aby miaty podobny wplyw na kietkowanie jak receptory GerA czy GerB i
GerK (Paidhungat & Setlow, 2000). Analiza sekwencji pokazuje, ze operony kodujgce
receptory kietkowania B. subtilis sa homologiczne. W innych gatunkach rodzaju Bacillus
rowniez spotykane sg geny kodujace receptory kietkowania, cho¢ ich organizacja moze si¢
rézni¢, np. u B. licheniformis znajduje si¢ receptor Ynd kodowany przez operon

pentacistronowy (Aspholm et al., 2019).

Analiza proteomiczna wewnetrznej blony przetrwalnika oraz wczesniejsze analizy ze
specyficznymi przeciwcialami wzgledem niektorych biatek pokazaty, ze receptory
kietkowania znajduja si¢ gteboko we wnetrzu przetrwalnika, na granicy otaczajacej jego
rdzen (Griffiths et al., 2011; Hudson et al., 2001; Korza & Setlow, 2013; Paidhungat &
Setlow, 2001; Zheng et al., 2016). Nie dziwi wigc fakt, ze receptory kietkowania to w
duzej mierze biatka blonowe. Zgodnie z analiza sekwencji aminokwasowej, biatko A
posiada kilka helis transmembranowych i dwie domeny koncowe najprawdopodobniej
znajdujace si¢ poza blong (od strony kory lub rdzenia przetrwalnika). Dysponujemy
strukturg fragmentu N-koncowej domeny biatka GerKA, ktora wykazuje pewne

podobienstwo do domeny wigzgacej ligand w bakteryjnych transporterach ABC (Li Y. et
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al., 2019). Sekwencja biatka B sugeruje, ze jest catkowicie zanurzone w btonie i sktada si¢
z nawet kilkunastu helis transmembranowych. Dotychczas nie opracowano zadnej metody
pozwalajacej na wykrywanie tego bialka, co moze potwierdza¢ jego lokalizacj¢ blonowa.
Natomiast biatko C to przytwierdzona do btony lipoproteina. Struktura czesci
pozabtonowej biatka GerBC pokazata, ze przyjmuje ono nieopisang do tej pory strukture

trzeciorzedowa (Li Y et al., 2010).

Cho¢ nomenklaturowo mowi si¢ o receptorach kietkowania, brakuje jednoznacznych
danych potwierdzajacych, ze biatka kodowane przez dany operon (nazywane tez
podjednostkami receptorow) wchodza w bezposrednig interakcje tworzac jeden nadrzedny
receptor. Jednak analizy funkcjonalne pokazuja, ze wszystkie trzy biatka z danego operonu
sa konieczne do udanego rozpoczecia kietkowania za posrednictwem konkretnego
receptora (Moir & Smith, 1990; Setlow P., 2003). Co wigcej, czeS¢ biatka C
przytwierdzajaca je do blony, jest rowniez istotna dla powodzenia inicjacji kietkowania
droga pokarmowa (lgarashi & Setlow, 2005). Ponadto, obserwuje si¢ swoista wspotprace
pomiedzy receptorami A, B i K, kiedy obecne sa mieszaniny réznych skladnikow
pokarmowych (Atluri et al., 2006; Yi et al., 2011). To wskazuje, ze biatka kodowane przez
operony ger moga ze soba wspdlpracowaé, jako odrgbne biatka w ramach operonu

(Igarashi & Setlow, 2005), jednoczes$nie nie tworzac wielkoczasteczkowego kompleksu.

Receptory kietkowania to nieliczne biatka w proteomie przetrwalnika. Szacuje sig, ze
kazdego z 3 biatek receptorow GerA, GerB 1 GerK moze by¢ po ok. 1000 czasteczek na
przetrwalnik (Stewart & Setlow, 2013). Niemniej, ze wzgledu na duze problemy w
wykrywaniu wszystkich biatek receptorow, nie mozna nadal okresli¢ stechiometrii takich
komplekséw biatkowych. Brak danych strukturalnych i problemy w znalezieniu
homologicznych struktur wsrdd biatek juz poznanych strukturalnie, utrudnia opracowanie
mechanizmu dziatania receptorow w kontek$cie inicjacji kielkowania przetrwalnikow.
Proby zlokalizowania receptorow kietkowania z uzyciem analiz mikroskopowych
pokazuja, ze receptory GerA, GerB 1 GerK, z duzym prawdopodobienstwem, moga
miesci¢ si¢ w jednym miejscu na blonie przetrwalnika (Griffiths et al., 2011). W skupisku
tym identyfikowane sg rowniez inne biatka, np. GerD, ktére maja znaczenie dla stabilnego
utworzenia takiej struktury nazwanej germinosomem (Pelczar et al., 2007). Wydaje si¢ by¢
to trafne wytlumaczenie wspoétdziatania ograniczonych liczebnie receptoréw kietkowania.

Cho¢ brak jest danych na temat wszystkich biatek wchodzacych w sktad germinosomu,
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najnowsze dane pokazuja, ze moze by¢ to struktura dynamiczna i tymczasowa, ktora
zostaje utworzona tylko w celu odebrania sygnatu w postaci naptywajacych germinantow

(Breedijk et al., 2020).

Wszystkie opublikowane dane na temat receptorow kietkowania pochodza z badan nad
receptorami GerA, GerB i GerK. Wynika to przede wszystkim z faktu, ze historycznie
zostaly one uznane za kluczowe struktury biatkowe w inicjacji kietkowania przez sktadniki
pokarmowe. Najnowsze analizy genetyczne wskazuja, ze receptory kietkowania moga
jednak nie by¢ jedynymi elementami zaangazowanymi w t¢ $ciezke rozpoczegcia
kietkowania (Sayer et al., 2019). Niemniej, poczatkowe badania nad receptorami
kietkowania pokazaty, ze GerA to receptor nadrzedny w stosunku do receptorow GerB i
GerK, poniewaz transkrypcja jego gendw odbywa si¢ na nieco wyzszym poziomie.
Ponadto tatwiej jest obserwowac jego dzialanie, czyli odpowiedz na pojedyncze
aminokwasy (np. L-alaning czy L-waling), a nie na mieszaning germinantow. Co wigcej,
obserwuje si¢, ze w obecnosci D-alaniny kietkowanie nie zachodzi (Yasuda & Tochikubo,
1985). To z kolei przypisuje si¢ stereospecyficznosci receptora GerA. Cho¢ brak danych
strukturalnych i mechanistycznych na temat receptoréw (np. Czy zachodzi tylko wigzanie
czy moze transport germinantow?) nie pozwala jednoznacznie oceni¢ tego argumentu,
receptor GerA uznawany jest za receptor kietkowania przetrwalnikow B. subtilis

najczesciej poddawany badaniom.

Niniejsza praca skupi si¢ na zglebieniu kilku aspektow dotyczacych receptora GerA w
przetrwalnikach Bacillus subtilis. Nomenklatura uzywana w literaturze przedmiotu
mianem receptora GerA okresla kompleks wszystkich 3 biatek kodowanych przez operon
gerA, natomiast podjednostkami receptora GerA — poszczegodlne biatka kodowane przez
geny operonu gerA: GerAA, GerAB, GerAC. Poniewaz pojecie podjednostka, jako
integralna cz¢$¢ receptora, moze wprowadza¢ w blad, na potrzeby tej pracy poszczegodlne

biatka kodowane przez operon gerA beda nazywane kolejno, biatkiem A, B i C.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wybranych aspektow funkcjonowania receptora

kietkowania GerA w przetrwalnikach Bacillus subtilis. W szczegolnosci dotyczyto to:

a) sprawdzenia, czy mozliwa jest wizualizacja W jednym szczepie wszystkich biatek
kodowanych w operonie gerA

b) zbadania, jaki wptyw na dziatanie receptora GerA ma pozycja P324 w biatku A

C) zbadania poziomu ekspresji gendow operonu gerA w szczepach z réoznym tlem
genetycznym 1 réznymi konfiguracjami w ulozeniu gendw operonu oraz
powigzaniem tego z efektami fenotypowymi obserwowanymi w procesie

kietkowania.
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3. Wyniki
3.1 Badania nad receptorem GerA w kontekscie literatury

przedmiotu.

Geny kodujace receptor GerA =zostaly zidentyfikowane ponad dekade wcze$niej niz
dokonano pierwszego kompletnego zsekwencjonowania genomu B. subtilis. Poczatkowo
myslano, ze w locus gerA znajduje si¢ tylko jeden gen (Feavers et al., 1985). Szybko
zweryfikowano ten poglad, identyfikujac 3 otwarte ramki odczytu, wchodzace w sktad
potencjalnego operonu gerA (Zuberi et al., 1985, 1987). Dalsze badania genetyczne
pozwolity na scharakteryzowanie rejonu promotorowego operonu, rozpoznawanego przez
czynnik o® oraz przypisanie transkrypcji tych gendéw (i potencjalnie tez translacji) do

obszaru prespory (Feavers et al., 1990).

W locus gerA znajduja si¢ trzy geny, utozone w kolejnosci gerAA, gerAB, gerAC, gdzie
geny pierwszy z drugim zachodza na siebie 32 nukleotydami, a gen drugi z trzecim 4
nukleotydami. Zaréwno powyzej jak i ponizej operonu gerA znajduja si¢ geny bedace w
przeciwnej orientacji do locus gerA (Ryc.5). Mimo dostgpnosci doktadnie anotowane;j
sekwencji genetycznej chromosomu B. subtilis, dalsze badania nad genami operonu gerA
nie byly prowadzone. W niektorych bazach danych pojawia si¢ wzmianka o potencjalnym
terminatorze Rho-niezaleznym na koncu operonu, jednak brak jest danych literaturowych,
ktore powigzatyby te informacje z operonem gerA. Poza tym, wcigz nie wyjasniony zostaje

fakt czy taka organizacja gend6w w operonie wptywa na proces ich transkrypcji.

I A [ c >
pgerA >
Vv | B >

<:E| <:@ 32nt 4nt

Gen: 1449 pz 1098 pz 1122 pz
Biatko: 482 aa 365 aa 373 aa
Masa: 53,8 kDa 41,3 kDa 42,2 kDa

Rycina 5. Schematyczne przedstawienie organizacji operonu gerA. Liniami przerywanymi zaznaczone sg
fragmenty sekwencji naktadajgce sie pomiedzy genami. Ponizej schematu wymienione sg rozmiary ganow i
biatek odpowiadajgcych elementéw operonu. Pozostate elementy na schemacie: pgera — promotor operonu
gerA, yvzF — gen kodujgcy konserwowane biatko o nieznanej funkcji, citG (fumC) — gen kodujacy hydrataze
fumarowa, liaR — regulator odpowiedzi dwusktadnikowej, element operonu liaGFSR. Schematyczna
reprezentacja genéw nie odzwierciedla ich rzeczywistej wielkosci.
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Naturalng kontynuacja badan nad operonem gerA byla analiza receptora jako biatka lub
raczej kompleksu biatek. Poniewaz lokalizacja receptoréw kietkowania byta poczatkowo
nieznana, pierwsze wzmianki o wykrywaniu ,biatek GerA” dotyczyly opracowania
specyficznych przeciwcial (Yasuda et al., 1996). Z perspektywy czasu mozna zauwazyc¢,
ze byly to przeciwciala wysoce niespecyficzne, poniewaz wykrywaty wszystkie 3 biatka w
roznych frakcjach. Dalo to bledny obraz wystepowania receptorow GerA, od ptaszcza po
rejon bliski rdzeniowi przetrwalnika. Badania opublikowane juz od poczatku XXI wicku
pokazuja, ze badacze probowali opracowaé inne przeciwciala wykrywajace biatka
receptora GerA (Hudson et al., 2001; Ramirez-Peralta et al., 2012). Co ciekawe, wyniki te
pokazuja, ze przeciwciala anty-GerAB okazywaly si¢ by¢ nieskuteczne, przez co
wykrywane mogly by¢ tylko biatka GerAA i GerAC. Jest to przestanka za transbtonowym
charakterem biatka B w calej jego strukturze. Kolejnym etapem badan wykrywajacych
biatka receptorow kietkowania bylo wykorzystanie zjawiska fluorescencji. Zastosowanie
biatek o takich wtasciwos$ciach jako znacznikdéw do kolejnych komponentow receptora
kietkowania jest z pewnos$cia podejsciem atrakcyjnym, z punktu widzenia obserwatora.
Badania opublikowane do tej pory pokazujg, ze jest mozliwe wyznakowanie
fluorescencyjne jednego biatka sposrdd wszystkich trzech w operonie (Breedijk et al.,
2020; Griffiths et al.,, 2011). Uzycie tak zmodyfikowanych receptoréw pozwala na

obserwacj¢ procesu kietkowania.

Analizujgc opublikowane dane na temat biatek receptoréw kietkowania (nie tylko GerA),
wskaza¢ mozna pewne niedostatki w zastosowanej metodologii badawczej. Po pierwsze,
brak specyficznego przeciwciata anty-biatko B zupetnie uniemozliwia umiejscowienie tego
biatka w badaniach. Badacze przyjmuja podejscie, ze skoro w doswiadczeniu wykrywane
jest biatko A 1 C, biatko B na pewno tam jest. Jesli warunek, ze wszystkie 3 biatka z
operonu ger sa niezbedne do inicjacji kietkowania, jest prawdziwy, to jest to podejscie
zasadne. Jednak do tej pory nie ma badan pokazujacych obecno$¢ wszystkich trzech biatek
w jednym doswiadczeniu. Po drugie, uzycie znacznikow fluorescencyjnych dla
pojedynczych biatek z poszczegdlnych receptoréw kietkowania, cho¢ jest podejsciem
przetlomowym, wcigz nie pozwala na zlokalizowanie wszystkich trzech komponentow
jednego receptora. Oczywiscie, opublikowane badania ze znakowanymi fluorescencyjnie
biatkami Ger daly mocny argument za dzialaniem receptorow kietkowania w postaci
germinosoméw. Jednak nie mogg one by¢ traktowane jako ostateczny dowodd na to, ze

wszystkie 3 biatka danego receptora na pewno lokalizuja si¢ w tym samym miejscu na
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btonie wewng¢trznej przetrwalnika. Po trzecie, dane na temat procesu translacji tych biatek
wcigz nie sg znane. Z pewnos$cig, brak skutecznych przeciwcial uniemozliwia
odpowiedzenie na pytanie, ile biatek powstaje z poczatkowego transkryptu mRNA. Mimo
to, pojawity si¢ wstepne szacunki, ze sg to jednak bialka nieliczne w proteomie
przetrwalnika (Stewart & Setlow, 2013). Moze by¢ to jedynie argument przemawiajacy za
tym, ze w przypadku tych biatek pewne tradycyjne metody wykrywania moga okazac si¢
za malo czule. Zainteresowanie znacznikami fluorescencyjnymi jest z tego powodu
uzasadnione. Nalezy jednak pamiegtaé, ze przetrwalniki wykazuja duzy stopien
autofluorescencji, co dodatkowo utrudnia prowadzenie badan z zastosowaniem omawianej

metodologii.

Wspotczesne badania dotyczace bialek zazwyczaj zawierajg etap ich oczyszczania oraz
proby krystalizacji, aby w ten sposob pozyskacé jak najwiecej danych biochemicznych i
strukturalnych potrzebnych m.in. do opracowania dobrych modeli in silico. W przypadku
receptorow kietkowania przeniesienie badan do wymiaru in vitro wcigz jest bardzo
utrudnione. Jednym z powodoéw jest z pewnoscig transbtonowy charakter wszystkich
biatek Ger. Niemniej, do tej pory zostaly skrystalizowane dwa sposrod wszystkich
komponentow receptorow kietkowania. Struktura biatka GerBC (reszty aminokwasowe od
25 do 374) zostala pozbawiona fragmentu transblonowego, ktory byl czynnikiem
limitujacym przy wydajnej nadprodukeji (Li Y. et al., 2010). Drugim krysztatem biatka
Ger jest fragment biatka GerKA, a doktadniej N-koncowa domena pozabtonowa (reszty
aminokwasowe od 26 do 374) (Li Y. et al., 2019). Analizujac opublikowane dane na temat
tego krysztatlu, stwierdzi¢ mozna, ze nadprodukcja czgsci pozabtonowej, cho¢ zazwyczaj
mozliwa, nie zawsze odbywala si¢ na dostatecznie wysokim poziomie. Dlatego badacze
byli zmuszeni do wyprobowania réznych skroconych wariantow tego biatka przy procesie
nadprodukcji 1 oczyszczania. Jest to informacja o tyle istotna, poniewaz wskazuje, ze
ekspresja genow receptorow kietkowania oraz pozniejsza translacja poza natywnym

srodowiskiem moga napotyka¢ znaczne problemy.

Czgsto, przy braku danych biochemicznych, naukowcy kieruja si¢ ku symulacjom in silico,
aby zyska¢ punkt wyjscia do dalszych badan. Dzigki poszukiwaniu homologii ze znanymi
juz strukturami bialkowymi, mozna uzyska¢ cenne wskazowki na temat biatka, ktore jest
obiektem badan. W przypadku receptoréw kietkowania to podejscie réwniez napotyka
szereg problemow. Najwigkszy z nich to brak bliskiego podobienstwa do jakiegokolwiek

ze znanych skrystalizowanych biatek bakteryjnych. Powodem tych probleméw moze by¢
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charakter blonowy tych biatek. Ze wzgledu na to, ze biatka Ger wykazuja silng homologie
migdzy soba, doniesienia o skrystalizowanych fragmentach niektorych z nich sg bardzo
cenne. Stosunkowo duze rozmiary bialek Ger rowniez stwarzajg pewne ograniczenia w ich

modelowaniu de novo, np. w postaci wiclomerow.

Receptory kietkowania Ger to biatka transbtonowe, gleboko ukryte przed srodowiskiem
zewngtrznym wewnatrz przetrwalnika. Brak podobienstwa do znanych molekut, zar6wno
pod wzgledem budowy jak i funkcji, zdecydowanie utrudnia wdrozenie wielu

standardowych procedur badawczych.

3.2 Proba wizualizacji receptora GerA

Analiza literatury pozwala na stwierdzenie, ze immunologiczna detekcja biatek receptora
GerA, oparta o wykrywanie fragmentéw szukanych biatek nie zawsze si¢ sprawdza.
Dlatego tez w niniejszej pracy zostala podjeta proba wykrycia tych biatek poprzez
immunologiczng detekcje odpowiednich znacznikow przylaczonych do poszczegdlnych
biatek sktadowych receptora. Ze wzgledu na stosunkowo nieduze rozmiary, jako znaczniki

wybrane zostaty sekwencje:

e FLAG (m = 1,01kDa; 8aa) do biatka A
e HA (m=1,1kDa; 9aa) do biatka B
e Cc-Myc (m = 1,203kDa; 10aa) do biatka C

Aby zminimalizowa¢ potencjalne problemy wynikajace z zaburzenia uktadu operonu,
postanowiono, ze wybrane znaczniki zostang dotgczone do biatek bez dodatkowych
facznikow. Dlatego w procesie projektowania poszczegélnych fragmentow sekwencji do
syntezy w o$rodku zewngtrznym, do koncow 3’ gendw kodujacych dane biatka, dotaczono
sekwencje kodujace poszczegdlne znaczniki biatkowe. W ten sposob oryginalny uktad
gendOw operonu zostal zmieniony, tzn. zanikngly wyjSciowe naktadania si¢ genow,

jednakze cato$¢ pozostata w oryginalnym locus operonu gerA (Ryc.6).

