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Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim

Bacillus subtilis (laseczka sienna) jest bardzo dobrze zbadang bakterig Gram-dodatnig
i czesto stosowanym organizmem modelowym. Jest szeroko rozpowszechniony w naturze,
a jego gtdéwnym miejscem bytowania jest gleba. Cecha charakterystyczng B. subtilis jest
zdolnos¢ do tworzenia endospor, wysoce odpornych form przetrwalnych, umozliwiajgcych
przeczekanie niekorzystnych warunkéw Srodowiskowych. Powstajg one w wyniku Scisle
koordynowanego przez komodrke, wielogodzinnego procesu zwanego sporulacjg,

inicjowanego gtéwnie przez gtdd aminokwasowy oraz odpowiednig gestos¢ hodowli.

Celem niniejszej pracy byto scharakteryzowanie potréjnego delecyjnego mutanta
ArpmEBArpmGCArpsNB B. subtilis (okreslanego w niniejszej pracy jako szczep 3KO) w
kontekscie przeprowadzania przez niego procesu sporulacji, w celu przeanalizowania roli,

jaka wyspecjalizowane rybosomy mogg odgrywaé podczas tego procesu.

Wyspecjalizowane rybosomy to hipotetyczne subpopulacje rybosomow, ktére maja
réznic sie od siebie strukturalnie i funkcjonalnie, a tym samym wptywac na wynik translacji,
np. poprzez preferencyjne wigzanie sie z konkretnym podzbiorem transkryptéw. W ten
sposdb rybosom zyskuje dodatkowg role, stajac sie aktywnym elementem w zarzadzaniu
przeptywem informacji genetycznej, co dodaje nowy poziom w regulacji ekspresji gendw.
Dowodow potwierdzajgcych istnienie wyspecjalizowanych rybosomoéw przybywa, jednak
hipoteza ta wcigz pozostaje zagadnieniem kontrowersyjnym, gtdwnie przez trudnosci w
udowodnieniu ich odmiennej funkcjonalnosci. Jest ona badana i weryfikowana zaréwno w

komoarkach eukariotycznych, jak i prokariotycznych.

W pierwszej kolejnosci dokonano charakterystyki fenotypowej badanych szczepdw:
WT i 3KO B. subtilis. Oba szczepy wykazywaty podobny wzrost zaréwno w pozywkach
bogatych w sktadniki odzywcze (LB, CH), jak réwniez w ubogich (BMM), na co wskazujg ich
krzywe wzrostu. Nie réznity sie one rowniez wrazliwoscig na wybrane zwigzki chemiczne,
w tym lizozym, antybiotyki (ampicylina, kwas fusydowy, spektynomycyna, tiostrepton),
detergenty (SDS, Tween-20) i sole (Na;S04, MnSQO4, ZnCl,). Ponadto stwierdzono brak réznic
w tworzeniu biofilmu, przy czym oba szczepy tworzyty silnie rozbudowane i trwate biofilmy.
Dla dodatkowe]j weryfikacji poprawnosci wynikdw uzyto dodatkowego szczepu B. subtilis

BGSC, ktory wytwarzat o wiele stabsze i nietrwate struktury. Zaobserwowano za to réznice



w mobilnosci szczepdw, przy czym 3KO wykazywat znaczgco mniejszg mobilnosé¢ w pozywce

potptynnej o zawartosci agaru < 0,33%.

Nastepnie zbadano przebieg procesu sporulacji szczepdw B. subtilis 3KO i WT poprzez
sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) i profilowanie rybosoméw (RIBO-seq) oraz obserwacje
mikroskopowe. Proces monitorowano przez siedem godzin od indukcji sporulacji,
pobierajgc prébki co godzine. Rdznica w wydajnosci translacji zostata wykryta tylko w
siddmej godzinie procesu dla 65 gendw, w tym dla 38 gendéw poziom translacji byt wyzszy
w szczepie WT, zas$ dla 27 gendw byt on wyzszy w szczepie 3KO. Sposrdéd 65
zidentyfikowanych gendw najwiekszg grupe o znanej funkcji stanowity geny zwigzane z
tworzeniem ptaszcza, zewnetrznej powtoki ochraniajgcej spore (15 gendw), z czego
wiekszo$¢ dotyczyta najbardziej zewnetrznej warstwy, zwianej skorupg (11 gendéw) i niemal
wszystkie (13 gendw) wykazywaty wydajniejszg translacje w szczepie WT. Drugg
najliczniejszg grupg gendw, byty ogdlne biatka stresu (6 gendw) i wszystkie wykazywaty
wydajniejszg translacje w szczepie 3KO. Genami o najwiekszej réznicy w wydajnosci
translacji (od 7,5 do 5,5) byly yurS (biatko sporulacyjne o nieznanej funkcji), ylqgC
(domniemane biatko wigzace RNA), gyrA (podjednostka A gyrazy DNA), yloS
(pirofosfokinaza tiaminy) oraz mazF (toksyna, powodujgca programowg Smier¢ komaorki) i

wszystkie wykazywaty wydajniejszg translacje w szczepie WT.

