Streszczenie

Bacillus subtilis jest uznany za organizm modelowy wykorzystywany do badan nad
przemianami, jakimi podlega komodrka bakteryjna w trakcie cyklu rozwojowego. W warunkach
niekorzystnych do wzrostu wegetatywnego ta Gram-dodatnia bakteria uruchamia alternatywna $ciezke
rozwojowg. W procesie sporulacji B. subtilis wytwarza przetrwalnik (endosporg), ktory uwolniony do
srodowiska, jest gwarancja przetrwania materiatu genetycznego bakterii. Dzieki zlozonej budowie,
endospory sa niezwykle odporne na szereg szkodliwych czynnikéw S$rodowiskowych. W formie
uspionej moga przetrwac latami. Pozornie nieaktywne przetrwalniki stale monitoruja stan srodowiska
w oczekiwaniu na poprawg jego warunkow. W procesie kietkowania uspione przetrwalniki
przeksztalcaja si¢ do formy wegetatywnej, ktéora bedzie kontynuowaé wzrost wegetatywny.
Dotychczas najlepiej poznang $ciezka inicjacji kietkowania przetrwalnikow jest inicjacja pokarmowo-
zalezna z udziatem receptorow kietkowania, z ktorych receptor GerA uznawany jest za samodzielnie
rozpoczynajacy kielkowanie. Receptor GerA reaguje na obecno$¢ w $rodowisku aminokwasow 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 btonowy charakter, dane strukturalne i
funkcjonalne na temat receptorow kietkowania wcigz sg bardzo ograniczone.

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

Najpierw poczyniono proby utworzenia szczepu B. subtilis, w ktorym mozliwe byloby
wykrywanie i obserwowanie poszczegolnych biatek receptora. Pomimo skonstruowania szczepu, w
ktorym do kazdego z genow w operonic gerA dotaczono odpowiedni epitop antygenowy,
przetrwalniki uzyskane z tego szczepu nie byty zdolne do kietkowania. Nastepnie, badania skupily 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 wykazywaly ich przetrwalniki w procesie kietkowania, zar6wno w obecno$ci aktywatorow (L-
alanina, L-walina, AGFK, dodecylamina), jak i inhibitora — D-alaniny. Analizy mikroskopowe i testy
kietkowania wykazaty, ze substytucja pozycji 324 biatka A powoduje powstanie heterologicznej
populacji przetrwalnikow o zmienionych wlasciwoséciach w stosunku do przetrwalnikow szczepu typu
dzikiego. Przede wszystkim byto to obserwowane jako przetrwalniki w fazie ciemnej lub szarej
jeszcze przed rozpoczgciem kietkowania, co wskazuje na uwodnienie ich rdzenia juz w trakcie
procesu formowania. Wigzato si¢ to rowniez ze zmniejszong wydajnoscig sporulacji szczepow z
mutacjami. Ponadto, przetrwalniki z mutacjami P324S i P324G byly zdolne do kietkowania w
obecnosci inhibitora. Poniewaz wydajno$¢ kietkowania przetrwalnikow poszczegélnych szczepow,
uzytych w tych badaniach, r6znita si¢, na koniec przeprowadzono analizg ekspresji gendéw operonu
gerA w poszczegblnych szczepach B. subtilis. Wyniki tego badania pokazaty, ze rdznice obserwowane
na poziomie wydajnosci kielkowania mogg by¢ efektem nieréwnego poziomu ekspresji genow w
operonie, szczegolnie jesli oryginalny uklad genow zostal zaburzony.

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