38



E—
A FLAG B HA C cMyc
Gen (pz) 1449 24 1098 26 1122 30
Biatko (aa) 482 8 365 9 373 10
Masa (kDa) 53,8 1,01 41,3 1,1 42,2 1,2

Rycina 6. Schematyczna reprezentacja ukladu gendw operonu gerA w szczepie BZBMO1l. W tabeli
zamieszczone sg liczba par zasad, reszt aminokwasowych i masa poszczegdlnych elementéw tego
konstruktu.

3.2.1 Konstrukcja szczepu BZBMO01

Prace rozpoczeto od skonstruowania wektora, ktory wprowadzitby zmieniong sekwencje
operonu gerA w oryginalnym locus na chromosomie B. subtilis, w szczepie BAG13, w
ktorym operon gerA zostal usunigty przez wkolonowanie w oryginalnym locus genu

opornosci na neomycyneg.

Na poczatku do plazmidu pBEST501(ltaya et al., 1989) zostata wklonowana sekwencja
znajdujaca si¢ powyzej operonu gerA (Ryc.7A). Obejmuje ona m.in. gen yvzF oraz gen
citG. Powstaty plazmid pPEZBMO1 posiadat gen opornosci na neomycyne. Szczep BAG13,
do ktorego docelowo miata nastgpi¢ transformacja catego konstruktu posiadat rowniez gen
oporno$ci na neomycyne. Aby unikna¢ konfliktu selekcji gen opornosci na neomycyne z
wektora pEZBMO1 zostal wymieniony na gen opornosci na chloramfenikol. Do
powstatego w ten sposob wektora pEZBMO02 zostala wklonowana kompletna sekwencja
operonu gerA wraz z rejonem promotorowym, pozyskana z chromosomu szczepu B.
subtilis 168 (Ryc.7B). W ten sposob na plazmidzie pEZBMO3 znalazta si¢ kompletna
sekwencja operonu gerA, jego rejon promotorowy oraz geny poprzedzajace go w
oryginalnym locus chromosomu. W kolejnym kroku, wykorzystano zsyntezowang
sekwencj¢ obejmujaca koncowy fragment genu gerAC, sekwencje kodujaca znacznik
(cMyc) oraz fragment sekwencji genu znajdujacego si¢ w sasiedztwie oryginalnego locus
(liaR). Dzigki kompatybilnym miejscom restrykcyjnym, sekwencja ta zostata
przeklonowana do plazmidu pEZBMO03. W ten sposob powstal plazmid pEZBMO04, ktory
zawierat caly operon gerA i jeden znacznik (cMyc) oraz geny flankujace operon po obu

stronach oryginalnego locus (Ryc.7C). Ostatnim etapem tego procesu byto wklonowanie

do utworzonego wczesniej plazmidu, zsyntezowanej sekwencji zawierajacej koncowy
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fragment genu gerAA i odpowiadajacego mu znacznika (FLAG) oraz gen gerAB z
odpowiednim znacznikiem (HA). Powstaly w ten sposob plazmid pEZBMOS zawiera
kompletng sekwencje operonu gerA z sekwencjami trzech znacznikdéw oraz sekwencje

gendw flankujgcych oryginalne locus (Ryc.7D).

A
pEZBMO1
|:< citG < yvzF ]
Hindlll Sphl
B
pEZBMO3
|:|< citG < yvzF gerA >—|
BamHI Kpnl
C
pEZBMO04
|:< citG < yvzF gerA >‘Ey><ﬁ@£:l
Bglil Kpnl
D
pEZBMO5
|:|< citG |<ysz ,q B CW@:
Bpu10l Bglll

Rycina 7. Schematyczne przedstawienie kolejnych etapdéw (A-D) klonowania w procedurze utworzenia
plazmidu pEZBMO05. Kierunek strzatek okre$la orientacje gendw. Pionowymi liniami zaznaczone sg
wprowadzane miejsca restrykcyjne. Wielkos¢ poszczegdlnych sekwencji jest umowna i nie odpowiada skali
rzeczywistych rozmiaréw sekwencji uzytych w klonowaniu.

Dzigki obecno$ci gendw otaczajacych operon gerA na plazmidzie pEZBMO05 mozliwe byto
przeprowadzenie transformacji szczepu B. subtilis BAG13. Zaprojektowana sekwencja
zmienionego operonu gerA mogta by¢ wprowadzona w oryginalne locus na drodze
rekombinacji homologicznej. Poprawno$¢ transformacji byla sprawdzona za pomoca
reakcji PCR, ktora wykrywata obecno$¢ sekwencji kazdego ze znacznikdw. Na poziomie

genetycznym, znaczniki znajdowaly si¢ w chromosomie szczepu BZBMO1.
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3.2.2 Produkcja przetrwalnikow 1 kietkowanie szczepu BZBMO1

W celu zweryfikowania czy utworzona modyfikacja szczepu 168 nie wplywa na
wlasciwosci  wytwarzanych  przetrwalnikow, konieczne bylo sprawdzenie ich
funkcjonalnosci. Zaréwno w hodowli wegetatywnej, jak i1 sporulacyjnej szczep BZBMO1
nie wykazywal zadnych r6éznic we wzro$cie w poréwnaniu ze szczepem typu dzikiego. Po
standardowo stosowanym czasie hodowli w pozywce sporulacyjnej pojawialy sie¢
przetrwalniki, ktére morfologicznie nie odbiegaty od przetrwalnikow wytwarzanych przez
bakterie szczepu dzikiego. W trakcie procedury oczyszczania réwniez nie napotkano

probleméw sugerujacych zmienione wtasciwos$ci analizowanych przetrwalnikoéw

Nastepnie, jako metode pierwszego wyboru do sprawdzenia zdolnosci kietkowania,
zastosowano pomiar spadku gestosci optycznej zawiesiny przetrwalnikéw. Jako germinant
wykorzystano L-alaning w stgzeniu 10mM, ktory pozwala na sprawdzenie funkcjonalno$ci
receptora GerA. Przetrwalniki szczepu BZBMO01 w standardowej procedurze pomiaru
spadku ODeoo nie wykazujg kietkowania w odpowiedzi na uzyty germinant (Ryc.8).
Wynik ten moze zatem sugerowaé, ze zaproponowana modyfikacja operonu gerA

zaburzyta funkcjonowanie receptora.

120 -
e 168

100+ . °* BZBMO1
g‘ 80 .
S 60- 10mM L-alanina
a Szczep wartosc¢ spadku
O 401 OD4gyo,, T300[%]

20 BZBMO1 93,3

0 168 56,3

0 100 200 300

czas [min]

Rycina 8. Spadek gestosci optycznej zawiesiny przetrwalnikéw szczepu BZBM01 w 10mM L-alaninie. Jako
kontrola uzyte zostaly przetrwalniki szczepu 168. W tabeli znajdujg sie doktadne wartosci spadku ODesoo W
punkcie T300.
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3.3 Mutageneza pozycji 324 biatka A receptora GerA

3.3.1 Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej bialek A receptora

GerA

Réwnolegle do badan genetycznych prowadzona zostata analiza sekwencji DNA genu
gerAA oraz sekwencji aminokwasowej biatka A receptora GerA. Poczatkowe dane
literaturowe mowity o konserwowaniu genow receptoréw kietkowania, jednak bez
podawania szczegotow takich poréwnan (Beskrovnaya et al., 2021; Ross & Abel-Santos,
2010). Podobnie bylo z opisanymi wcze$niej mutacjami w konserwowanym motywie

PFPP (Mongkolthanaruk et al., 2011).

Poréwnujac ze sobg sekwencje aminokwasowe biatek A receptoréow GerA, GerB 1 GerK
obecnych u Bacillus subtilis mozna zauwazy¢ duzy stopien podobienstwa wszystkich
trzech. Dodatkowo, reszta w pozycji 324 jest konserwowana w kazdym z nich. Mozna

nawet stwierdziC, ze reszta ta znajduje si¢ w konserwowanym motywie VPFP (323-326).
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Rycina 9. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych GerAA, GerBA, GerKA Bacillus subtilis. Kolorem
czerwonym zaznaczono konserwowany rejon VPFP .

Poréwnujac sekwencje aminokwasowe biatek A u réznych przedstawicieli bakterii
przetrwalnikujacych mozna zauwazy¢, ze wykazuja one wigksze podobienstwo wsrod
bakterii rodzaju Bacillus (Ryc.S1, Zataczniki). Co wazne, reszta z pozycji 324, razem z
calym motywem VPFP, jest konserwowana u praktycznie wszystkich uzytych w

zestawieniu przedstawicieli, poza Clostridium botulinum.

Poniewaz kompletna struktura biatka A wciaz nie jest dostepna, na potrzeby niniejszych
badan sekwencja aminokwasowa tego bialka zostatla przeanalizowana przy pomocy
serwisoOw PredictProtein (Bernhofer et al., 2021) i ConSurf (Armon et al. 2001; Ashkenazy
et al. 2010, 2016; Celniker et al. 2013; Glaser et al., 2003). Oba serwisy tacza metody
uczenia maszynowego oraz analiz¢ danych z dostepnych baz danych (np. PDB, Pfam) pod
katem m.in. ewolucyjnego pokrewienstwa z analizowang sekwencja. Wyniki te
potwierdzaja konserwowanie reszty 324 i sasiadujacych z nig pozycji, co wskazywane jest
jako istotne dla funkcji biatka. Ponadto, przewidywania co do struktury drugorzedowe;j
tego biatka sugeruja, ze reszta 324 moze znajdowac si¢ w czesci biatka eksponowanej poza
btone, ale bedacej w bliskiej odlegtosci od niej. Wyniki z serwisu SNAP2 (Bromberg &
Rost, 2007), przewidujacego jaki efekt funkcjonalny moze mie¢ podstawienie danej reszty

w biatku pokazuja, ze podstawienie reszty 324 w biatku A jest zdecydowanie w grupie
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substytucji mogacych mie¢ znaczny wptyw na dziatanie tego biatka. Podobnie wygladaja

przewidywania dla reszt w catym konserwowanym motywie VPFP.

-100 neutralny 0 efekt 100

| IES—

Rycina 10. Fragment wynikéw przewidywan
serwisu SNAP2 dla substytucji wszystkich
pozycji w biatku A receptora GerA. W gérnej
czesci znajduje sie sekwencja aminokwasowa
biatka A. Po lewej znajduje sie lista mozliwych
substytucji. Substytucje znaczaco wptywajgce
na funkcjonalno$¢ biatka zaznaczone sg na
czerwono. Substytucje nie wplywajgce na
dziatanie biatka zaznaczone sg na niebiesko.
W ramce zaznaczona jest sekwencja VPFP.
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Biorac pod uwage powyzsze wyniki bioinformatyczne mozna stwierdzi¢, ze istotnie
pozycja 324 w biatku A moze by¢ wazna w kontekscie funkcjonalnosci tego biatka, jak i

catego receptora.
3.3.2 Pozycja 324 w kontekscie literatury przedmiotu.

Dotychczas opublikowane badania sugeruja, ze biatka A i B receptora GerA moga bra¢
udziat w rozpoznawaniu i/lub wigzaniu L-alaniny. Pewne mutacje wprowadzane w obrebie
tych biatek, byty obserwowane zazwyczaj jako pogarszajace proces kietkowania w L-
alaninie. Jednak mozliwe sg rowniez mutacje nie wplywajace na wydajnos$¢ kietkowania

lub takie, ktore w pewien sposéb zmieniaja odpowiedz receptora GerA w procesie
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kietkowania. Jedng z nich jest mutacja P324S w bialku A receptora GerA
(Mongkolthanaruk et al., 2011).

Substytucja proliny w pozycji 324 seryng w kietkowaniu z L-alaning lub AGFK
skutkowata porownywalng do przetrwalnikow szczepu typu dzikiego wydajno$cig
kietkowania (Ryc.11). Uzycie rdéznych zakresow stezen germinantow (L-alanina i jej
analogi) pokazato rowniez, ze przetrwalniki z tg substytucja w biatku A wykazuja wyzszy
poziom kietkowania przy niskich stezeniach, w stosunku do przetrwalnikow szczepu typu
dzikiego (Ryc.11). Co wigcej, przywotana tutaj publikacja, omawia réwniez substytucje w
dwoch nastepujacych po sobie pozycjach. Podstawienie fenyloalaniny w pozycji 325 przez
alaning rowniez skutkowato pordéwnywalnym do przetrwalnikéw typu dzikiego fenotypem
kietkowania w standardowych warunkach, jak w przypadku P324S. Jednak tutaj
kietkowanie przy bardzo niskich stezeniach germinantow juz nie bylo obserwowane.
Mutacja F325A wigzata si¢ rowniez ze spowolnionym tempem uwalniania DPA w trakcie
kietkowania. Z kolei substytucja proliny w pozycji 326 seryng spowodowata, ze szczep nie
mogt ukonczy¢ formowania przetrwalnikéw. Wzrost wegetatywny szczepu z mutacja
P326S nie byl zaburzony, jednak w trakcie sporulacji wigkszo$¢ komorek ulegata lizie, a
przetrwalniki, ktére powstawaly, byly juz w fazie ciemnej, sugerujacej cze¢sSciowe

uwodnienie rdzenia.
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Rycina 11. Kietkowanie przetrwalnikdw z mutacjami P324S i P325A w biatku A — dane opublikowane
dotychczas. Panel A: Kietkowanie przetrwalnikow szczepu P324S. Symbole: « bufor, o L-alanina, o L-alanina
+ glukoza, = L-alanina + glukoza + fruktoza, A- L-alanina + fruktoza, ¥ — AGFK. Panel B: Tempo kietkowania
przetrwalnikéw szczepow WT (e), P324S (V), P325A (A) w obecnosci L-alaniny (a), i L-waliny (b). Wykresy
na podstawie (Mongkolthanaruk et al., 2011).
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Dodatkowo, probowano zbada¢ dziatanie inhibitora, D-alaniny, na przetrwalniki z
mutacjami P324S i F325A, rowniez w biatku A. Mutacja w pozycji 324 skutkowata
mniejsza wrazliwo$cig przetrwalnikow na zahamowanie kietkowania, w poréwnaniu z
przetrwalnikami szczepu typu dzikiego. Z kolei przetrwalniki z mutacjg w pozycji 325
byty stosunkowo bardziej podatne na inhibicyjny efekt D-alaniny. Jednakze, w
doswiadczeniu tym nie badano wptywu inhibitora jako jedynego czynnika, a mieszaniny
dwoch izomerdéw alaniny, gdzie L-alanina zostala uzyta w najnizszym stezeniu, przy
ktorym obserwowano najwyzsza wydajno$¢ kietkowania. Dlatego wyniki dotyczace
wplywu mutacji w tych pozycjach na dziatanie D-alaniny w kietkowaniu receptora GerA

pozostaje niejasny.

Zgodnie z przewidywaniami przytoczonej pracy (Mongkolthanaruk et al., 2011) reszty
324-326 biatka A znajduja si¢ w sekwencji PFPP, okreslonej tam jako ,,petla bogata w
proliny”. Rejon ten opisany zostal jako konserwowany, cho¢ nie wyjasniono na podstawie
zestawien jakich sekwencji zostal wysnuty taki wniosek. Przestanka o konserwowaniu
wspomnianych reszt oraz nieodnotowany wczesniej fenotyp kietkowania sugeruja, ze sg to
pozycje istotne w dziataniu receptora GerA. Poniewaz reszty prolinowe sg bardzo czgsto
istotne pod wzgledem strukturalnym, dalsze prace w tym projekcie skupity si¢ na
weryfikacji 1 zglebieniu dotychczasowych danych na temat pozycji 324 w bialku A
receptora GerA.

3.3.3 Mutageneza reszty w pozycji 324 biatka A receptora GerA

Aby moéc zweryfikowac dotychczasowe informacje, nalezato przede wszystkim odtworzy¢
mutacj¢ P324S. W tym celu zostal wykorzystany plazmid pAG102, niosacy gen gerAA
typu dzikiego razem z jego natywnym promotorem. Dodatkowo jest to wektor
integracyjny, umozliwiajacy wprowadzenie genu gerAA do locus amyE. Integracja genow
do tego locus byta w przesztosci uzywana w Zaktadzie Bakteriologii Molekularnej (ZBM).
Dodatkowo takie ulokowanie genu gerAA do chromosomu byto kompatybilne ze szczepem
BAG14, obecnym w kolekcji ZBM. Szczep BAG14 nie posiada operonu gerA w
natywnym locus, a jedynie geny gerAB i gerAC (pod kontrolag natywnego promotora) w
locus thrC. Taki uktad genetyczny rowniez byl wczesniej uzywany w badaniach
prowadzonych w ZBM (Grela et al., 2018) (Ryc.12).
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Rycina 12. Schemat uktadu gendw operonu gerA w szczepach z mutacjami w pozycji 324 i szczepie BAG17.

Na etapie projektowania starterow do mutagenezy miejscowo-specyficznej, wyniki z
przewidywan serwisu SNAP2 nie byly jeszcze znane. Niemniej pojawito si¢ pytanie, czy
rodzaj reszty aminokwasowej wprowadzanej w miejsce konserwowanej proliny ma wplyw
na wywotywany efekt kietkowania. Praca publikujgca mutacj¢ P324S (Mongkolthanaruk et
al., 2011) nie wyjasnia dlaczego uzyto podstawienia seryny, a nie standardowo uzywanych
najmniejszych aminokwasow, np. alaniny lub glicyny. Aby moéc zweryfikowac¢ hipotez¢ o
wplywie rozmiaru reszty wprowadzanej w pozycje 324, dalsze prace skupity si¢ na

wprowadzeniu czterech mutacji:

e P324S — odtworzenie opublikowanej mutacji

e P324A — standardowo stosowane podstawienie alaninowe

e P324G - podstawienie najmniejszej reszty aminokwasowej o wigkszym zakresie
ruchliwos$ci w strukturach biatkowych niz alanina

e P324F — podstawienie reszty aminokwasowej wigkszych rozmiardw, jako kontrast

do pozostatych uzytych substytucji

Poszczegolne mutacje zostaly wprowadzone w reakcji PCR do genu gerAA na
plazmidzie pAG102. Zaprojektowane startery posiadaty kodony poszczegdlnych
aminokwaséw w swojej centralnej czesci. Poprawnos$¢ procesu byta sprawdzana
poprzez sekwencjonowanie plazmidow wyizolowanych z wybranych klonow.
Nastepnie, w procesie transformacji, mutacje zostaty wprowadzone do chromosomu

szczepu BAG14.

W dalszej czg¢$ci tego rozdziatu poszczegdlne szczepy niosace mutacje w pozycji 324
biatka A, beda nosity nazwy pochodzace bezposrednio od mutacji, tzn. szczep P324S,
szczep P324A, szczep P324G i szczep P324F. Jako szczep kontrolny, bedacy punktem
odniesienia dla badania wymienionych szczepoéw, zostal wybrany szczep BAGI17,

znajdujacy si¢ w kolekcji ZBM. Posiada on identyczny uktad genetyczny genow
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operonu gerA typu dzikiego, tzn. gen gerAA w locus amyE i geny gerAB i gerAC w
locus thrC.