Do obserwacji mikroskopowych uzyto barwnikdédw SynaptoRed w celu wizualizacji
bton komdérkowych; DAPI w celu wizualizacji chromosomu bakteryjnego oraz OPP-Alexa w
celu wizualizacji miejsc aktywnej translacji, a takze markera molekularnego GFP w fuzji z
biatkiem rybosomalnym RpsB w celu detekcji lokalizacji rybosomdéw. W wyniku obserwacji
mikroskopowej wykryto subpopulacje komdrek szczepu 3KO w szdstej godzinie po indukcji

sporulacji, ktéra cechowata sie mniej wydajng translacja.

Wykryto istotng statystycznie réznice w wydajnosci germinacji spor. Srednia
wydajnos¢ germinacji spor szczepu WT wynosita 61,5% + 2,98, za$ dla spor szczepu 3KO
byta niemal dwukrotnie mniejsza i wynosita 30,2% * 12,78. Rdznica to zostata rowniez

potwierdzona w krzywych wzrostu hodowli zapoczgtkowanych ze spor.

Z powodu zaobserwowania wyraznych rdznic w germinacji spor, przeprowadzono

obserwacje mikroskopowe réwniez dla tego procesu. Obserwacji poddano dojrzate,



catonocne spory przed i po inkubacji w wysokiej temperaturze 90°C przez 40 minut, a takze
po 30, 60, 90, 120 i 180 minutach od indukcji germinacji. Analiza zdje¢ mikroskopowych
ujawnita, ze po poddaniu spor dziataniu wysokiej temperatury, gwattownie spadat odsetek
spor szczepu 3KO, ktére wykazywaty fluorescencje GFP-RpsB. Pomiar intensywnosci
fluorescencji réwniez potwierdzit istotng statystycznie réznice pomiedzy sporami szczepow
3KO i WT dla wszystkich zbadanych punktéw czasowych, za wyjgtkiem pierwszego z nich,
ktéry odpowiadat momentowi sprzed inkubacji w wysokiej temperaturze. Wskazuje to, ze
spory szczepu 3KO sg wrazliwe na dziatanie wysokiej temperatury, ktéra moze powodowac
denaturacje biatek w ich rdzeniu, w tym biatek RpsB. Jednoczesnie procent spor
wykazujgcych niebieska fluorescencje DAPI przed i w momencie indukcji germinacji réznit
sie pomiedzy szczepami i byt niemal o potowe nizszy dla szczepu WT, jednak w kolejnych
badanych punktach czasowych byt do siebie zblizony w obu szczepach i wykazywat
tendencje wzrostowg. Moze by¢ to spowodowane réznicg w przepuszczalnosci spor, przy
czym spory 3KO bytyby bardziej przepuszczalne dla barwnika DAPI. Zréwnanie sie odsetek
spor szczepu 3KO i WT w wykazywaniu fluorescencji DAPI po 30 minutach od indukgcji
germinacji moze mieé uzasadnienie w rozpoczeciu tego procesu, poniewaz germinujgce
spory posiadajg podobng przepuszczalno$é, jak te zabite przez wysokg temperature (Black
& Gerhardt, 1962; Mtimet i in., 2017; Trunet i in., 2019). Ttumaczy to rowniez tendencje

wzrostowg w odsetku spor wykazujgcych fluorescencje DAPI wraz z postepem germinacji.

W wyniku obserwacji mikroskopowych w intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa,
ktdra reprezentuje aktywnie przeprowadzang translacje, wykryto, ze spory szczepu 3KO
wykazujg statystycznie istotnie nizszy poziom translacji w 30 minutach oraz w 2 godzinie od
indukcji germinacji. Ponadto generalnie widaé¢ tendencje wzrostowg w intensywnosci
fluorescencji OPP-Alexa wraz z postepem germinacji. Wykryto réwniez réznice w dtugosci
spor pomiedzy szczepami, ktéra po 60 minutach od indukcji germinacji staje sie istotna
statystycznie. Aspekt dtugosci spor powigzano z rdinicg w poziomie translacji,

reprezentowang przez fluorescencje OPP-Alexa.

Stowa kluczowe: translacja, rybosom, sporulacja, germinacja, Bacillus subtilis



Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku angielskim

Bacillus subtilis is a very well-studied Gram-positive bacterium and a frequently used
model organism. It is widely distributed in nature and its main habitat is the soil.
A characteristic feature of B. subtilis is the ability to form endospores, highly resistant spore
forms that allow it to wait out unfavorable environmental conditions. They are formed as
a result of a process closely coordinated by the cell, called sporulation, initiated mainly by

an amino acid starvation and an appropriate culture density.