3.3.4 Produkcja przetrwalnikoOw szczepow z mutacjami w pozycji 324

Po uzyskaniu szczepow z odpowiednimi mutacjami, nalezato sprawdzi¢
funkcjonalnos$¢ receptora GerA w przetrwalnikach wytworzonych przez te szczepy. W
trakcie zakladania i prowadzenia hodowli wegetatywnych Zzaden ze szczepow nie
wykazywat odmiennych wlasciwosci wzrostowych. Réwniez po przeniesieniu do
pozywki sporulacyjnej. Jak opisano w rozdziale ,Metody” hodowle szczepoéw z
mutacjami 1 BAGI17 byly prowadzone réwnolegle i w poréwnywalnym czasie
obserwowane bylo pojawianie si¢ przetrwalnikow w fazie jasnej. Jako metode
oczyszczania wybrano kilkudniowe plukanie w wodzie, poniewaz jest to metoda

uznana za najmniej inwazyjng 1 nie ingerujacg w strukture przetrwalnikow.

Na etapie wirowania hodowli przetrwalniki wszystkich czterech szczepow z mutacjami
duzo stabiej osiadaly na dnie probéwek, w porownaniu do szczepu BAG17. Zawsze
pozostawala wyrazna warstwa przetrwalnikdéw unoszaca si¢ na powierzchni nadsaczu,
nawet jesli czas wirowania byl wydluzany. Stanowito to znaczacy problem przy
oczyszczaniu przetrwalnikow metoda wodng. Nawet przy bardzo ostroznym
zawieszaniu w §wiezej wodzie (np. przy pomocy pipety Pasteura), wydluzonym czasie
wirowania i ostroznym zlewaniu nadsaczu, czg$¢ przetrwalnikow z mutacjami zawsze

byla tracona.

Po pierwszym zwirowaniu hodowli sporulacyjnych widoczna byta réwniez réznica w
ilosci osadu pomigdzy szczepami, w porOéwnaniu do szczepu BAGI17. Ilosé¢
przetrwalnikow po hodowli szczepow P324S i P324G byla srednio o potowe mniejsza
w stosunku do szczepu BAG17. W przypadku szczepow P324A i P324F ilo§¢ osadu
byta porownywalna do szczepu BAGI17. Dodajac do tego wspomniane wczesniej
problemy z wirowaniem przetrwalnikow z mutacjami, produkcja tych preparatow
zawsze skutkowata tym, ze probki z przetrwalnikami z mutacjami miaty nizsza gestosé
optyczng niz probka BAG17 — w przypadku szczepow P324A i P324F bylo to $rednio
o 1/5 mniej, a w przypadku szczepdéw P324S 1 P324G nawet o 1/2.

W trakcie procesu oczyszczania przetrwalniki byly analizowane mikroskopowo,

standardowo w celu kontrolowania jakosci preparatu. W trakcie analizy okazalo sie, ze
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wszystkie preparaty szczepow z mutacjami sktadajg si¢ z niejednorodnych populacji
przetrwalnikow. Innymi stowy, w przeciagu kilku dni od zwirowania hodowli
sporulacyjnych, wszystkie preparaty przetrwalnikow z mutacjami, poddane ptukaniu
wodg dejonizowang, w roznym stopniu, zmienialy si¢ z homogennej populacji
przetrwalnikow w fazie jasnej w mieszaning przetrwalnikow w fazie jasnej, ciemnej 1
posredniej (,,szarej”). W preparatach P324A i P324F udziat przetrwalnikéw fazy
ciemnej byl najmniejszy sposrod wszystkich preparatow z mutacjami, jednak
widocznie wigkszy niz w preparacie BAG17. Preparaty P324S i P324G wykazywaty
zdecydowanie najwigkszy udzial przetrwalnikow w fazie ciemnej i ,,szarej” (Ryc.13).
Poniewaz prezentowane obserwacje mikroskopowe nie pozwalaly jednoznacznie
rozrozni¢ przetrwalnikow w fazie ciemnej 1 posredniej (r6znych odcieni szarosci) nie
zostaly wykonane proby liczbowego okreslenia udziatu takich przetrwalnikow w
populacji. W obserwowanych preparatach nigdy nie dochodzito do kompletnego
odtworzenia komorek wegetatywnych z przetrwalnikow. Mimo kilkukrotnego
powtarzania hodowli sporulacyjnych szczepéw z mutacjami, heterogenno$¢ preparatow
powtarzata si¢. Mozna byto rowniez zauwazy¢, ze udziat przetrwalnikow ,,ciemnych”
badz ,,szarych” jest zmienny pomiedzy szczepami oraz morfologia przetrwalnikéw
réwniez ulegata zmianom, np. w preparacie P324S pojawialy si¢ przetrwalniki

wyraznie wigksze od pozostatych preparatow.

Poczatkowo mozna bylo przypuszcza, ze wybrana metoda oczyszczania
przetrwalnikow (metoda wodna) jest w przypadku tych szczepdéw nieodpowiednia i
niewydajna. Dlatego wyprobowano rowniez metody wirowania w gradiencie
HistoDenz™. Jednak jak pokazaty pdzniejsze analizy kietkowania takich preparatow,
oczyszczanie przetrwalnikow metoda inng niz wodna, pozbawilo te szczepy
wyrdzniajacych sie fenotypow (ktore beda opisane w dalszej sekcji). Na tym etapie
badan oczywistym bylo, ze wprowadzone mutacje w pozycji 324 biatka A maja
zwigzek z heterogennoscig przetrwalnikow w hodowli, nawet bez obecnosci

czynnikow aktywujacych kietkowanie.
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Rycina 13. Przyktadowe zdjecia mikroskopowe przetrwalnikéw szczepu P324S (A), P324G (B) i 168 (C)
w trakcie procesu oczyszczania.

3.3.5 Kietkowanie przetrwalnikow szczepéw z mutacjami z pozycji 324

biatka A

W celu sprawdzenia dziatania receptora GerA =z wytypowanymi mutacjami,
przeprowadzono analizy kietkowania przetrwalnikow uzyskanych szczepow. Jako
pierwsza metod¢ wykorzystano pomiar spadku gestosci optycznej kietkujacej
mieszaniny, a jako pierwszego germinantu uzyto L-alaning w st¢zeniu 10mM, ktora

jest standardowo uzywanym ligandem receptora GerA (Ryc.14A).

Przetrwalniki wszystkich szczepow z mutacjami w pozycji 324 wykazywaly
Kietkowanie przy standardowym stgzeniu L-alaniny. Przetrwalniki szczepu P324A
wykazaty si¢ wydajniejszym kietkowaniem w tych warunkach niz przetrwalniki
szczepu BAGI17. Przetrwalniki pozostatych szczepow kietkowaly wydajnoscia
porownywalng do przetrwalnikéw szczepu BAG17. Przetrwalniki szczepéw P324S i

P324G okazaly si¢ najmniej wydajnie kietkujagcymi w tym do$wiadczeniu.
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Ze wzgledu na to, ze mutacja P324S zostala powigzana ze zwigkszong wrazliwoscia
przetrwalnikdw na niskie stezenia germinantéw, przetrwalniki uzyskanych szczepow
zostaly zbadane réwniez pod tym wzgledem. W analizie spadku gestosci optycznej
przetrwalniki szczepoéw z mutacjami w pozycji 324 kietkowaly w obecnosci 0,01 mM
L-alaniny. Stgzenie to zostalo wybrane na podstawie wynikéw opublikowanych w

(Mongkolthanaruk et al., 2011) (Ryc.14B).
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Rycina 14. Spadek gestosci optycznej przetrwalnikdw szczepdéw z mutacjami i szczepu BAG17 w 10mM
(A) 1 0,01mM (B) L-alaninie. W tabeli znajduja sie doktadne wartosci spadku ODeoo W punkcie T120.
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Zgodnie z oczekiwaniami, przetrwalniki wszystkich szczepow z mutacja w pozycji 324
wykazywaly wydajniejsze kietkowanie od przetrwalnikow szczepu BAGIL7 przy
niskim st¢zeniu L-alaniny. W tych warunkach najwydajniej kietkowaty przetrwalniki
szczepu P324G. Z podobng wydajnoscig kietkowaty réwniez przetrwalniki szczepu
P324A. Zdecydowanie najstabiej kietkowaly przetrwalniki szczepu P324F, cho¢ nadal

byla to wydajnos¢ wigksza niz przetrwalnikéw szczepu BAG17 w tych warunkach.

Poniewaz wyjSciowo preparaty przetrwalnikoéw z mutacjami byty heterogenne, a co za
tym idzie, juz przed dodaniem germinantu znajdowaly si¢ tam przetrwalniki o
potencjalnie uwodnionym rdzeniu, istniato ryzyko, ze pomiar spadku gestosci
optycznej bedzie obarczony bledem. Z tego powodu przetrwalniki szczepow z
mutacjami zostaly poddane kolejnej analizie kietkowania — pomiarze uwalnianego

DPA. Jako germinant znowu zostata uzyta L-alanina w stezeniach 101 0,01lmM.

W analizie kietkowania przez pomiar uwalnianego DPA tendencje w wydajnosci
kietkowania przetrwalnikdw szczepdw z mutacjami zmienity si¢. Przy standardowym
stezeniu L-alaniny przetrwalniki szczepu P324G kietkowaly najstabiej — ilos¢
uwolnionego DPA byta najmniejsza. Wydajniej niz przetrwalniki szczepu BAGI17
kietkowaty przetrwalniki szczepéw P324A i P324S. Przetrwalniki szczepu P324F
kietkowaty z wydajnoscia porownywalng do przetrwalnikéw szczepu BAG17
(Ryc.15A).

W przypadku kietkowania z L-alaning w st¢Zeniu suboptymalnym tylko przetrwalniki
szczepow P324A 1 P324S kietkowaly wydajnie. Poziom uwolnionego DPA byt
nieznacznie obnizony, jednak porownywalny do tego z kietkowania indukowanego
10mM L-alaning. Poziom uwolnionego DPA byl najnizszy dla przetrwalnikow
szczepodw P324G 1 P324F. Wydajnos¢ ich kielkowania w tej analizie byta nizsza niz

przetrwalnikow szczepu BAG17 (Ryc.15B).
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Rycina 15. Uwalnianie DPA kietkujgcych przetrwalnikdw szczepéw z mutacjami i szczepu BAG17 w 10mM
(A)10,01mM (B) L-alaninie. W tabeli znajdujg sie doktadne wartosci uwolnionego DPA w punkcie T120.

Poczatkowa analiza kietkowania przetrwalnikow szczepow P324S, P324A, P324G i P324F
pokazata, ze wprowadzone mutacje zmieniaja fenotyp ich kietkowania zaréwno w
warunkach optymalnego stezenia L-alaniny, jak i1 w steZzeniu stukrotnie nizszym.
Dodatkowo porownanie wynikéw réznych analiz kietkowania sugeruje, ze w przypadku
badanych szczepow spadek gestosci optycznej kietkujacej zawiesiny przetrwalnikow moze

nie by¢ tozsamy z iloscig uwolnionego DPA w tym procesie.

Analizy kietkowania w tych samych warunkach przetrwalnikow wszystkich czterech
szczepdw z mutacjami zostaly powtdrzone trzykrotnie. Przetrwalniki szczepu P324A
wykazywaty najmniej stabilny fenotyp kietkowania. Rézne preparaty przetrwalnikow tego

szczepu wykazywaty odmienng wydajnos$¢ kietkowania, co skutkowato zupetie inng ich
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pozycja w zestawieniu wszystkich szczepoéw z mutacjami. Przetrwalniki szczepu P324F
kietkowaty z wydajnoscig porownywalng do przetrwalnikow szczepu BAG17, czgsto z
bardzo podobng kinetyka catego procesu. Jedynie przetrwalniki szczepow P324S 1 P324G
zachowywaly swoja poczatkowa wydajnos¢ kietkowania, cho¢ jej poziom rowniez ulegat
nieznacznym zmianom pomi¢dzy kolejnymi oczyszczaniami. Z tego powodu dalsze
badania skupily si¢ na scharakteryzowaniu kietkowania przetrwalnikéw jedynie szczepow
P324S i P324G. Jak wspomniano wczesniej W sekcji ,,3.3.4 Produkcja przetrwalnikoéw
szczepOw z mutacjami w pozycji 3247, produkcja nowych preparatow przetrwalnikow
szczepOdw z mutacjami wigzala si¢ z tym, ze mialy one zawsze mniejszg gesto$¢ optyczng
od preparatu przetrwalnikow szczepu BAG17. Z tego wzgledu, aby jeden zestaw reakcji
mogt by¢ przeprowadzony z uzyciem tych samych preparatow, dalsze analizy kietkowania
dotycza tylko pomiar6w uwalnianego DPA w badanych szczepach. Jak zostato opisane w
rozdziale ,Metody”, analiza ta wykorzystuje probki o nizszej gestosci optycznej niz
analiza pomiaru spadku gestosci optycznej, a co za tym idzie, pozwala na uzycie mniejszej

ilosci przetrwalnikow w pojedynczej reakcji.
3.3.6 Kielkowanie przetrwalnikdéw szczepow P324S 1 P324G

Poniewaz wstepne analizy kietkowania pokazaty, ze receptor GerA z mutacja w pozycji
324 biatka A jest funkcjonalny, pojawilo si¢ pytanie czy pozostate Sciezki aktywacji
kietkowania w takich przetrwalnikach réwniez dziatajg. Aby to sprawdzi¢ przeprowadzono
kietkowania w obecnosci mieszaniny AGFK oraz ImM dodecylaminy. Doswiadczenie z
AGFK miato na celu sprawdzenie funkcjonalnosci innych receptorow kietkowania, GerB 1
GerK. Natomiast kielkowanie z dodecylaming przeprowadzono, aby sprawdzi¢ czy
przetrwalniki badanych szczepow sa zdolne do rozpoczecia kietkowania bez aktywacji

termicznej 1 bez uzycia receptorow kietkowania.

W obu doswiadczeniach wida¢, ze przetrwalniki zarowno szczepu P324S jak 1 P324G
posiadaja funkcjonalne receptory GerB i GerK oraz sa zdolne do kietkowania niezaleznego
od receptorow kietkowania. Przetrwalniki szczepu P324S blisko dwukrotnie lepiej kietkuja
w obecnosci mieszaniny AGFK, w poréwnaniu do przetrwalnikow szczepu BAG17
(Ryc.16A). Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku kietkowania niezaleznego od
receptoréw kietkowania (Ryc.16B). W przypadku szczepu P324G, wydajnos¢ kietkowania

przetrwalnikow w obecno$ci mieszaniny AGFK jest blisko 1,5 razy wyzsza niz
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przetrwalnikow szczepu BAG17. Jednak wydajnos¢ kietkowania niezaleznego od

receptoréw kietkowania jest obnizona dla tego szczepu, w stosunku do szczepu BAG17.

Doswiadczenia te pokazuja, ze wprowadzone mutacje do biatka A receptora GerA nie

blokuja dziatania innych §ciezek inicjacji kietkowania przetrwalnikow.

AGFK dodecylamina
100 251
* P324S P324sS
80 P324G 20 * BAG17
* BAG17 * P324G
g 60 < 154
< <
g 40 glo-
20 54
0-F T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
czas [min] czas [min]
. . a Rycina 16. Uwalnianie = DPA  kietkujacych
ilos¢ uwolnionego DPA w T120 [%] przetrwalnikow szczepéw P324S, P324G i BAG17 w
szczepy AGFK dodecylamina obecnosci mieszaniny AGFK (A) i 1mM
dodecylaminy (B). W tabeli znajdujg si¢ dokfadne
P324S 83,2 20,8 wartosci uwolnionego DPA w punkcie T120.
P324G 63,5 8,1
BAG17 47,7 10,3

Dotychczas opisane wyniki pokazuja, ze mutacje P324S 1 P324G pozwalaja na inicjacje
kietkowania przetrwalnikow zarowno przez receptory kietkowania jak 1 S$ciezka
alternatywng. W kontekscie dziatania receptora GerA zostalo do tej pory zbadane
kietkowanie tych szczepéw jedynie w stezeniu optymalnym (10mM) i suboptymalnym
(0,0ImM). Kolejne analizy mialy na celu sprawdzenie czy dziatanie receptora GerA w
zmienionych warunkach jest wcigz mozliwe. Najpierw sprawdzono, czy zmiana stezenia
podstawowego germinanta (L-alanina) wptywa na wydajnos¢ procesu w przypadku
przetrwalnikow szczepdw z mutacjami. W tym celu przeprowadzono kietkowanie
przetrwalnikow w zakresie stezen 1mM, 5SmM, 10mM L-alaniny (Ryc.17) Jako kontroli

dla kazdego szczepu uzyto probke przetrwalnikow aktywowanych termicznie, do ktérych

nie zostal podany zaden germinant.

Wydajnosé kietkowania przetrwalnikow szczepu P324S jest zwigkszona w stosunku do
przetrwalnikow szczepu BAGI17. Jednakze w tym przypadku nie jest ona zalezna od

uzytego stezenia L-alaniny. W przypadku przetrwalnikow szczepu P324G ogdlna
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wydajnos¢ procesu jest dwukrotnie nizsza niz szczepu BAG17. Cho¢ przy stezeniu 10mM

L-alaniny przetrwalniki szczepu P324G kietkuja najwydajniej, przy nizszych stezeniach

wydajnos$¢ nie zalezy od stezenia germinantu.
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10mM
SmM
1mM
Kontrola
ilos¢ uwolnionego DPA w T120 [%]
L-alanina P324S P324G BAG17
[mM]
10 69,2 24,7 51,2
5 70,1 18,7 38,5
1 66,7 19,2 37,8
0 11 2,2 4,9
10mM
SmM
1mM
Kontrola
Rycina 17. Uwalnianie DPA
kietkujgcych przetrwalnikdw

10mM
sSmM
1mM
Kontrola

szczepow P324S (A), P324G
(B) i BAG17 (C) w obecnosci
réznego stezenia L-alaniny. W
tabeli znajdujg sie doktadne
wartosci uwolnionego DPA w
punkcie T120.




Receptor GerA, oprocz L-alaniny, rozpoznaje L-waling jako potencjalny ligand. W
kolejnej analizie sprawdzono czy wprowadzone mutacje wptywaja na t¢ ceche receptora.
Do do$wiadczenia uzyto zakres stezen L-waliny taki jak w doswiadczeniach z L-alaning
(ImM, 5mM, 10mM). Jako kontrole dla kazdego szczepu uzyto probke przetrwalnikow

aktywowanych termicznie, do ktorych nie zostat podany zaden germinant (Ryc.18).

Wyniki tej analizy kietkowania pokazuja, ze przetrwalniki zarowno szczepu P3248S, jak i
szczepu P324G kietkuja w obecnosci L-waliny. Wydajnos¢ procesu kietkowania dla
przetrwalnikow szczepu P324S jest nieco obnizona w stosunku do kietkowania
indukowanego przez L-alaninge. Przypomina to tendencje obserwowane w przypadku
przetrwalnikow szczepu BAG17. Jednak nadal nie mozna zaobserwowac, aby stezenie
germinanta wptywalo na wydajnos¢ kietkowania przetrwalnikow szczepu P324S.
Przetrwalniki szczepu P324G kietkuja ponad pigciokrotnie stabiej w obecnosci L-waliny
niz w obecnosci L-alaniny. Ponadto, w tej analizie kinetyka kietkowania przetrwalnikow
tego szczepu nie przypomina typowej krzywej kietkowania, tzn. nie widaé w niej

typowego wyrzutu DPA w poczatkowej fazie pomiaru.
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Rycina 18. Uwalnianie DPA kietkujacych przetrwalnikow szczepow P324S (A), P324G (B) i BAG17 (C) w
obecnosci roznego stezenia L-waliny. W tabeli znajdujg sie doktadne wartosci uwolnionego DPA w punkcie

T120.
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Ostatnia analiza kietkowania przetrwalnikow szczepéw P324S i P324G dotyczyta wptywu
inhibitora kietkowania, D-alaniny. Podobnie jak w poprzednich doswiadczeniach
wykorzystano zakres stezen czynnika (tutaj: D-alanina) 1mM, 5mM i 10mM. Jako kontroli
ponownie uzyto aktywowanych termicznie przetrwalnikow, do ktéorych nie dodano

zadnego czynnika (Ryc.19).

Nieoczekiwanie, zardwno przetrwalniki szczepu P324S, jak i P324G kietkuja w obecnosci
D-alaniny. W przypadku szczepu P324S wydajnos¢ kietkowania w D-alaninie stanowi
ponad 1/3 wydajnosci kietkowania w L-alaninie. Natomiast w przypadku szczepu P324G
wydajno$¢ kietkowania z inhibitorem to juz blisko 2/3 wydajnosci kietkowania z
aktywatorem. Niniejsze wyniki pokazuja, ze w szczepach z mutacjami P324S i P324G
inhibitor, jakim jest D-alanina, moze aktywowa¢ kielkowanie z zachowaniem

charakterystycznej dla tego procesu kinetyki uwalniania DPA z przetrwalnikow.
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Rycina 19. Uwalnianie DPA kietkujgcych przetrwalnikdw szczepow P324S (A), P324G (B) i BAG17 (C) w
obecnosci réznego stezenia D-alaniny. W tabeli znajdujg sie doktadne wartosci uwolnionego DPA w punkcie
T120.

3.4 Badanie poziomu ekspresji genoOw operonu gerA

W trakcie badania procesu kietkowania przetrwalnikow szczepoéw z mutacjami w pozycji
324 biatka A, czesto jako wewnetrzna kontrole dla przebiegu doswiadczenia stosowane
byty przetrwalniki szczepu 168. Poréwnujac wydajnos¢ tego procesu u przetrwalnikow
szczepu 168 z przetrwalnikami szczepu BAG17 mozna bylo zauwazy¢ pewne roznice. W
czegsci eksperymentdw wydajnos¢ kietkowania przetrwalnikéw szczepu BAGI17 byta
nizsza, jednak kinetyka tego procesu zawsze znaczaco si¢ roéznila pomiedzy szczepami.
Aby zweryfikowa¢ czy czynniki genetyczne (tlo genetyczne szczepu, uktad genéw gerA)
wplywaja na proces kietkowania sprawdzone zostato rowniez kietkowanie przetrwalnikow
szczepu PY79. Kietkowanie zostato zmierzone za pomocg spadku gestosci optycznej oraz
przez pomiar uwalnianego DPA, w obu przypadkach w obecnosci 10mM L-alaniny. Miato
to na celu sprawdzenie czy receptor GerA, wyjsciowo typu dzikiego, ale w roéznych

warunkach genetycznych, wykazuje r6zne funkcjonowanie.

Jak pokazuja wyniki analiz kietkowania w warunkach standardowych (Ryc.20),
kietlkowanie przetrwalnikow szczepu PY79 jest zdecydowanie bardziej wydajne w
porownaniu z przetrwalnikami szczepéw 168 1 BAG17. Najbardziej prawdopodobnym
wytlumaczeniem tego jest réznica w tle genetycznym tych szczepdéw. Pytaniem pozostaje,

dlaczego przetrwalniki szczepu BAG17 i 168 wykazuja roznice w kinetyce tego procesu?
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Rycina 20. Kietkowanie przetrwalnikow szczepow PY79, 168, BAG17. A) pomiar spadku gestosci optycznej,
B) pomiar uwalnianego DPA, kietkowanie w obecnosci 10mM L-alaniny.

Postawiono zatem hipotezg zaktadajaca, ze przyczyna roéznic moze by¢ uklad genow
operonu gerA, a co za tym idzie sposob i poziom transkrypcji odpowiednich genow.
Dlatego przystapiono do analizy ekspresji gendéw w szczepach typu dzikiego (168, PY79)
oraz w szczepach uzytych w analizie pozycji 324 biatka A (BAG17, P324S, P324QG) za
pomoca reakcji qPCR wykorzystujacej specyficzne sondy komplementarne do fragmentow
poszczego6lnych gendéw w operonie gerA. Dodatkowa analize przeprowadzono na szczepie
BZBMO1, aby zweryfikowac czy zaproponowane zmiany w operonie gerA wplynety na

poziom ekspresji tych genow.

Probki pobierano (zgodnie z opisem w rozdziale ,,Metody”’) w trzech punktach czasowych:
przed rozpoczgciem sporulacji (TO), trzy godziny (T3) 1 cztery godziny (T4) po
rozpoczeciu sporulacji. Miato to odpowiada¢ przewidywanemu w literaturze momentowi
maksymalnego poziomu transkrypcji genéw operonu gerA (Corfe et al., 1994; Feavers et
al., 1990). Izolowane probki RNA byly przepisywane do cDNA przy uzyciu mieszaniny
heksametrow, o losowych sekwencjach, dostepnej w uzywanym zestawie (szczegOly

procedury opisane sg w rozdziale ,,Metody”).
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Optymalizacja reakcji qPCR zostata przeprowadzona zgodnie z opisem w rozdziale
»Metody”. Umozliwito to ustalenie warunkow do przeprowadzenia jednej reakcji PCR z
trzema sondami dla genow gerA (gerAA-Tet, gerAB-TexasRed, gerAC-Cy5) oraz dla
wzorca wewnetrznego, ktorym byt gen SigA (SIigA-FAM). Wydajnos¢ reakcji dla

poszczeg6lnych sond wynosita:

e sigA-FAM 100,85% wspotczynnik amplifikacji 2,01
o GerAA-Tet 97,42% wspotczynnik amplifikacji 1,97
o GerAB-TexasRed 101,19% wspotczynnik amplifikacji 2,01
e GerAC-Cy5 99,29% wspotczynnik amplifikacji 1,99

Tak zaprojektowana analiza ekspresji genéw operonu gerA pokazala, ze istnieje duze

zréznicowanie pod tym wzgledem w badanych szczepach (Ryc.21).
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P324S P324G
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TO T3 T4
gerAA gerAB gerAC gerAA gerAB gerAC gerAA gerAB gerAC

168 271,58 | 2704,09 | 288,93 | 1709,3 | 2378,72 | 2136,41 | 1004,43 | 2498,64 | 2232,09
BZBMO1 | 304,34 | 1933,52 | 149,68 | 3759,78 | 7688,55 | 4016,96 | 393,79 | 842,09 | 420,64
BAG17 | 199,22 | 746,46 | 138,95 | 279,69 | 813,7 | 498,02 | 1103,07 | 3060,04 | 2832,27
P324S | 272,27 | 562,81 | 216,13 | 879,04 | 1721,91 | 1351,43 | 1021,86 | 3558,86 | 5521,91
P324G | 164,72 | 311,19 93,04 150,24 197 106,6 69,54 166,92 | 272,74
PY79 | 8881,99 | 12404,55 | 5429,03 | 151158,5 | 198469,3 | 73741,42 | 9110,87 | 10581,64 | 7587,03

Rycina 21. Ekspresja gendéw operonu gerA w szczepach (A)168, (B) PY79, (C) BZBMO01, (D) BAG17, (E)
P324S i (F) P324G, znormalizowana wzgledem ekspresji genu sigA. W tabeli zebrane sg doktadne wartosci
poziomu ekspresji poszczegolnych gendw wyrazone jako ilosci oszacowane transkryptéw.

Zdecydowanie najwyzszy poziom ekspresji wszystkich genéw operonu gerA (bez wzgledu
na punkt czasowy) zaobserwowano w szczepie PY79 (Ryc.21B). Porownujac ekspresje
tylko genu gerAA migdzy szczepem PY79 i 168 w punkcie TO, czyli jeszcze przed
rozpoczeciem sporulacji, rdéznica jest ponad trzydziestokrotna na korzys¢ szczepu PY79.
Pozostale geny z operonu w szczepie PY79 rowniez wykazuja wyzszg ekspresje w punkcie
TO niz w szczepie 168. Biorgc pod uwage geny operonu gerA w wariancie typu dzikiego,
poziom ekspresji genow operonu gerA w szczepie BAG17 jest najnizszy w pordwnaniu do
szczepdw PY79 1 168. Probki pobrane w punkcie T3, wedlug danych literaturowych,
powinny wskazywa¢ wzrost ekspresji genow gerA, co wskazuje na rozpoczety proces
sporulacji (Sonenshein A.L., 2000; Piggot & Hilbert, 2004). W przypadku szczepu 168
wzrost ekspresji genow operonu gerA obserwowany jest od punktu T3 az do punktu T4, na
poréwnywalnym poziomie. W przypadku szczepu PY79, gwattowny kilkunastokrotny
wzrost ekspresji gendw operonu gerA nastepuje w punkcie T3. W punkcie T4 ekspresja
gendéw operonu gerA powraca do poziomu z punktu TO. Z kolei w szczepie BAG17
zmiany ekspresji gendw operonu gerA wygladaja zupehlnie inaczej. W punkcie T3
nastgpuje nieznaczny wzrost ekspresji wszystkich trzech gendéw operonu. Dopiero w
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punkcie T4 obserwowany jest wzrost ekspresji, porownywalny z ekspresja genéw operonu
gerA w szczepie 168. Jak wida¢ z powyzszej analizy, geny operonu gerA w réznym tle
genetycznym i w roznej lokalizacji na chromosomie wykazaty si¢ bardzo zréznicowanym
poziomem 1 czasem ekspresji, co moze by¢ bezposrednio obserwowane jako réznice w

poziomie wydajnosci kietkowania przetrwalnikow za posrednictwem receptora GerA.

Szczep BZBMO1 rowniez zawiera geny operonu gerA w wariancie typu dzikiego. Jednak
catly operon jest rozbudowany o sekwencje kodujace odpowiednie znaczniki biatkowe. Na
poziomie funkcjonalnym, przetrwalniki produkowane przez ten szczep nie kietkuja za
posrednictwem receptora GerA. Analizujac dane z ekspresji genéw operonu gerA w
szczepie BZBMO1 mozna zauwazy¢, ze poczatkowy poziom ekspresji tych genow jest
porownywalny z ekspresjag w szczepie 168. Oba szczepy dzielg to samo tto genetyczne.
Jednak gwaltowny wzrost ekspresji nastgpuje tylko w punkcie T3 i okoto dwukrotnie
przewyzsza ekspresje tych genow w szczepie 168. W punkcie T4 ekspresja gendéw operonu
gerA w szczepie BZBMO1 powraca do poziomu z punktu TO. Poniewaz wida¢ rdéznice w
poziomie i czasie, w jakim nastepuje ekspresja gendw operonu gerA w obu szczepach, nie
mozna wykluczy¢, ze juz te roznice wplywaja na utworzenie funkcjonalnego receptora

GerA.

W analizie ekspresji genéw operonu gerA sprawdzono réwniez szczepy P324S i P324G.
Jak si¢ okazalo, szczep z podstawieniem glicynowym wykazywal najnizszy poziom
ekspresji sposrod wszystkich zbadanych szczepoéw. Ekspresja gendw gerA w szczepie
P324S utrzymywat si¢ na poziomie poroéwnywalnym do ekspresji w szczepie BAG17. Co
ciekawe, w szczepie P324S rowniez obserwowany byl powolny wzrost ekspresji tych
genow w punkcie T3, ktory gwattownie zwigkszat sie¢ dopiero w punkcie T4 — jak miato to
miejsce w szczepie BAG17. W przypadku szczepu P324G ekspresja wszystkich genow
operonu gerA wydaje si¢ utrzymywac na poréwnywalnym poziomie w trakcie catego
eksperymentu. Wyniki te moga sugerowac, ze wprowadzone mutacje rowniez wptywaja na

sposob ekspresji gendéw w operonie gerA.

Jak mozna zauwazy¢ w powyzszej analizie ekspresji genow operonu gerA, prawie zawsze
najwyzszym poziomem ekspresji charakteryzowat si¢ gen gerAB, niezaleznie od badanego
szczepu czy punktu czasowego analizy. Wynik ten jest o tyle nieoczekiwany, poniewaz
dotychczasowa literatura na temat receptora GerA zaktada rownocenng ekspresje gendw

operonu, a co za tym idzie podobng ilo$¢ powstatych biatek. Zaprojektowane sondy sa
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specyficzne wzglegdem badanych gendéw, wigc nie mozna tu raczej mowi¢ o artefakcie,
powstatym z duzej ilo$ci podobnych gendéw. Nalezy jednak pamietaé, ze RNA uzyty do
niniejszej analizy, zostal przepisany przy uzyciu gotowej mieszaniny starterow, ktore nie
byly projektowane z uwzglednieniem badanych gendéw, co moze wplywaé na
niespecyficzno$¢ uzyskanego cDNA. Dodatkowe analizy ekspresji, przeprowadzone na
cDNA uzyskanym z przepisania ze starterami specyficznymi dla danego genu z operonu
gerA, nie dostarczyly danych pozwalajagcych na jednoznaczne wyjasnienie roznic w
poziomie transkryptow badanych genow. Pdzniejsza analiza danych zdeponowanych w
bazie SubtiWiki natomiast pokazata, ze w locus gerA od strony genow gerAC i gerAB
biegnie dodatkowy transkrypt skierowany przeciwnie do operonu gerA. Jednak w tej
analizie ekspresji nie mozna ich rozrézni¢. Poniewaz transkrypt ten (o0 nazwie S1275) jest
wcigz niescharakteryzowany, nie mozna wykluczy¢, ze jest on powigzany z transkrypcja

genow operonu gerA.
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4. Dyskusja

Badania przedstawione w niniejszej pracy dotycza dwoch aspektow biologii receptora

GerA przetrwalnikow Bacillus subtilis.

Pierwszy z nich obejmuje analize mutacji pozycji P324 w biatku A receptora i jej wptywu
na dziatanie receptora w inicjacji kietkowania przetrwalnikow. Pozycja P324 znajduje si¢
w konserwowanym motywie VPFP, ktory stanowi fragment petli pomigdzy helisami
transblonowymi. Uzyskane w tej pracy mutacje (P324S, P324G, P324A 1 P324F)
spowodowaty zmiany w dziataniu receptora GerA. Przede wszystkim, mozna bylo to
obserwowac¢ jako zwigkszong wrazliwos$¢ przetrwalnikow na niskie stezenie L-alaniny
(0,0lmM). Cho¢ wydajnos¢ kietkowania przetrwalnikow poszczegdlnych szczepdéw przy
niskim stezeniu geminantu réznila si¢ niezaleznie od charakteru podstawionej reszty
aminokwasowej, wspdlng cecha wszystkich analizowanych szczepéw byla heterogennos¢
populacji uzyskanych przetrwalnikow. Innymi stowy, przetrwalniki uzyskane ze szczepow
P324S, P324A, P324G i P324F byly mieszaning przetrwalnikow w fazie jasnej, ciemne;j i
posredniej (w réznych proporcjach, zaleznie od mutacji). Obserwowane przetrwalniki w
fazie ciemnej $wiadcza o czgsciowym uwodnieniu rdzenia przetrwalnika, co sugeruje
rozpoczecie procesu kietkowania, jeszcze przed pojawieniem si¢ germinantu. Co wiecej,
przetrwalniki szczepéw P324S i P324G kietkowaly w obecnosci inhibitora, D-alaniny.
Analizy kietkowania przeprowadzone na przetrwalnikach szczepow P324S 1 P324G
pokazatly, ze receptor nie tylko nie odrdznia germinantu od inhibitora, ale réwniez zanikt
efekt regulacji wydajnos$ci kietkowania przetrwalnikow przez zmiang¢ stezenia
germinantow (L-alanina, L-walina). Wyniki te moga sugerowaé, ze mutacja w pozycji
P324 biatka A spowodowata zmian¢ konformacji biatka na stale aktywng. Taka forma
bialka A moze by¢ sygnatem dla pozostalych elementow receptora GerA do zmian
konformacyjnych, ktore moga zainicjowa¢ kietkowanie. Przetrwalniki w fazie ciemnej
powstale ze szczepOdw z mutacjami w pozycji P324 biatka A moga by¢, nie tyle efektem
zmian w obrgbie hipotetycznej kieszeni wigzacej ligand 1 przedwczesnego wytapywania
sladowych ilosci germinantow w §rodowisku przetrwalnika, a otwarciem kanatu, ktory
moze dostarcza¢ wode¢ do wnetrza przetrwalnika. Taka zmiana konformacyjna calego
kompleksu receptora GerA, po wykryciu wysycajacej ilosci germinantu, moze stanowic

kluczowy sygnat do aktywacji kanatu SpoVA do uwolnienia DPA z rdzenia przetrwalnika,
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otwarcia kanalu do doprowadzenia wody oraz do aktywacji enzymow hydrolizujacych

peptydoglikan kory przetrwalnika.

Najnowsze wyniki innych zespoldw dostarczaja informacji, ktére znaczaco zmieniajg
perspektywe w dotychczasowych badaniach nad receptorem GerA. Jak zostato
wspomniane we wczesniejszych sekcjach niniejszej rozprawy, dane strukturalne na temat
poszczegbdlnych biatek kodowanych przez operon gerA s3 bardzo ograniczone. Do
niedawna dysponowali$my tylko krysztatem biatka GerBC bez fragmentu btonowego (Li
Y. et al., 2010) oraz pozablonowym fragmentem biatka GerKA (Li Y. et al., 2019). Jednak
wcigz brakowato kompletnych i wiarygodnych modeli dla wszystkich bialek kodowanych
przez operon gerA. Opublikowany model in silico biatka B receptora GerA (Blinker et al.,
2021) dostarczyt zupelnie nowych przestanek do postrzegania receptora jako kompleksu
bialek. Wzorujac si¢ na bakteryjnych transporterach GkApcT 1 LeuT, stworzono
kompletny model biatka GerAB, w ktérym zlokalizowano potencjalng kieszen wiazaca
ligand oraz kanal, ktorym moze by¢ transportowana woda. Dalsze badania biatka B
receptora GerA pokazaly, ze wprowadzenie mutacji w obrgbie wytypowanej kieszeni
wigzacej ligand istotnie zaburza lub uniemozliwia inicjacj¢ kietkowania przetrwalnikow
(Artzi et al., 2021). Co wigcej, wprowadzanie wigkszych reszt aminokwasowych w
hipotetycznej kieszeni wigzacej ligand powodowalo, ze powstale przetrwalniki przybieraty
od razu faz¢ ciemng, co zinterpretowano jako przedwczesne rozpoczecie kietkowania.
Jako, ze struktury biatek, bedacych szablonem do modelowania biatka B rowniez posiadaja
taka kieszen do rozpoznania ligandow, mozna uznaé, ze bialko B z receptora GerA to
nadrzedny sensor ligandu (L-alanina), ktéry by¢ moze rowniez bierze udziat w transporcie

wody przez blong.