The aim of this study was to characterize the triple deletion mutant
ArpmEBArpmGCArpsNB of B. subtilis (herein referred to as the 3KO strain) in the context of
its sporulation process, in order to analyze the role that specialized ribosomes may play

during this process.

Specialized ribosomes are hypothetical subpopulations of ribosomes that are
supposed to differ structurally and functionally from each other and thus influence the
outcome of translation, e.g. by preferentially binding to a specific subset of transcripts.
Therefore, the ribosome gains an additional role, becoming an active element in managing
the flow of genetic information, which adds a new level to the regulation of gene
expression. The number of evidence confirming the existence of specialized ribosomes is
increasing, but this hypothesis remains a controversial issue, mainly due to the difficulties
in proving their different functionality. It is tested and verified in both eukaryotic and

prokaryotic cells.

Firstly, the phenotypic characterization of the tested strains: WT and 3KO of B. subtilis
was performed. Both strains showed similar growth in both nutrient-rich (LB, CH) and poor
(BMM) media as indicated by their growth curves. They also did not differ in sensitivity to
selected chemical compounds, including lysozyme, antibiotics (ampicillin, fusidic acid,
spectinomycin, thiostrepton), detergents (SDS, Tween-20) and salts (NazSOs, MnSQs,
ZnCly). In addition, no differences in biofilm formation were found, since both strains
forming highly developed and durable biofilms. For additional verification of the
correctness of the results, an additional strain of B. subtilis, BGSC, was used, which

produced much weaker and unstable structures. Nonetheless, a difference in the mobility

10



of the strains was observed, with 3KO showing significantly lower mobility in semi-liquid

medium with an agar content of < 0.33%.

Then, the process of the sporulation of B. subtilis 3KO and WT strains was
investigated by RNA sequencing (RNA-seq) and ribosome profiling (RIBO-seq) as well as
microscopic observations. The process was monitored for seven hours after sporulation
induction, with hourly sampling. The difference in translation efficiency was detected only
in the seventh hour of the process, for 65 genes, of which 38 genes had a higher level of
translation in the WT strain, and for 27 genes it was higher in the 3KO strain. Among the 65
identified genes, the largest group with a known function were genes related to the
formation of the coat, the outer layer protecting the spore (15 genes), most of which
concerned the outermost layer, called the crust (11 genes) and almost all (13 genes)
showed more efficient translation in WT strain. The second largest group of genes were
general stress proteins (6 genes) and all showed more efficient translation in the 3KO strain.
The genes with the greatest difference in translation efficiency (from 7.5 to 5.5) were yurS
(sporulation protein of unknown function), y/lqC (putative RNA-binding protein), gyrA (DNA
gyrase A subunit), yloS (thiamine pyrophosphokinase) and mazF (a toxin that causes

programmed cell death) and all showed more efficient translation in the WT strain.

The following dyes were used for microscopic observations: SynaptoRed to visualize
cell membranes; DAPI to visualize the bacterial chromosome and OPP-Alexa to visualize
active translation sites. Also, the molecular marker GFP fused to the ribosomal protein RpsB
was used to detect the location of ribosomes. Microscopic observation revealed a
subpopulation of 3KO strain cells of the six hours after induction of sporulation that were

less efficient in translation.

A statistically significant difference in spore germination efficiency was detected.
The average efficiency of spore germination of the WT strain was 61.5% + 2.98, while for
the spores of the 3KO strain was almost twice lower and amounted to 30.2% + 12.78. This

difference was also confirmed in culture growth curves initiated from spores.

Due to the observation of significant differences in spore germination, microscopic
observations were also carried out for this process. Mature, overnight spores were

observed before and after incubation at a high temperature of 90°C for 40 minutes, and at
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30, 60, 90, 120 and 180 minutes after germination induction. Analysis of microscopic
images revealed, that after exposing the spores to high temperature, the percentage of
3KO spores, that expressed GFP-RpsB fluorescence, decreased dramatically.
The measurement of fluorescence intensity also confirmed a statistically significant
difference between the 3KO and WT spores for all time points examined, except for the
first one, which corresponded to the moment before incubation at high temperature. This
indicates that 3KO spores are sensitive to high temperatures, which can denature proteins
in their core, including RpsB. At the same time, the spores percentage expressing blue DAPI
fluorescence before and at the time of induction of germination differed between the
strains and was almost half as low for the WT strain, but at subsequent time points it was
similar in both strains and showed an upward trend. This may be due to the difference in
spore permeability, with 3KO spores being more permeable to the DAPI dye. Equating the
spores percentage of the 3KO and WT strains expressing DAPI fluorescence at 30 minutes
after germination induction may be due to the germination initiation, since germinating
spores have a similar permeability to those killed by heat (Black & Gerhardt, 1962; Mtimet
et al., 2017; Trunet et al., 2019). This also explains the increasing trend in the percentage

of spores expressing DAPI fluorescence with the progress of germination.