Pozycje z konserwowanego fragmentu VPFP w biatku A rowniez pozostaja w zasiegu
zainteresowan badaczy. Analizujac hipotezg¢ o tym, ze to witasnie biatko B jako pierwsze
rozpoznaje ligand, pozostawalo pytanie, skad wziat si¢ efekt fenotypowy mutacji w
pozycji P326S, czyli zwickszona wrazliwos¢ na nizsze stgzenie germinantu (podobnie jak
w przypadku analizowanej w tej rozprawie mutacji w pozycji P324). Analiza
odpowiednich szczepow z ,,nadaktywnymi” allelami gerAA pokazata, ze przedstawiona
mutacja w jednym genie operonu skutkowala kolejnymi mutacjami w innych genach
operonu gerA, czesto o charakterze kompensujacym (Amon et al., 2021). Mutacje te
pojawialy si¢ zarbwno w obrgbie biatka B, jak 1 C, co moze sugerowac, ze rzeczywiscie

wspotdziatanie 1 wzajemne oddziatywanie wszystkich trzech jest istotne dla funkcji catego
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kompleksu, czyli receptora GerA. Dane te sugerujg réwniez, ze biatko A moze petnic
funkcj¢ posredniczaca pomiedzy biatkiem B — pierwotnym receptorem dla aminokwasow,
a kolejnymi etapami w inicjacji kietkowania. Co wigcej, pozycja P326 znajduje si¢ u
podstawy petli wchodzacej w bliski kontakt z petlg biatka B. Wprowadzenie mutacji w
pozycji P326 biatka A skutkowalo mutacja w oddziatlujacej petli biatka B, co moze

sugerowac obszar oddzialywan pomigdzy biatkami.

Bioragc pod uwagg te dane, mozna stwierdzi¢, ze nie tylko mutacja P326S, ale tez mutacje
P324S 1 P324G przyczyniaja si¢ do utworzenia ,,nadaktywnej” wersji kompleksu GerA.
Aby to potwierdzi¢, nalezaloby przeprowadzi¢ sekwencjonowanie pozostatych gendéw
operonu gerA, pod katem wystgpowania mutacji, ktére albo dajg efekt kompensujacy albo
promujacy nadaktywny fenotyp. Poza tym, analiza proteomiczna przetrwalnikow z
proponowang mutacja biatka A moglaby dostarczy¢ danych na temat tego, czy mutacja w
obrgbie kompleksu GerA ma wptyw na inne biatka, ktére wchodzg z nim w bezposrednig
interakcj¢. To z kolei, by¢ moze, pozwolitoby na odpowiedzenie na pytanie, w ktorym

kierunku biatko A przesyta sygnat o inicjacji kietkowania.

Dzigki bardzo szybkiemu rozwojowi modelowania biatek przy uzyciu sztucznej
inteligencji (Tunyasuvunakool et al., 2021) stosunkowo niedawno mozna byto uzyskac
hipotetyczny model utozenia bialek kompleksu GerA (Amon et al., 2021). Wedlug tego
modelu receptor GerA, jak jest zwyczajowo nazywany, to kompleks trzech osobnych
biatek — A, B 1 C. Bialka A 1 B stanowig transblonowy rdzen tego kompleksu. Czgs¢
pozabtonowa biatka A znajduje si¢ po stronie rdzenia przetrwalnika. Natomiast biatko C
usytuowane jest po stronie kory. Zwigzanie wysycajacej ilosci ligandu w obrebie biatka B
moze indukowa¢ zmiany konformacyjne zarowno w bialku B, jak i sasiadujacym biatku A.
Z Kolei zmiana konformacji biatka A moze by¢ sygnatem albo do aktywacji enzymow
hydrolizujacych kore przetrwalnika albo do otwarcia kanatu SpoVA. Réwnocze$nie moze
zachodzi¢ stopniowe otwieranie kanatu wodnego w biatku B. W przypadku biatka C, jego
rola w kompleksie GerA moze obejmowaé stabilizacj¢ catego kompleksu albo rowniez
koordynowanie samego procesu kierowania L-alaniny do kieszeni wigzacej w biatku B
(Ryc.22).
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Rycina 22. Struktura kompleksu GerA. A) Schemat kompleksu receptora GerA. Kolorem szarym zaznaczona
jest wewnetrzna btona przetrwalnika. (Amon et al., 2021) B) Struktury poszczegdinych biatek kompleksu GerA
zdeponowane w AlphaFold Protein Structure Database. Okregami zaznaczone sa fragmenty biatek GerAB i
GerAA, ktére potencjalnie oddziatujg ze sobg. W biatku GerAA petla obejmuje pozycje P324 (czerwony) i
P326 (zotty).
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Kompleks nieaktywny Kompleks aktywny

Rycina 23. Schematyczne przedstawienie dziatania kompleksu biatek GerA w inicjacji kietkowania. Po lewe;j:
kompleks bez zwigzanego ligandu. Po prawej: kompleks w obecnosci ligandu (L-ala). Cyframi zaznaczona
jest prawdopodobna sekwencja zdarzen: 1) zwigzanie ligandu do kieszeni wigzacej, ktéra zmienia ksztalt; 2)
zmiana konformaciji biatka A; w nastepnej kolejnosci zmiany moga zachodzi¢ niemal réwnoczesnie — 3a)
aktywacja enzyméw hydrolizujgcych kore, 3b) aktywacja kanatu do uwalniania DPA, 3c) otwarcie kanatu
wodnego w celu uwodnienia rdzenia przetrwalnika. Zmiany w obrebie biatka C nie byly brane tu pod uwage,
ze wzgledu na brak danych funkcjonalnych.

Majagc na uwadze opisany wyzej model dziatania kompleksu GerA, wyniki
zaprezentowane w niniejszej pracy nabieraja wickszego znaczenia. Mutacja w pozycji
P324 biatka A najprawdopodobniej powoduje kompensujace mutacje, co najmniej w
obregbie biatka B. Skutkiem moze by¢ brak rozrdzniania ligandow i inhibitora przez
pierwotny sensor — biatko B oraz brak modulacji dzialania receptora przez stgzenie
ligandu. Wprowadzona mutacja biatka A prawdopodobnie powoduje wystarczajacg zmiane
konformacyjna, ktéra moze by¢ sygnalem do aktywacji kolejnych etapdéw inicjacji
kietkowania — uwalnianie DPA oraz aktywacja enzymow hydrolitycznych. Zanim ligand
dotrze do miejsca wigzania w biatku B, ,nadaktywny” wariant biatka A przynajmniej
czesciowo aktywuje kanaty SpoVA do usuwania DPA, co moze ttumaczy¢ mniejszg ilo§¢
uwalnianego DPA w analizach kietkowania w niektorych przypadkach badanych mutacji.
Niewykluczone, ze usuwanie DPA z rdzenia wywotane transdukcja sygnatu przez biatko A
kompleksu GerA powoduje otwarcie kanatu dla wody w biatku B. Poniewaz mutacja w
pozycji P324 sprawia, ze czg$¢ typowych wydarzen z inicjacji kietkowania dzieje si¢
jeszcze przed wlasciwym zwigzaniem ligandu z receptorem, cze¢éciowe otwarcie kanatu
wodnego w biatku B od poczatku ztoZenia kompleksu w btonie moze mie¢ miejsce. To z
kolei moze ttumaczy¢ heterogenna populacje przetrwalnikow z mutacjami w pozycji P324
w biatku A, ktére wykazujg czgsciowe uwodnienie rdzenia, jeszcze przed wlasciwag

inicjacjg kietkowania w analizach.
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Skoro mutacje punktowe w obrebie pojedynczych genow operonu gerA indukuja mutacje
w innych genach operonu, kwestia szczepu BZBMO1 posiadajacego znaczniki biatkowe do
immunodetekcji poszczegdlnych bialek kodowanych w tym operonie moze zostaé lepiej
zrozumiana. Do utworzenia dziatajacego kompleksu GerA, wszystkie trzy bialtka
kodowane przez operon musza pozostawia¢ w kontakcie. Poniewaz doktadne powierzchnie
interakcji jak rowniez ich charakter nie sg jeszcze znane, niewykluczone, ze modyfikacje
zaproponowane w szczepie BZBMO1 zaburzaja mozliwos¢ oddzialywania tych trzech

biatek, a tym samym skuteczng transdukcj¢ sygnatu po rozpoczgciu kietkowania.

Kolejnym aspektem poruszonym w tej pracy byt zwigzek migdzy ekspresja gendw operonu
gerA a dzialaniem receptora. Informacje na temat transkrypcji operonu gerA i jego
translacji sa jeszcze bardziej ograniczone niz dane strukturalne na temat biatek tworzacych
kompleks receptora. Operon gerA obejmuje sekwencje genow gerAA, gerAB i gerAC. Do
tej pory rozpoznany zostal jeden promotor na poczatku operonu. Na temat terminatorow
transkrypcji brak konkretnych danych w literaturze. Zgodnie z podstawowym znaczeniem
pojecia ,,operon”, jest to sekwencja gendw, potozonych blisko siebie i podlegajacych
wspolnej regulacji, zarOwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji (Jacob & Monod,
1961). Takie postrzeganie genow zorganizowanych w operonie sugeruje, ze w wyniku ich
transkrypcji powstaje pojedyncza czasteczka policistronowego mRNA, z ktorej, w
procesie translacji, powstaja stechiometryczne ilosci bialek. Wyniki analizy ekspresji
genow operonu gerA przedstawione w niniejszej rozprawie pokazuja, ze poziom
transkryptu dla poszczegdlnych gendéw operonu rozni si¢. O ile zrdéznicowany poziom
ekspresji gendéw w szczepach BAG17, P324S i P324G moze by¢ wytlumaczony faktem
rozbicia natywnego operonu na dwa rozne loci, réznice pomiedzy ekspresja genow
operonu w szczepach, ktore posiadaja go w oryginalnym locus, jest sprzeczny z

oczekiwaniami.

Dotychczasowe badania na temat ilo$ci bialek receptora GerA moéwia, ze s3 to biatka
nieliczne w proteomie przetrwalnika (Stewart & Setlow, 2013). Ilosci biatek A i1 C zostaty
okreslone na podobnym poziomie. Ze wzgledu na problemy w identyfikacji biatka B,
okreslenie stechiometrii catego kompleksu bylo utrudnione. Stad czgsto przyjmowane w
badaniach zalozenie, ze stosunek bialek w kompleksie GerA to 1:1:1. Analizujac
przedstawione tu wyniki ekspresji gendow, ci¢zko jest odnalez¢ podstawe do takiego
zatozenia. Pochylajac si¢ nad zagadnieniem transkrypcji gendOw operonu i powigzaniu tego

procesu z powstaniem biatek, nalezy pamigtaé, ze bakterie wyksztalcity szereg
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mechanizmow, dzigki ktérym proces syntezy takich biatek zachodzi w sposob efektywny i

bez strat energetycznych dla komorki.

Operon to sekwencja genéw, ktore koduja biatka powigzane ze sobg funkcjonalnie. Moze
to dotyczy¢ albo uczestniczenia w tym samym szlaku metabolicznym (De Daruvar et al.,
2002; Rogozin et al., 2002) albo wspottworzenia komplekséw biatkowych, np. receptor
kietkowania GerA u B. subtilis. Skladanie kompleksow bialkowych wigze si¢ z
sekwencyjnym faldowaniem si¢ poszczegdlnych elementow kompleksu lub nawet
wspoétzaleznoséci faldowania si¢ jednego polipeptydu od drugiego (Han et al., 2007;
Inanami et al., 2014; Liu et al., 2019; Liutkute et al., 2020). Jednoczesna translacja
wszystkich biatek z policistronowego mRNA moglaby wprowadzi¢ duze obcigzenie dla
maszynerii molekularnej komorki (lub formujacej si¢ spory w przypadku operonu gerA).
Dlatego juz na poziomie transkrypcji obserwowane sga rdzne mechanizmy regulujace
powstawanie mRNA. Zatozenie, ze w przypadku operonu gerA mamy do czynienia z
pojedynczym, policistronowym mRNA, na razie nie ma potwierdzenia w badaniach.
Przedstawione tutaj wyniki analizy ekspresji pokazuja, ze ilo$¢ transkrypu dla
poszczegblnych gendow operonu jest rozna, a to z kolei moze sugerowaé, ze transkrypcja
dla tego operonu nie jest rownocenna dla wszystkich trzech gendéw. Zrdznicowanie
poziomu transkryptu poszczegdlnych gendw w operonie moze zaj$¢ dzieki wystgpowaniu
wewnetrznych promotoréw lub innych sekwencji inicjujacych transkrypcje niezaleznie od
pierwszego promotora (Huang P. et al., 2007; Kobayashi H. et al., 2007; Wang Y. et al.,
2021). W przypadku operonu gerA nalezy réwniez pamietac, ze geny nachodza na siebie.
Cho¢ nakfadanie si¢ genéw w operonach, w ujeciu ewolucyjnym, uwazane jest za
naturalng plastyczno$¢ genomu, ktora niekoniecznie musiata by¢ zawsze obecna (Huvet &
Stumpf, 2014), jesli wystepuje, moze peti¢ funkcje regulatorowa, np. poprzez
modulowanie procesu transkrypcji w kierunku powstania transkryptéw o réznej dlugosci,
zaleznie od zapotrzebowania na dane biatko. Aby zweryfikowa¢ t¢ hipotezg, nalezatoby
przeanalizowa¢ sekwencje operonu gerA pod katem konsensusowych sekwencji

regulatorowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem fragmentow naktadajacych si¢ genow.

Kolejnym aspektem, ktory moze miec istotne znaczenie dla regulacji transkrypcji operonu
gerA jest jego genetyczne otoczenie, zar6wno na nici kodujacej, jak i komplementarne;.
Zgodnie z oznaczeniem w bazie danych SubtiWiki, na nici komplementarnej do tej
kodujace; geny operonu gerA, znajduje si¢ transkrypt S1275. Jest to
niescharakteryzowany, dtugi (2,6kpz) fragment poprzedzajacego go biatka LiaR, nie
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poddany translacji (3° UTR). Sam transkrypt S1275 jest skierowany w przeciwng stron¢ do
operonu gerA i swoja dlugosciag obejmuje gerAC, gerAB i koniec gerAA. Cho¢ nie
dysponujemy zadnymi danymi na temat potencjalnego biatka kodowanego przez S1275, to
wilasnie RNA moze tutaj odgrywac¢ kluczowa role. Sposobem na modulacje procesu
transkrypcji u bakterii sg rowniez czasteczki RNA, ktore moga wystepowac jako fragment
gotowego juz mRNA (np. riboswitch), moga aktywnie kontrolowaé proces zachodzacy w
innym miejscu na chromosomie lub nakladajg si¢ z danymi genami, poniewaz s3
kodowane na nici komplementarnej (asRNA, ang. cis-encoded antisense RNA) (Sesto et
al., 2013). Dziatanie asRNA skutkuje kontrolg transkrypcji genu komplementarnego,
kontrolg stabilnosci mRNA lub kontrolg rozpoczgcia translacji. Dziatanie regulatorowe
czasteczek RNA moze obejmowac zardwno pojedyncze geny, jak i cale operony lub nawet
sgsiadujace ze sobg fragmenty operonow. Z tego wzgledu otoczenie genetyczne operonu
gerA moze istotnie wptywaé na proces transkrypcji tych gendw. Zaréwno sekwencje na
nici kodujacej flankujace operon, jak i caly fragment komplementarny na nici
antysensownej powinny by¢ doktadnie przeanalizowane pod katem mozliwych czasteczek
RNA, ktére moglyby, np. jako fizyczna przeszkoda, kontrolowaé proces transkrypcji

trzech gen6w operonu gerA.

Transkrypcja genéw operonu wystepujacego w jednym locus na chromosomie
niewatpliwie podlega kontroli w wielu wymienionych powyzej aspektach. W przypadku
szczepow uzytych w tej rozprawie (BAGL7, P324S, P324G) operon gerA zostal
rozdzielony do dwoch oddzielnych loci (amyE::gerAA, thrC::gerABAC). W trakcie
formowania si¢ przetrwalnika, po utworzeniu asymetrycznej przegrody podziatowej, okoto
1/3 chromosomu (od strony oriC) zostaje upakowana w presporze (Chary et al., 2006). W
obszarze tym znajduje si¢ m.in. locus amyE (Ryc.24). W trakcie sporulacji ma miejsce
aktywacja transkrypcji zaleznie od przedziatu komoérkowego. Wowcezas ten obszar
chromosomu, ktory zostaje juz upakowany w presporze, zostaje poddawany ekspresji. W
sytuacji, gdy geny operonu wystepuja w jednym locus, czas przeznaczony na ich ekspresje
jest taki sam, poniewaz rozpoczyna si¢ w tym samym momencie (przeniesienie do
prespory). Daje to szans¢ na uzyskanie optymalnych ilosci bialek do stworzenia
funkcjonalnych kompleksow. W przypadku, gdy geny operonu rozdzielone sa na dwa loci,
ktore w roznym czasie trafiajag do prespory, ich transkrypcja nie jest uruchamiana w tym
samym momencie. Nieskoordynowanie transkrypcji genéw operonu moze doprowadzi¢ do

nierownej syntezy mRNA poszczegdlnych genéw. W przypadku szczepdéw uzytych w tej
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pracy, do prespory najpierw trafia gen gerAA z locus amyE, a dopiero p6zniej geny gerAB
i gerAC z locus thrC. Moze to skutkowa¢ wigksza syntezg GerAA (ze wzgledu na dluzsza
obecnos¢ w presporze) niz GerAB i1 GerAC, ktorych geny pdzniej zostaja poddane
transkrypcji. W tej sytuacji nadmiar biatka A w stosunku do biatek B i C moze prowadzi¢
albo do utworzenia mniejszej ilosci funkcjonalnych komplekséw GerA albo catkowicie
zaburzy¢ ich formowanie, co z kolei powinno by¢ obserwowane jako zmiany w poziomie
kietkowania przetrwalnikow. Jednak, zeby jednoznacznie moc oceni¢ taka hipoteze

potrzebna jest wydajna metoda detekcji i iloSciowego opisania biatek kompleksu GerA.

amykE (327)

oriC

gerK
gerB (420-23)
(3688-90)

thrC (3314)

Rycina 24. Schematyczne przedstawienie genomu B. subtilis. Linig koloru pomaranczowego zostata
oddzielona ta cze$¢ chromosomu, ktéra zostaje w pierwszej kolejnosci upakowana do formujgcej sie prespory
i aktywowana w transkrypcji. Kolorem niebieskim zaznaczono pozycje operonéw receptoréw kietkowania
(gerA, gerB, gerK). Kolorem czarnym zaznaczono loci thrC i amyE. W nawiasach podano pozycje
poszczegdlnych gendéw na chromosomie. Opracowanie wiasne na podstawie (Kunst et al., 1997).

Sama ilo§¢ powstalego mRNA po transkrypcji nie gwarantuje, Ze rownowazna ilos$¢ biatek
powstaje w procesie translacji. Bakterie wyksztalcity proces programowego rozkladu
MRNA (Dar & Sorek, 2018). Proces ten moze stluzy¢ powstaniu niestechiometryczne;j
ilosci transkryptéw z jednego operonu, np. jesli w kompleksie potrzebny jest nadmiar
jednego z bialek. Wowczas, okreslone fragmenty mRNA sg chronione przed zniszczeniem,
wigc pozostaje tylko taka ilo$¢, ktora ulegnie translacji. Badanie nad genetyka operonéw i

biatek w nich kodowanych pokazuja, ze kluczowym etapem kontroli ekspresji gendéw
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zorganizowanych w operonach jest etap translacji (Quax et al., 2013). Ten aspekt badan
nad biatkami kompleksu GerA do tej pory nie zostal poruszony. Odpowiedz na pytanie czy
w tym wypadku zachodzi tzw. sprzezenie translacyjne (ang. translational coupling), czyli
rybosom przylacza si¢ raz do mRNA 1 kolejno odczytuje kolejne cistrony, czy tez
wystepuja na transkrypcie wewnetrzne sekwencje translacyjne lub odpowiednie sekwencje
Shine-Dalgarno/anty-Shine-Dalgarno (Li G.W. et al., 2012), ktore moga regulowac
wydajno$¢ translacji i modulowac caly proces, mogtaby dostarczy¢ cennych informacji dla
dalszych badan strukturalnych, np. przy opracowywaniu sposobow nadprodukcji tych

biatek poza natywnym srodowiskiem.

Biorgc pod uwage mozliwe okolicznosci syntezy biatek kompleksu GerA, mozna
przypuszczaé, ze zardwno transkrypcja gendéw operonu, jak i translacja muszg zachodzic¢
szybko 1 wydajnie, bez wielu etapéw posrednich. Poniewaz s3 to bialka nieliczne w
proteomie, tworzace razem kompleks, translacja 1 jego sktadanie powinno odbywac si¢ jak
najblizej; wewnetrznej blony przetrwalnika. By¢ moze optymalna ilo$¢ transkryptu,
zabezpieczona przed degradacja, trafia juz do wlasciwego miejsca sktadania kompleksu.
Obecnos¢ btony i kotranslacja kolejnych polipeptydow moze pomagaé w ich faldowaniu i
przybieraniu odpowiednich konformacji do zlozenia kompleksu GerA — biatka B jako
receptora ligandu z zamknigtym kanatlem wodnym, sgsiadujagcym biatkiem A w formie
nieaktywnej 1 biatka C, ktore by¢ moze cze$ciowo zamyka 1 stabilizuje kompleks od strony

kory.

Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki dostarczajg kolejnych danych poglebiajacych
wiedze na temat dziatania catego kompleksu GerA. Wyniki mutagenezy pozycji P324 w
biatku A wpisuja si¢ w opublikowane dane innych zespotow, pokazujac, ze petla z ta
pozycja jest istotna dla funkcjonowania catego kompleksu. Dalsze badania nad
wspomnianym fragmentem biatka A moga przyczyni¢ si¢ do poznania istoty interakcji
bialek A 1 B. Wyniki analiz ekspresji genéw operonu gerA pokazuja, ze poziom
transkrypcji i translacji tych gendéw to zlozony uklad badawczy. Przedstawiona tutaj
analiza nie byla w stanie rozr6zni¢ transkryptéw z nici kodujacej 1 komplementarnej, przez
co mozna bylo obserwowa¢ prawdopodobne zawyzenie sygnalu w przypadku gerAB i
gerAC. Niemniej, poznanie mechanizméw nadzorujacych te procesy i zmierzenie ilo$ci
powstatego transkryptu oraz biatek znaczaco przyczyni si¢ do poznania rowniez innych

receptorow kietkowania.
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5. Materiaty

Escherichia coli

5.1 Szczepy bakteryjne i plazmidy

szczep/plazmid

genotyp/opis

zrodlo

DH5a supE44 AlacU169 (placZAM15) hsdR17 recAl endAl | (Hanahan, 1983)
gyrA96 thi-1 relAl kolekcja ZBM
pDG268 Amp" Cm’ kolekcja ZBM
pBESTS501 Amp" Nm' (ltayaetal.,
1989) kolekcja
ZBM
pEZBMO1 0,5kpz fragment obejmujacy yzF, citG; Amp" Nm' ta praca
pPEZBMO02 0,5kpz fragment obejmujacy yzF, citG; Amp" Cm’ ta praca
pEZBMO3 4kbz fragment obejmujacy yzF, citG, operon gerA z ta praca
rejonem promotorowym; Amp" Cm'
pEZBMO04 4,5kpz fragment obejmujacy yzF, citG, operon gerA z ta praca
rejonem promotorowym, znacznik cMyc i fragment
liaR; Amp™ Cm’
pEZBMO05 5,2kpz fragment obejmujacy yzF, citG, operon gerA z ta praca
sekwencjami znacznikow FLAG, HA, cMyc, rejon
promotorowi gerA i fragment liaR; Amp" Cm'
pDL (ECE144) amyE’-‘amyE bgaB; Amp" Cm’ (Yuan & Wong,
1995) kolekcja
ZBM
pAG102 amyE’ " Pgera-gerAA(WT) amyE; Amp'Cm’ kolekcja ZBM
(EAG102)
pMHP324A amyE’Pgyerp-gerAA(P324A) 'amyE; Amp'Cm' ta praca
PMHP324S amyE’ " Pyera-gerAA(P324S) amyE; Amp'Cm’ ta praca
pMHP324G amyE " Pyera-gerAA(P324G) amyE; Amp'Cm' ta praca
pPMHP324F amyE "Pyera-gerAA(P324F) ‘amyE; Amp'Cm' ta praca
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Bacillus subtilis

szczep genotyp/opis zrédlo
168 trpC2 (Kunst et al.,
1997) kolekcja
ZBM
PY79 prototrof SPp* (Schroeder &
Simmons, 2013)
kolekcja ZBM
BAG13 168 AgerA; Neo' kolekcja ZBM
BZBMO01 BAG13 transformowany pEZBMO05 zawierajacym ta praca
sekwencj¢ operonu gerA zawierajaca geny z
dodanymi sekwencjami znacznikow FLAG, HA,
cMyc; Neo'Cm'
BAG14 168 AgerA thrC::gerAB-gerAC; Neo'Erm’ kolekcja ZBM
BAG17 BAG14 transformowany pAG102; kolekcja ZBM
168 AgerA thrC::gerAB-gerAC amyE::gerAA(WT);
Neo' Erm'Cm'
BMHP324A BAG14 transformowany pMHP324A,; ta praca
168 AgerA thrC::gerAB-gerAC amyE::gerAA(P324A)
Neo'Erm'Cm'
BMHP324S BAG14 transformowany pMHP324S; ta praca
168 AgerA thrC::gerAB-gerAC amyE::gerAA(P324S)
Neo'Erm'Cm'
BMHP324G BAG14 transformowany pMHP324G; ta praca
168 AgerA thrC::gerAB-gerAC amyE::gerAA(P324G)
Neo' Erm'Cm'
BMHP324F BAG14 transformowany pMHP324F; ta praca
168 AgerA thrC::gerAB-gerAC amyE::gerAA(P324F)
Neo' Erm'Cm'
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5.2 Pozywki do hodowli bakterii 1 potrzebne roztwory

LB (Lysogeny Broth)

1% (w/v) pepton, 1% (w/v) NaCl, 0.5% (w/v) ekstrakt drozdzowy

LA (Lysogeny Agar)

1% (w/v) pepton, 1% (w/v) NaCl, 0.5% (w/v) ekstrakt drozdzowy, 2% (w/v) agar

PozywKki do transformacji Bacillus subtilis
MSM (Minimal Salt Medium): 0,5% glukoza, 0,02% hydrolizat kazeiny (Casamino

acids), 14pg/ml tryptofan, 2,2pg/ml cytrynian zelazowo-amonowy, 1x roztwoér soli
MSM

pozywka ..glodzaca”: 0,5% glukoza, 1x roztwor soli MSM

5x roztwor soli MSM: 10g/L (NH4)2SO4, 70g/L KoHPO4, 30g/L KH2PO4, 5g/L
cytrynian trisodowy, 1g/L MgSQO4+7H20

Pozywka sporulacyjna DSM (Difco Sporulation Medium)
0,8% NB (Nutrient Broth), 0,1% KCI, ImM MgSO4, 0,5mM NaOH, 1mM CaCly,
0,01mM MnCly, 1uM FeSO4

Pozywki uzyte w analizie ekspresji genow

pozywka wzrostowa (100ml): 94ml roztworu CHI+II, 5ml roztworu CHIII, 0,2ml

roztworu CHIV, 1ml roztworu CHV

pozywka sporulacyjna (100ml): 0,2ml roztworu A, 1ml roztworu B, 4ml roztworu

C, 1ml roztworu D, 4ml roztworu E, 1ml roztworu CHV

roztwor CHIHII: 10g/L hydrolizat kazeiny, 3,68g/L kwas L-glutaminowy, 1,25g/L
L-alanina, 1,39g/L L-asparagina, 1,36g/L KH2POs4, 1,34g/L NH4CI, 0,11g/L
Na2S04, 0,1g/L NH4NOs, 1mg/L FeCl3*6H.0; pH 7

roztwor CHIII: 1,98g/L MgSO4+7H-0, 0,04% (w/v) CaCl;

roztwor CHIV: 1,1% MnSQO4+4H,0

roztwor CHV: 1% tryptofan

roztwor A: 0,1% FeClz*6H20, 0,8% MgCl2*6H20, 2% MnCl2+4H>0

roztwor B: 5,4% NH4Cl, 1,1% NazSOs4, 0,7% KH2PO4, 1% NHsNO3

roztwér C: 10% kwas L-glutaminowy, pH 7
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roztwor D: 0,1M CaCl;
roztwér E: 1M MgSO4+7H20

PozywkKi i roztwory do przygotowania komérek kompetentnych

Pozywka SOB (Super Optimal Broth): 2% pepton, 0,5% ekstrakt drozdzowy,
10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCl2+6H20, 10mM MgSO4+7H20, pH 6,7-7
roztwér TB: 10mM PIPES, 55mM MnCl2+4H20, 15mM CaClz, 250mM KClI, pH
6,7

roztwor 50mM CaCly

Roztwory do analiz kielkowania przetrwalnikéw

L-alanina: 10mM/5mM/1mM L-alanina (w zaleznosci od reakcji), 10mM Tris-HCI
lub 25mM HEPES, pH 7,5

D-alanina: 10mM/5mM/1mM D-alanina (w zaleznosci od reakcji), 10mM Tris-HCI
lub 25mM HEPES, pH 7,5

L-walina: 10mM/5mM/1mM L-walina (w zalezno$ci od reakcji), 10mM Tris-HCI
lub 25mM HEPES, pH 7,5

AGFK: 3,3mM L-aspragina, 5,6mM D-glukoza, 5,6mM D-fruktoza, 10mM KClI,
10mM Tris-HCI, pH 7,5

dodecylamina: 1mM roztwor dodecylaminy w etanolu
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5.3 Startery i sondy do reakcji PCR

Nazwa Sekwencja 5°— 3’ Uwagi
CitG-up TTATAAGCTTGCTACCACTTCGTTCATG konstrukcja
pEZBMO1
CitG-dn TTAAGCATGCCATTAGATCATTTGAACAGC konstrukcja
pEZBMO1
gerAA-up | TTAAGGATCCCACGATTTCGGCGAACAG amplifikacja
operonu gerA
gerAA-dn | AATAGGTACCTTATTTGTTTGCGCCTTTCG amplifikacja
operonu gerA
gerAA- CCTAACGAGACAAACGAG wykrywanie
FLAG_ spr- znacznika FLAG
up
gerAA- TTGTCATCATCATCTTTATAA wykrywanie
FLAG_spr- znacznika FLAG
dn
gerAB- ACAAGCATGGTGATTATC wykrywanie
HA_spr-up znacznika HA
gerAB- CATAATCTGGAACATCATAC wykrywanie
HA spr-dn znacznika HA
gerAC- AACGAGGTCAGAATTCATTATC wykrywanie
Myc_spr- znacznika cMyc
up
gerAC- TCGCTGATCAATTTCTGTTC wykrywanie
Myc_spr- znacznika cMyc
dn
P324A-f GAAAACGTGGCATTCCCTCCGATATTTGAAGC substytucja P324A
P324A-r GCTTCAAATATCGGAGGGAATGCCACGTTTTC substytucja P324A
P3245-f GAAAACGTGAGCTTCCCTCCGATATTTGAAGC substytucja P324S
P324S-r GCTTCAAATATCGGAGGGAAGCTCACGTTTTC substytucja P324S
P324G-f GAAAACGTGGGCTTCCCTCCGATATTTGAAGC substytucja P324G
P324G-r | GCTTCAAATATCGGAGGGAAGCCCACGTTTTC substytucja P324G
P324F-f GAAAACGTGTTCTTCCCTCCGATATTTGAAGC substytucja P324F
P324F-r GCTTCAAATATCGGAGGGAAGAACACGTTTTC substytucja P324F
sekw1 TTGATAATAAGGGTAACTATTGC powielania gerAA
po mutagenezie do
sekwencjonowania
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sekw?2 GATAACACATTCATAATTATTCCC powielania gerAA
po mutagenezie do
sekwencjonowania
GerAA-F | GACAGTTCACCATTTGTG reakcja qPCR
GerAA-R | CGGATAAGAGATGCTGAA reakcja qPCR
GerAB-F | GCCGGACTTTTAACATTG reakcja qPCR
GerAB-R | GAGCGTGTTTAAATAAATGAAG reakcja gPCR
GerAC-F | GTCTCATTCTGCTTTCCA reakcja gPCR
GerAC-R | GGTGATAAAGACGTAGGAA reakcja gPCR
sigA-up GGAAGATGTGCTTGATAC reakcja QPCR
sigA-dn CTCTCGTTACTCCAAATAC reakcja QPCR
SigA 6-FAM-TTGCCGACCTCTTCTAATGTTCTTGTA- sonda do sigA
BHQ-1
GerAA Tet-TCCAGCGTTCATAGTAGTCATCCG-BHQ-1 sonda do gerAA
GerAB TexasRed-CGCTGACCACTAAGGCTAATACG-BHQ-2 | sonda do gerAB
GerAC Cy5-TCCTCCTTGTTCCGTTGTCTCTG-BHQ-2 sonda do gerAC

5.4 Odczynniki do reakcji PCR i gPCR

e polimerazy:
DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific™)
Polimeraza MARATHON (A&A Biotechnology)
Polimeraza Phanta® Max Super-Fidelity (Vazyme Biotech)
Mieszanina reakcyjna do qPCR - SensiFAST Probe No-ROX kit (Meridian
Bioscience)
e inne skladniki reakc;ji:
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Thermo Scientific)
woda wolna od nukleaz (Thermo Scientific)
e gotowe zestawy:
Zestaw do izolacji DNA plazmidowego PureYield™ Plasmid Miniprep System
(Promega)
Zestaw do izolacji DNA genomowego GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit
(Merck)
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Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych Wizard® SV Gel and
PCR Clean-up System (Promega)

Zestaw do izolacji RNA GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific)
Zestaw do odwrotnej transkrypcji Prime Script™ RT reagent Kit with gDNA
Eraser Perfect Real Time (TaKaRa)

5.5 Pozostate odczynnki

e antybiotyki: ampicylina, neomycyna, chloramfenikol, kanamycyna (Merck)

e enzymy: Hindlll, Sphl, BamHI, Kpnl, Bglll, BpulOl, EcoRlI, Scal, Dpnl, Sapl,
ligaza DNA faga T4 (Thermo Scientific), lizozym, proteinaza K (Merck)

e inne: Histodenz™ (Merck), Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega), Poli-L-
lizyna, sze$§ciowodny chlorek terbu (III) (Merck); wszystkie sktadniki pozywek i

roztwordéw pochodzity z firmy Merck

83



6. Metody

6.1 Izolacja kwasow nukleinowych

Izolacja DNA plazmidowego

Plazmidowy DNA z komorek bakteryjnych E. coli byt izolowany z wykorzystaniem
gotowego zestawu odczynnikéow PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega),
zgodnie z instrukcja producenta. Najpierw przygotowywany byt lizat z 3ml nocnej hodowli
ptynnej bakterii, ktory nastepnie byl przepuszczany przez kolumienke zawierajaca ztoze
krzemionkowe, wigzace plazmidowy DNA. Potem nastgpowato ptukanie zloza
dedykowanymi temu roztworami, aby na koniec eluowa¢ DNA z kolumienki 50ul jatowe;j
wody. Stezenie otrzymanego preparatu bylo sprawdzane spektrofotometrycznie
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific) przez pomiar absorbancji probki przy dlugosci fali
swietlnej A=260 nm. Wyizolowane probki byly przechowywane w -20°C.

Izolacja DNA genomowego

Genomowy DNA z komorek bakteryjnych Bacillus subtilis byl izolowany z
wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikéw GenElute™ Bacterial Genomic DNA
Kit (Merck). Najpierw przygotowywany byt lizat z 3ml nocnej hodowli ptynnej bakterii.
W tym celu zawiesina komoérek byta najpierw poddawana dzialaniu lizozymu (45°, 37°C).
Nastepnie traktowano ja wlasciwym roztworem lizujacym, RNaza A i proteinaza K. Tak
przygotowany lizat byl przepuszczany przez kolumienke ze zlozem krzemionkowym.
Kolejno nastepowato ptukanie ztoza dedykowanymi roztworami i1 elucja DNA z
kolumienki 200ul jatowej wody. Stezenie otrzymanego preparatu bylo sprawdzane
spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) przez pomiar absorbancji
probki przy dlugosci fali swietlnej A=260 nm. Wyizolowane probki byty przechowywane
w -20°C.

Izolacja catkowitego RNA

Catkowity RNA =z komorek bakteryjnych Bacillus subtilis byt izolowany z
wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikow GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
Scientific), zgodnie z instrukcja producenta. Najpierw przygotowywany byt lizat z 3ml

hodowli plynnej bakterii, z uzyciem buforu lizujacego suplementowanego DTT. Nastgpnie
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uzyskany lizat byl przepuszczany przez kolumienke ze ztozem krzemionkowym. Potem
nastgpowato ptukanie ztoza dedykowanymi temu roztworami, aby na koniec eluowaé¢ RNA
z kolumienki 100ul jatowej wody wolnej od nukleaz. Stezenie otrzymanego preparatu byto
sprawdzane spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) przez pomiar
absorbancji probki przy dlugosci fali $wietlnej A=260 nm. Wyizolowane probki byty
przechowywane w -20°C.

6.2 Przygotowanie komorek kompetentnych 1 superkompetentnych

Komoérki kompetentne

Bakterie E. coli szczepu DH5a byly hodowane w hodowlach ptynnych w pozywce LB
przez noc w lazni wodnej z wytrzasaniem w temperaturze 37°C. Nastgpnego dnia
przenoszono 1ml hodowli nocnej do 99ml $wiezej pozywki LB. Odmtodzona hodowla
byta inkubowana w tych samych warunkach do uzyskania gestosci optycznej ODgoo=0,5.
Nastepnie bakterie schtadzano przez 20 minut w lodzie. Potem porcjami schtodzone
hodowle przenoszono do jatowej 50ml plastikowej probowki i osadzano przez wirowanie
(5000 obr./min.; Smin; 4°C; Sigma; rotor 11192). Supernatant usuwano, a osad bakteryjny
zostal zawieszony w 50ml schtodzonego jatowego roztworu 50mM CaCl,. Calos¢ byta
inkubowana w lodzie przez 30min i ponownie wirowana w tych samych warunkach. Po
usunieciu supernatantu osad zawieszano w 7ml 50mM CaCl, i pozostawiano na noc w
temperaturze 4°C. Nastgpnego dnia do bakterii dodawano 1,5ml jatowego 50% (v/v)
roztworu glicerolu, delikatnie mieszano zawiesing i porcjowano po 100ul do jatowych
1,5ml plastikowych proboéwek. Probki byty mrozone w cieklym azocie 1 przechowywane w

temperaturze -80°C.

Komérki kompetentne byty wykorzystywane do transformacji gotowymi plazmidami w

celu propagacji wektoréw.

Komorki superkompetentne

Bakterie E. coli szczepu DH5a byty hodowane w hodowlach ptynnych w pozywce SOB
przez noc w lazni wodnej z wytrzagsaniem w temperaturze 30°C. Nastgpnego dnia
przenoszono 1ml hodowli nocnej do 99ml $wiezej pozywki SOB. Odmtodzona hodowla
byta inkubowana w tych samych warunkach do uzyskania gestosci optycznej ODgoo=0,6.

Nastepnie bakterie schtadzano przez 10 minut w lodzie. Potem schiodzone hodowle
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przenoszono do jalowej 50ml plastikowej probowki i osadzano przez wirowanie (5000
obr./min.; Smin; 4°C; Sigma; rotor 11192). Supernatant usuwano, a osad bakteryjny zostat
delikatnie zawieszony w 80ml schlodzonego jatowego roztworu TB. Cato$¢ byla
inkubowana w lodzie przez 10 minut i ponownie wirowana w tych samych warunkach. Po
usuni¢ciu supernatantu osad zawieszano W 20ml schtodzonego roztworu TB. Do tak
przygotowanych zawiesin bakteryjnych dodawano DMSO, tak aby stanowil 7% stezenia
koncowego. Probki inkubowano przez 10 minut w lodzie. Nastepnie porcjowano je po
100ul do jatlowych plastikowych probowek 1,5ml. Probki byty mrozone w ciektym azocie i

przechowywane w temperaturze -80°C.

Komorki superkompetentne byly uzywane do transformowania mieszaninami po

klonowaniu DNA.

6.3 Transformacja bakterii

E. coli — metoda szoku cieplnego

Porcja komoérek kompetentnych lub superkompetentnych E. coli przeznaczona do
transformacji byta najpierw rozmrazana na lodzie, po czym dodawano do niej okoto 100
ng plazmidowego DNA (w przypadku transformacji po klonowaniu DNA zazwyczaj
uzywano catej objetosci mieszaniny reakcyjnej). Mieszaning inkubowano na lodzie przez
godzing, po czym poddawano trzyminutowemu szokowi cieplnemu w temperaturze 42°C
w termobloku. Nastgpnie bakterie byty wstawiane na 3 minuty do lodu. Po tym czasie
zawieszano je w 1ml cieptej pozywki LB i inkubowano przez godzing w termomikserze
(37°C; 800 obr./min.; Eppendorf). Uzyskang hodowl¢ wirowano (1500g; 5min; Sigma;
rotor 12134). Prawie caly supernatant usuwano, zostawiajagc okoto 100ul, w ktorych
zawieszano komorki bakterii i wysiewano je na plytke z pozywka LA, zawierajaca
antybiotyk bedacy czynnikiem selekcyjnym odpowiednim dla wykorzystywanego
plazmidu. Plytki inkubowano przez noc w cieplarce w temperaturze 37°C. Nastepnego
dnia kilka losowo wybranych kolonii przesiewano na nowg ptytke¢ z pozywka zawierajacg
antybiotyk. Jako kontrolg dla catego procesu wykorzystywano komorki kompetentne, do
ktorych nie dodawano porcji DNA, ale wysiewano na koniec na podtoza z antybiotykiem

selekcyjnym i bez niego.
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B. subtilis

Bakterie B. subtilis wybranego szczepu byly hodowane w 5ml pozywki MSM przez noc w
tazni wodnej z wytrzasaniem w temperaturze 37°C. Nastepnego dnia 0,5ml hodowli nocnej
przenoszono do 4,5ml swiezej pozywki MSM. Odmtodzona hodowla byta prowadzona w
tych samych warunkach przez 3 godziny. Nast¢pnie hodowla ta byla rozcienczana 1:1 w
ogrzanej pozywce ,,glodzacej”. Inkubacja byta kontynuowana przez kolejne 2 godziny, w
takich samych warunkach. Po tym czasie, do hodowli bakteryjnej dodawano plazmidowy
DNA w stosunku: okoto 1ug DNA plazmidowego do 100ul hodowli. Tak przygotowang
mieszaning w jatowych plastikowych probéwkach 1,5ml inkubowano przez 30 minut, w
warunkach jak do tej pory. W przypadku transformacji DNA plazmidowego, wcze$niej
nalezato przeprowadzi¢ linearyzacje wektora przez cigcie restrykcyjne enzymem
przecinajagcym DNA poza kasetg genetyczng, ktoéra miata by¢ transformowana do szczepu.
Po trzydziestominutowej inkubacji, zawiesing bakterii rozcienczano czterokrotnie w
cieplej pozywce LB 1 inkubowano przez 45 minut, w warunkach jak dotychczas. Po
zakonczonej inkubacji calg mieszaning wysiewano na plytke z pozywka LA, zawierajaca
antybiotyk bedacy czynnikiem selekcyjnym. Plytki inkubowano przez noc w cieplarce w
temperaturze 37°C. Nastepnego dnia kilka losowo wybranych kolonii przesiewano na
nowg plytke z pozywka zawierajaca antybiotyk. Kolonie, ktore wyrastaty po przesianiu,
byly testowane na obecno$¢ oczekiwanych konstruktéw genetycznych w analizach PCR

wykonywanych na ich DNA genomowym.

W niektérych przypadkach inkubacja ptytek po transformacji trwata 48h. Jako kontrole dla
catego procesu wykorzystywano komorki po inkubacji w pozywce ,,gtodzacej”, do ktorych
nie dodawano porcji DNA, ale wysiewano na koniec na podloza z antybiotykiem
selekcyjnym 1 bez niego (zgodnie z fenotypem szczepu, do ktérego wykonywano

transformacje).
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6.4 Procedury klonowania DNA przy tworzeniu szczepu BZBMO1 i
mutagenezie pozycji 324 biatka A

Konstrukcja szczepu BZBMO01

1. Procedurg rozpoczgto od powielenia fragmentu (ok. 0,5kpz) genomu B. subtilis 168,
znajdujacego si¢ powyzej operonu gerA w reakcji PCR ze starterami citG-up i citG-dn.
Powielony fragment posiadal na koncach miejsca restrykcyjne rozpoznawane przez
enzymy Hindlll i Sphl. Uzyskany fragment DNA i docelowy wektor (pBEST501)
poddawano trawieniu restrykcyjnemu wspomnianymi enzymami, a nastepnie ligacji. Na
koniec mieszaning ligacyjng transformowano komorki superkompetentne. Z uzyskanych

klonéw izolowano plazmid (pEZBMO1) do dalszych procedur.

2. W reakcji PCR z plazmidu pDG268 zostala powielona sekwencja genu oporno$ci na
chloramfenikol. Fragment ten posiadat na koficach miejsca restrykcyjne dla enzymow Sphl
i BamHI. Dzigki trawieniu tego fragmentu i plazmidu pEZBMO1 wspomnianymi
enzymami, mozna byto dokona¢ wymiany genu opornosci na neomycyn¢ z pEZBMOI1 na
gen opornosci na chloramfenikol. Jak poprzednio, mieszanina ligacyjna byta uzyta do
transformowania komoérek superkompetentnych. Z uzyskanych klonéw izolowano plazmid

(PEZBMO02) do dalszych procedur.

3. W reakcji PCR z genomowego DNA B. subtilis 168 zostata powielona sekwencja
operonu gerA, przy uzyciu starterow gerAA-up i gerAA-dn. Uzyskany produkt posiadat na
koncach miejsca restrykcyjne rozpoznawane przez BamHI i Kpnl. Trawienie produktu tej
reakcji PCR 1 plazmidu pEZBMO2 pozwolito na utworzenie plazmidu pEZBMO3,
zawierajacego sekwencje operonu gerA razem z fragmentem poprzedzajacym go w
genomie. Po transformacji komorek superkompetentnych mieszaning ligacyjna, izolowano

plazmid (pEZBMO03) z uzyskanych transformantow do dalszych procedur.

4. Sekwencja gerAC ze znacznikiem cMyc i nastepujacym po nim fragmencie liaR, zostata
zsyntezowana w firmie zewngtrznej. Zaprojektowany fragment posiadal na koncach
miejsca restrykcyjne dla enzyméw Bglll i Kpnl. Trawienie restrykcyjne tego fragmentu i
plazmidu pEZBMO3 pozwolito na dotaczenie pierwszego znacznika do operonu gerA. Jak

poprzednio, mieszanina ligacyjna byla uzyta do transformacji = komorek
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superkompetentnych. Z uzyskanych klondw izolowano plazmid (pEZBMO04) do dalszych

procedur.

5. Sekwencja gerAA-FLAG-gerAB-HA zostala zsyntezowana w firmie zewngtrzne;.
Zaprojektowany fragment posiadat na koncach miejsca restrykcyjne dla enzyméw BpulOl
1 Bglll. Trawienie restrykcyjne tego fragmentu i plazmidu pEZBMO04 pozwolito na
dotaczenie dwoch kolejnych znacznikow do operonu gerA. Jak w poprzednich etapach,
mieszanina ligacyjna byta uzyta do transformacji komorek superkompetentnych. Z

uzyskanych klonoéw izolowany byt plazmid pEZBMOS.

6. Plazmid pEZBMO05 byl uzyty do transformacji szczepu B. subtilis BAG13, zgodnie z
procedurg transformacji bakterii B. subtilis. Na drodze rekombinacji homologicznej
utworzona sekwencja operonu gerA, powigkszona o sekwencje znacznikow dla kazdego
genu w operonie, mogta by¢ wbudowana do genomu bakterii w natywnym locus gerA. Z
kloné6w uzyskanych po transformacji izolowano genomowy DNA (gotowy zestaw
odczynnikéw GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit, Merck), ktory wykorzystywano w
reakcji PCR ze starterami wykrywajacymi poszczegdlne znaczniki (gerAA-FLAG_spr-
up/dn, gerAB-HA spr-up/dn, gerAC-Myc_spr-up/dn). Szczep, w ktorym wykryto
sekwencje znacznikow, hodowano w pozywce sporulacyjnej do uzyskania przetrwalnikow,
ktoére nastgpnie oczyszczano metoda ,,wodng” lub poprzez wirowanie w gradiencie
HistoDenz™. Otrzymane przetrwalniki uzywano w analizie kietkowania przez pomiar

spadku gestosci optycznej w kuwetach spektrofotometrycznych.

Reakcje PCR w procesie konstrukcji szczepu BZBMO1 byly wykonywane z uzyciem
polimerazy Phanta® Max Super-Fidelity (Vazyme Biotech), w przypadku powielania
sekwencji uzywanych bezposrednio do klonowania lub polimerazy DreamTaq Green PCR
Master Mix (Thermo Scientific), w przypadku sprawdzania poprawno$ci utworzonych
konstruktow. Parametry reakcji byly ustalane zgodnie z zaleceniami producentow. Reakcje

PCR byly przeprowadzane w termocyklerze C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad).

Trawienie restrykcyjne: wszystkie parametry reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi

byly przeprowadzane zgodnie z zaleceniami producentow enzymow. Zazwyczaj byta to 1h
w 37°C. Po zakonczonej inkubacji produkty reakcji byly oczyszczane przy uzyciu zestawu

gotowych odczynnikéw Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega).
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Ligacja DNA: Oczyszczone fragmenty uzyskane po trawieniu restrykcyjnym poddawano
ligacji (ligaza DNA faga T4, Thermo Scientific) przez noc w 4°C. Stezenie sktadnikow w
reakcji byto zgodne z zaleceniami producenta. Wykorzystywano rézne stosunki molowe
insertu 1 wektora w reakcji ligacji (1:1, 2:1 lub 3:1). Po zakonczonej inkubacji,
nieoczyszczona mieszanina reakcyjna byta uzywana do transformacji superkompetentnych

komorek E. coli.

Mutageneza pozycji P324 w biatku A

1. Procedure¢ mutagenezy miejscowo-specyficznej rozpocze¢to od powielenia plazmidu
pAG102 w reakcjach PCR z parami starteréw zamierajacymi odpowiednie mutacje (P324-
flr, P324S-flr, P324G-f/r, P324F-fir). Do tej reakcji wykorzystano polimeraze
MARATHON (A&A Biotechnology). Parametry procedury zostalty dopasowane do
zalecen producenta: 93°C 60s, 35x[93°C 30s, 59°C 30s, 68°C 12min], 10°C; 0,25uM
dNTPs, 0,5uM starter F/R. 50ng DNA, 1U polimerazy.

2. Po zakonczeniu reakcji PCR nastgpowalo trawienie mieszaniny reakcyjnej enzymem
Dpnl przez 1h w 37°C (stezenia sktadnikdw zgodne z instrukcjami producenta). Po
zakonficzonej inkubacji mieszaning oczyszczano gotowym zestawem odczynnikow Wizard®
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega). Uzyskany produkt wprowadzono do
superkompetentnych komoérek E. coli na drodze transformacji. Po 24- lub 48-godzinnej
inkubacji w 37 °C uzyskiwano pojedyncze kolonie, ktore przesiewano na §wieze podioze z

antybiotykiem.

3. Z uzyskanych transformantow izolowano plazmidy, ktore wykorzystywano do reakcji
PCR, w ktorej powielano tylko fragment zawierajacy sekwencj¢ gerAA. Byla to reakcja z
wykorzystaniem polimerazy Phanta® Max Super-Fidelity (Vazyme Biotech) i pary
starterOw sekw1 i sekw2. Parametry procedury zostaly dopasowane do zalecen producenta:
95°C 30s, 35x[95°C 15s, 45°C 15s, 72°C 60s], 72°C 5min; 10°C; 0,25uM dNTPs, 0,5uM
starter F/R. 8ng DNA, 1U polimerazy. Uzyskany produkt oczyszczano za moca zestawu
odczynnikow Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) i wysylano do
sekwencjonowania. Plazmidy z potwierdzong mutacjg byly wprowadzane do szczepu
BAG14. Na drodze rekombinacji homologicznej gen zawierajacy mutacje mogt by¢
wprowadzony do locus amyE w chromosomie szczepu BAG14. Kolonie uzyskane po

transformacji przesiewano na §wieze podioze selekcyjne. Nastgpnie wybrane zaszczepiano
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do hodowli wzrostowych 1 sporulacyjnych, aby kolejno analizowaé¢ kietkowanie

uzyskiwanych przetrwalnikow.

6.5 Hodowle bakteryjne

Hodowle wzrostowe B. subtilis

Ptynne hodowle wzrostowe bakterii B. subtilis byly prowadzone w pozywce LB z

energicznym wytrzasaniem w 37°C.

W celu sprawdzenia czy analizowane konstrukty genetyczne nie wplywaja na wzrost
wegetatywny bakterii  B. subtilis, nocne hodowle plynne byly rozcienczane
dziesieciokrotnie w $wiezej pozywce LB i prowadzone w takich samych warunkach az do
osiggnigcia przez hodowle fazy stacjonarnej wzrostu (okoto 8 godzin). Co godzing

sprawdzano gesto$¢ optyczng, aby monitorowaé wzrost hodowli.

Hodowle sporulacyjne

Bakterie B. subtilis hodowano w hodowlach ptynnych w pozywce LB przez noc z
wytrzasaniem w temperaturze 37°C. Nastepnego dnia 0,1ml hodowli nocnej przenoszono
do 10ml $wiezej pozywki LB 1 kontynuowano hodowle przez 5 godzin w
dotychczasowych warunkach. Po wyznaczonym czasie, 0,25ml tej hodowli przenoszono
do 100ml cieptej pozywki DSM, bez antybiotykéw. Tak przygotowane hodowle

sporulacyjne prowadzono z energicznym wytrzasaniem w 37°C przez 48 godzin.

Hodowle sporulacyjne szczepow P324S, P324G, P324A i P324F zawsze byly prowadzone
rownolegle. Podobnie mialy miejsce hodowle szczepoéw kontrolnych (168, BAG17). Miato
to na celu zminimalizowanie réznic pojawiajacych si¢ pomiedzy kolejnymi preparatami.
Objetos¢ hodowli sporulacyjnych w przypadkéw szczepdéw do analiz kietkowania nie
przekraczala 100ml. Byla to obje¢tos¢ przy ktorej jako§¢ preparatu byla mozliwie
optymalna, a ilo§¢ przetrwalnikow pozwalala na wykonanie najwazniejszych analiz,

jeszcze bez utraty fenotypu spor.

Analizy mikroskopowe

Na szkietko podstawowe pokryte roztworem poli-L-lizyny naktadano 2ul hodowli
bakteryjnej lub zawiesiny przetrwalnikow. Obserwacje prowadzono z wykorzystaniem

mikroskopu $wietlnego MB300 z kontrastem fazowym (OPTA-TECH) przy powiekszeniu
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1000-krotnym. Analizy mikroskopowe byly prowadzone w miar¢ mozliwosci regularnie

przy analizie kazdego szczepu omawianego w tej pracy.

Obserwacje mikroskopowe prowadzonych hodowli miaty na celu ich kontrole jakosciowa
— zweryfikowanie czy modyfikacje genetyczne szczepdéw B. subtilis wptywajg na wzrost
wegetatywny bakterii oraz kontrole procesu sporulacji tych szczepow, zar6wno na etapie

tworzenia si¢ przetrwalnikoéw, jak i w trakcie ich oczyszczania.

6.6 Oczyszczanie przetrwalnikow

Metoda ,,wodna”

Po 48 godzinach hodowla sporulacyjna byla zwirowywana (8000g, 15min, 4°C; Sigma
6K15). Supernatant usuwano, a osad zawieszano w wodzie dejonizowanej. Procedure
wirowania i zawieszania osadu w $wiezej wodzie dejonizowanej powtarzano przez kolejne
10 dni, aby uzyska¢ preparat przetrwalnikow wolnych od pozostatosci komorkowych.

Oczyszczone przetrwalniki przechowywano w wodzie dejonizowanej w 4°C.

Wirowanie w gradiencie HistoDenz™ (Sanchez-Salas et al., 2011)

Po 48 godzinach hodowla sporulacyjna byta zwirowana (8000g, 15min, 4°C; Sigma
6K15). Supernatant usuwano, a osad zawieszano w wodzie dejonizowanej. Ptukanie woda
dejonizowang powtdrzono. Po drugim wirowaniu osad zawieszono w mniejszej objetosci
wody dejonizowanej. Nastepnie zawiesing przetrwalnikéw delikatnie nakladano pipeta
Pasteura na 50% roztwér HistoDenz™, zachowujac stosunek 1 objeto$¢ przetrwalnikow
do 10 objetosci HistoDenz™. Tak przygotowang mieszanine wirowano w 20°C przez 45
minut (13000g). W takich warunkach, w petni dojrzate przetrwalniki lokuja si¢ w osadzie
na dnie probowki, a przetrwalniki uwigzione w komorkach lub wszelkie pozostatosci
komérkowe pozostaja w gornej warstwie roztworu HistoDenz™ . Po wirowaniu, goérne
warstwy mieszaniny odrzucono, a osad z dna probowki trzykrotnie ptukano w Swiezej
wodzie dejonizowanej. Oczyszczone w ten sposob przetrwalniki przechowywano w

wodzie dejonizowanej w 4°C.
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6.7 Analizy kietkowania

Analizy kietkowania dla wszystkich badanych szczepdéw, w miare mozliwosci, byly
prowadzone roéwnolegle, tego samego dnia lub w przeciggu jednego tygodnia dla

preparatow otrzymanych w podobnym czasie.

Spadek gestosci optycznej

Analiza kietkowania przetrwalnikdw na podstawie obserwacji spadku gestosci optycznej
byla  przeprowadzana w  dwoch  wariantach: (1)  pomiar w  kuwetach

spektrofotometrycznych i (2) pomiar w ptytce 96-dotkowe;.

1. Pomiar w kuwetach spektrofotometrycznych — 1ml mieszaniny przetrwalnikow o ODsoo
1,0 (do kietkowania z pojedynczymi aminokwasami) lub ODsgo 1,5 (do kietkowania z
AGFK) byl aktywowany termicznie w 80°C przez 20min. Nastepnie mieszaning
odwirowywano (3min; 8000g), supernatant odrzucano, a osad zawieszano w 1ml
odpowiedniego germinantu. Cala zawiesing przenoszono do kuwety i rozpoczynano
pomiar przy dtugosci fali A=600 (spektrofotometr SmartSpec™ Plus, BioRad). Pomiedzy
pomiarami, kuweta z przetrwalnikami zabezpieczona folig uszczelniajaca (Parafilm ®M,
BemisCompany) byta inkubowana w cieplarce w 37°C. Pomiary gesto$ci optycznej byly
wykonywane przez 2h co 15min (analiza mutacji w pozycji P324) lub przez 5h w
nieregularnych odstepach czasu (analiza przetrwalnikow szczepu BZBMO1). Dla kazdego

z analizowanych szczepdw procedura byta powtarzana trzykrotnie.

Uzyskane wartosci gegstosci optycznej zostaty przeliczone jako procent ODeoo, gdzie 100%
stanowi pierwszy pomiar (T0) spadku gestosci optycznej. Wyniki zostaly przedstawione
jako wykres zalezno$ci spadku gestosci optycznej kietkujacych przetrwalnikéw od czasu.

Punkty na wykresie stanowig §rednig arytmetyczng z 3 powtdrzen dla danego szczepu.

2. Pomiar w plytce 96-dotkowej — Mieszanina przetrwalnikow o gestosci optycznej ODgoo
10 byta aktywowana termicznie w 80°C przez 20min. Tris-HCI (st¢zenie w reakcji: 10mM;
roztwor roboczy: 40mM) i1 woda dejonizowana zostaly umieszczone na ptytce przed
rozpoczeciem do$wiadczenia. Po zakonczonej aktywacji termicznej, S0ul przetrwalnikéw
umieszczano w odpowiednich dotkach. Na koniec, do mieszaniny reakcyjnej dodawano
20ul roztworu L-alaniny (st¢zenie w reakcji: 10mM; roztwor roboczy: 100mM). Pomiar

spadku gesto$ci optycznej przy dlugosci fali A=600 prowadzono w przezroczystych
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ptytkach 96-dotkowych (Thermo Scientific™) za pomocg czytnika ptytek Multimode Plate
Reader EnVision (PerkinElmer). Odczyty byty prowadzone przez 2h, co 2min.

Uzyskane wartos$ci gestosci optycznej zostaly przeliczone jako procent ODsoo, gdzie 100%
stanowi pierwszy pomiar (T0) spadku gestosci optycznej. Wyniki zostaty przedstawione
jako wykres zalezno$ci spadku gestosci optycznej kietkujacych przetrwalnikéw od czasu.

Punkty na wykresie stanowig $srednig arytmetyczng z 3 powtorzen dla danego szczepu.

Uwalnianie DPA

Mieszanina przetrwalnikdéw o gestosci optycznej ODsoo 2,0 byta aktywowana termicznie w
80°C przez 20min (w przypadku kietkowania z AGFK — 60min, z dodecylaming — nie
stosowano aktywacji termicznej). Nastepnie poddano jg schtodzeniu w lodzie przez 10min.
Po skonczonej inkubacji, 50ul aktywowanych przetrwalnikow dodano do mieszaniny
reakcyjnej zawierajacej HEPES pH 7,5 (stezenie w reakcji: 25mM; roztwdr roboczy:
100mM), chlorek terbu (st¢zenie w reakcji: 0,1mM; roztwér roboczy: 1mM) i wodg
dejonizowang. Na koniec dodawano 20ul odpowiedniego germinantu (AGFK; L-alanina,
D-alanina, L-walina; stezenia w reakcji: 10, 5, ImM; roztwory robocze: 10-krotnie
stezone). Pomiar fluorescencji tworzacego sie w trakcie kietkowania kompleksu DPA-Tb%*
(Mwzbudzenie=270nm, Aemisia=545nm) prowadzono w czarnych ptytkach 96-dotkowych
(Thermo Scientific™) za pomoca czytnika plytek Multimode Plate Reader EnVision
(PerkinElmer). Odczyty byly prowadzone przez 2h, co 2min. Dla kazdego szczepu
stosowana byta kontrola w postaci przetrwalnikow aktywowanych termicznie (oprécz

kietkowania z dodecylaming), do ktorych nie dodawano germinantow.

Rownolegle do do§wiadczenia badajacego uwalnianie DPA z kietkujacych przetrwalnikow
przygotowywany byl zestaw reakcyjny do pomiaru calkowitego DPA w przetrwalnikach.
W tym celu, mieszanina przetrwalnikow danego szczepu o gestosci optycznej ODeoo 2,0
byla inkubowana w 100°C przez 30min. Nastgpnie, po 10-minutowym schlodzeniu w
lodzie, probke wirowano (2min, 130000g). 50ul uzyskanego supernatantu dodawano do
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej HEPES 1 chlorek terbu (stezenia jak przy analizie
uwalnianego DPA). Pomiar fluorescencji utworzonego kompleksu DPA-Tbh3" byt
prowadzony rownolegle, w takich samych warunkach jak przy analizie uwalnianego DPA
z kielkujacych przetrwalnikow. Maksymalna ilo§¢ uwalnianego DPA byla ustalana na
podstawie 6 najwyzszych odczytow dla danego szczepu, z ktorych obliczano s$rednig

arytmetyczng.
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Uzyskane wartos$ci fluorescencji w analizach kietkowania zostaty przeliczone jako procent
uwolnionego DPA, gdzie 100% stanowi warto$¢ catkowitego DPA, charakterystyczna dla
danego szczepu. Wyniki zostaly przedstawione jako wykres zaleznosci ilosci uwalnianego
DPA kietkujacych przetrwalnikéw od czasu. Punkty na wykresie stanowig Srednig

arytmetyczng z 3 powtorzen dla danego szczepu.

6.8 Analiza ekspresji genoOw operonu gerA

Pobieranie probek

Hodowle ptynne wybranych szczepow B. subtilis byly prowadzone w Sml pozywki
wzrostowe] przez noc z wytrzasaniem w 25°C. Nastepnego dnia hodowle nocne
rozcienczono w 20ml ogrzanej pozywki wzrostowej do ODgoo=0,05. Hodowle prowadzono
z wytrzagsaniem w 37°C, az do uzyskania ODegoo=0,6. Nast¢pnie, hodowle zwirowano
(5000g, 5 minut, temperatura pokojowa), supernatant usuni¢to, a osad zawieszono w takiej

samej objetosci pozywki sporulacyjne;j.

Moment zawieszenia bakterii w pozywce sporulacyjnej zostaje oznaczony jako TO — czas,
kiedy bakterie uruchamiajg proces sporulacji. Woéwczas zostaje pobrana pierwsza probka o
gestosci optycznej ODeoo=2,0. Od tego czasu zostaja pobrane probki w czasie T3 (3h po
zawieszeniu w pozywce sporulacyjnej) 1 T4 (4h po zawieszeniu w pozywce sporulacyjnej).
Pobierane probki sg wirowane, supernatant jest usuwany, a osad jest przechowywany w -

20°C, do czasu izolacji potrzebnego materiatu.

Izolacja materiatu

Pierwszym etapem byla izolacja catkowitego RNA z pobranych probek, wedtug instrukcji
producenta zestawu GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific) (6.1 lzolacja
kwasoéw nukleinowych). Nastgpnie przeprowadzono reakcje¢ odwrotnej transkrypcji
wyizolowanego RNA do komplementarnego DNA (cDNA) przy uzyciu gotowego zestawu
odczynnikéw Prime Script™ RT reagent Kit with gDNA Eraser Perfect Real Time
(TaKaRa). Proces ten obejmowal wstepng eliminacje DNA genomowego z probki oraz
wlasciwg reakcje odwrotnej transkrypcji przy uzyciu mieszaniny przypadkowych
starterow, dotaczonej do zestawu. Stezenie otrzymanych w ten sposob preparatow cDNA

byto sprawdzane spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) przez
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pomiar absorbancji probki przy dlugosci fali $wietlnej A=260 nm. Probki byly

przechowywane w -20°C.

Optymalizacja warunkow 1 przebieg reakcii gPCR

W analizie ekspresji genow operonu gerA zaprojektowano sondy z 3 rodzajami
fluoroforow: Tet dla gerAA, TexasRed dla gerAB, Cy5 dla gerAC. Jako standard
wewnetrzny wybrano gen SigA, dla ktorego sonda posiadata fluorofor FAM. Parametry
poszczegbdlnych sond wynikaly z ustawien urzadzenia, na ktorym wykonywano analiz¢

(termocykler CFX96 Bio-Rad z oprogramowaniem Bio-Rad CFX Manager).

Optymalizacja warunkéw reakcji rozpoczeto od ustalenia stgzen dla starteréw, sond i
matrycy. Proces optymalizacji rozpoczeto od reakeji z pojedynczymi sondami. Dla kazdej
pary starterow (GerAA-F/R, GerAB-F/R, GerAC-F/R, sigA-up/dn) wykonano po 16
reakcji qPCR o réznym stezeniu kazdego ze starterow. W tabeli przedstawiono mozliwe

kombinacje w przetestowanym zakresie stezen:

stez. starterow | 100nM 300nM 500nM | 900nM
For/Rev

100nM 100/100 | 100/300 | 100/500 | 100/900
300nM 300/100 | 300/300 | 300/500 | 300/900
500nM 500/100 | 500/300 | 500/500 |500/900
900nM 900/100 | 900/300 | 900/500 | 900/900

W wyniku serii tych reakcji wytypowano nastepujace stezenia starterow:

starter For Rev
GerAA | 300nM | 500nM
GerAB | 300nM | 300nM
GerAC | 300nM | 300nM

sigA | 300nM | 300nM

Optymalizacja sond polegala na wykonaniu po 4 reakcji dla kazdej sondy w osobnych
reakcjach, w zakresie stezen 100nM, 300nM, 500nM i 900nM. W wyniku tych reakcji,

ustalono, ze optymalne st¢zenie kazdej sondy wynosi 100nM. Po ustaleniu stezen
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starterOw 1 sond, przetestowano reakcje dla pojedynczych sond z réznym st¢zeniem
matrycy — genomowym DNA B.subtilis 168 w stezeniach 100ng, 10ng, 0,1ng, 0,01ng (w 3
powtorzeniach). W zaproponowanym zakresie stezen matrycy, zaproponowany uktad

doswiadczalny dla kazdej z sond dziatat.

Z tego wzgledu postanowiono przej$¢ do polaczenia ustalonych parametrow w reakcje
multipleksowa ze wszystkimi czterema sondami w jednej reakcji. Do reakcji
multipleksowej uzywano premix wszystkich sond (5uM), premix starterow (10uM)
(startery GerAA-F/R dodawano do reakcji osobno) oraz gotowa mieszaning odczynnikow
SensiFAST Probe No-ROX kit (Meridian Bioscience). Wydajno$¢ reakcji multipleksowej
sprawdzono poprzez przygotowanie reakcji ze zmiennym = st¢zeniem matrycy
(rozcienczenie gDNA: 10°, 1071, 102 1073, 10%). Kazda reakcje przygotowano w 3
powtdrzeniach. Na tej podstawie przygotowano krzywa kalibracyjng reakcji, ktora
postuzyta do obliczenia wydajnos$ci reakcji. W tym celu wykorzystano narzgdzie online
,qPCR Efficiency Calculator” (https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-

resource-library/thermo-scientific-web-tools/gpcr-efficiency-calculator.html; dostep

10.11.2021r.). Szczegdty wydajnosci reakcji multipleksowej umieszczono w tabeli:

Sonda Wydajnosé Wspblczynnik amplifikacji
SigA-FAM 100,85% 2,01
GerAA-Tet 97,42% 1,97

GerAB-TexasRed 101,19% 2,01
GerAC-Cy5 99,29% 1,99

Zoptymalizowana multipleksowa reakcja qPCR zachodzita wedlug nastgpujacych
parametrow: 95°C 2min, 40x[95°C 10s, 50°C 50s]; 100nM kazdej z sond (premix SuM),
300nM starterow GerAB-F/R, GerAC-F/R, sigA-up/dn (premix 10uM), 300nM startera
GerAA-F (roztwor roboczy 10uM), 500nM startera GerAA-R (roztwor roboczy 10uM), 5-
krotnie rozcienczony cDNA i odczynniki z SensiFAST Probe No-ROX kit (Meridia
Bioscience) wedlug zalecen producenta. Kazda reakcja zostat wykonana w3
powtdrzeniach. Kontrole dla catego doswiadczenia stanowita reakcja bez matrycy (NTC —

no template control).
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Analiza danych

Analize danych rozpocze¢to od ustalenia liczby czasteczek cDNA w reakcji gPCR. W tym
celu przeprowadzono 5 reakcji gPCR z seryjnie rozcienczonym DNA genomowym (B.
subtilis 168), kazda w 3 powtérzeniach. Uzyskane wartosci Ct (ang. Cycle threshold)
usredniono dla kazdego rozcienczenia. Oszacowanie ilosci cDNA w reakcji dokonano na
podstawie wielkosci genomu B. subtilis 168 i pomiaréw spektrofotometrycznych stg¢zenia
DNA w uzytym preparacie DNA genomowego. Uzyskane ilosci gDNA w reakcjach
poddano transformacji logarytmicznej (LOGI10) 1 uzyto do wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej. Wartosci logl0(ilos¢ czasteczek DNA w reakcji) 1 uzyskane wartosci Ct w
danej reakcji wykorzystano w obliczeniach regresji liniowej do wyznaczania ilo$ci

czasteczek w reakcjach z RNA.

Reakcje qPCR dla genéw operonu gerA z cDNA, jako matryca, przepisanym z RNA
wyizolowanym w danym punkcie czasowym przeprowadzano w 3 powtorzeniach. Dla
kazdego punktu czasowego i szczepu uzyskane wartosci Ct usredniono. Te warto$ci, razem
z wartosciami z krzywej kalibracyjnej, wykorzystano do policzenia regresji liniowej
(wyliczenie logarytmu dziesietnego ilosci czasteczek cDNA w danej reakcji z uzyciem
danych dla krzywych kalibracyjnych). Nastepnie przeprowadzano transformacje¢ odwrotng

do logarytmowania (10 do potggi wartos¢ uzyskana z regresji liniowej).
Normalizacja danych

Normalizacja danych zostata dokonana wzgledem wynikéw dla sigA. Najpierw obliczono
srednig geometryczng z ilosci czagsteczek c¢cDNA sigA wyliczonych we wszystkich
reakcjach qPCR przeprowadzonych w danym doswiadczeniu. Dla kazdego punktu
czasowego i szczepu wyliczong liczbe czgsteczek cDNA sigA podzielono przez $rednig
geometryczng SigA. Uzyskana warto$¢ byla normalizatorem dla kazdej reakcji. Dla
kazdego z badanych genow wyliczona ilo$¢ czasteczek cDNA byla dzielona przez
normalizator dla danego punktu czasowego 1 szczepu. Uzyskane w ten sposob ilosci
czasteczek cDNA badanych gendéw byly znormalizowane wzgledem ekspresji genu SigA.
Znormalizowane ilosci czasteczek ¢cDNA badanych gendéw przedstawiono w postaci

wykresow stupkowych.
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6.9 Analizy bioinformatyczne

Analizy bioinformatyczne byty prowadzone na sekwencjach aminokwasowych biatek A
receptora  GerA pobranych z bazy danych UniProt (Bateman et al., 2021)
https://www.uniprot.org/ (dostep: 20.01.2021r.).

Zestawienia sekwencji zostaly wykonane przy pomocy programu MAFFT (Multiple
Alignment  using  Fast  Fourier  Transform) (Madeira et al, 2019)
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/ (dostep 20.01.2021r.).

Sekwencja aminokwasowa bialka A zostala przeanalizowana za pomoca serwerdéw
PredictProtein (Bernhofer et al., 2021) https://predictprotein.org/ (dostep: 21.01.2021r.),
ConSurf (Armon et al., 2001; Ashkenazy et al., 2016; Celniker et al., 2013; Glaser et al.,
2003) https://consurf.tau.ac.il/ (dostep: 21.01.2021r.) i SNAP2 (Bromberg & Rost, 2007;
Hecht et al., 2015) https://rostlab.org/services/snap2web/ (dostep 21.01.2021r.).

Serwer PredictProtein, na podstawie zdeponowanej sekwencji aminokwasowej, umozliwia
przewidywanie struktury drugorzedowej (m.in. wystepowanie helis transbtonowych, beta-
beczek, regionéw globularnych lub nieustrukturyzowanych, okreslanie dostepnosci
struktury dla rozpuszczalnika, obecno$¢ mostkéw dwusiarczkowych) oraz pozwala na
wyodrebnienie potencjalnych interakcji pomiedzy resztami aminokwasowymi wewnatrz

biatka, w kontakcie z innym biatkiem lub z kwasami nukleinowymi.

Serwer ConSurf wskazuje konserwowanie reszt aminokwasowych na podstawie
filogenetycznych  relacji pomiedzy zdeponowang sekwencja a  sekwencjami
homologicznymi w ogodlnie dostepnych bazach danych. Stopien pokrewienstwa
ewolucyjnego obliczany jest na podstawie metod statystyki bayesowskiej (Bayesian
method) 1 metody najwickszej wiarygodnosci (maximum likelihood method). Reszty o
silnej konserwacji ewolucyjnej sa wskazywane jako istotne funkcjonalnie dla danego
bialtka.

Serwer SNAP2 umozliwia przewidywanie efektow funkcjonalnych przy mutacjach bialka.
Program opiera si¢ na sieci neuronowej, ktora rozrdznia istotny efekt mutacji od wariantow
neutralnych/niesynonimicznych SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Oprécz
obszernej analizy r6znorodnych wariantow sekwencji, SNAP2 bierze po uwage

ewolucyjny kontekst sekwencji uzyskany z wygenerowanego zestawienia sekwencji
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homologicznych. Na tej podstawie dostgpne sa rowniez przewidywania struktury

drugorzedowej i dostepnosci rozpuszczalnika do reszt.
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Sekwencje GerAA uzyte w zestawieniu (w kolejnosci):
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. Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

. Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23

. Bacillus thuringiensis serovar kurstaki str. HD73
. Bacillus thuringiensis YBT-1518

. Bacillus thuringiensis HD-771

. Bacillus amyloliquefaciens CC178

. Bacillus cereus Q1

. Bacillus cereus AH187

. Bacillus anthracis str. '‘Ames Ancestor'

. Bacillus anthracis str. Ames

. Bacillus anthracis str. Sterne

. Bacillus licheniformis DSM 13 = ATCC 14580
. Bacillus megaterium

. Bacillus pumilus

. Bacillus halodurans C-125

. Clostridium botulinum

. Lysinibacillus sphaericus C3-41
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