As a result of microscopic observations of the OPP-Alexa fluorescence intensity,
which represents active translation, spores of the 3KO strain were found to show
statistically significantly lower levels of translation at 30 minutes and 2 hours after
germination induction. In addition, there is generally an upward trend in OPP-Alexa
fluorescence intensity as germination progresses. A difference in the length of spores
between the strains was also detected, which becomes statistically significant 60 minutes
after germination induction. The correlation between the spore length and the difference

in translation level, represented by OPP-Alexa fluorescence, is observed.

Key words: translation, ribosome, sporulation, germination, Bacillus subtilis
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l. Wstep

1. Wtasciwosci oraz zastosowanie Bacillus subtilis

Bacillus subtilis (laseczka sienna) jest Gram-dodatnig i katalazododatnig bakterig,
szeroko rozpowszechniong w naturze (Turnbull, 1996). Jej gtéwnym miejscem bytowania
jest gleba, ale komorki B. subtilis izolowane sg tez z roslin (Errington & van der Aa, 2020;
Jooste i in., 2019; War Nongkhlaw & Joshi, 2014), wéd stodkich i stonych, przewodu
pokarmowego zwierzat czy psujgcej sie zywnosci (Okamoto i in., 2012; Paul i in., 2021;
Pietraszek & Walczak, 2014; Rahman i in., 2020). Laseczka sienna jest fakultatywnym
anaerobem (Kunst i in., 1997; Nakano & Zuber, 1998; G. Sun i in., 1996), preferujgcym
wzrost w warunkach tlenowych, ale posiadajagcym zdolnos¢ do wykorzystania azotanu jako
akceptora elektronéw w warunkach beztlenowych oraz do przeprowadzania fermentacji,
gdy obecne s3 glukoza i pirogronian (Clements i in., 2002; Hartig & Jahn, 2012; Hoffmann i
in., 2020). Jako przedstawiciel rodzaju Bacillus, B. subtilis ma ksztatt laseczki o dtugos¢ 2—3
pum i $rednicy 0,7-0,8 um (De Vos i in., 2009), a takze posiada zdolno$¢ do tworzenia
endospor, wysoce odpornych form przetrwalnych, umozliwiajgcych przeczekanie

niekorzystnych warunkéw srodowiskowych.

Rycina 1.1. Schemat morfologicznych zmian zachodzacych podczas procesu sporulacji u B. subtilis
(Qiniin., 2022)

Endospory, jak nazwa wskazuje, powstajg wewngtrzkomérkowo, a ich wysoka

odpornos¢ jest wynikiem ich budowy oraz specjalnego sktadu chemicznego (De Vos i in.,

13



2009). S wynikiem procesu sporulacji, ktéry trwa okoto 7 godzin w temperaturze 37°C
(Hilbert & Piggot, 2004). Do gtéwnych cech morfologicznych tego procesu nalezy kolejno:
przebudowa chromosomoéw w tzw. wtdkno osiowe (etap 1); podziat asymetryczny, ktéry
dzieli komoérke na mniejszy przedziat prespory (ang. forespore) i wiekszy komorki
macierzystej (etap Il); pochtoniecie prespory przez komérke macierzystg (etap lll);
dojrzewanie rozwijajacej sie prespory (etapy IV-V); i wreszcie uwolnienie dojrzatej spory
poprzez lize komérki macierzystej (etap VI) (Ryc. 1.1) (Fujita & Losick, 2005). Okreslanie
kolejnych stadidw cyframi rzymskimi jest pozostatoscig konwencji wprowadzonej przez
Rytera, ktéry to okreslat kolejne etapy morfologiczne sporulacji za pomocg mikroskopii
elektronowej (Ryter, 1965). Mutanty sporulacyjne sg oznaczane przez etap w procesie, w
ktorym sg blokowane (np. mutanty spoll tworzg asymetryczne septy, ale nie udaje im sie

catkowicie przeprowadzi¢ pochtoniecia prespory) (Hilbert & Piggot, 2004).

Laseczka sienna jest uwazana za najlepiej zbadang bakterie Gram-dodatnig, a tym
samym czesto stosowany organizm modelowy (Kunstiin., 1997). Szeroko badany szczep B.
subtilis 168 jest auksotrofem tryptofanu wyizolowanym w latach piec¢dziesigtych (Zeigler,
2011). Byt jedng z pierwszych bakterii, ktére zostaty w petni zsekwencjonowane, ujawniajgc
chromosom o wielkosci 4,2 Mbp, zawierajgcy okoto 4100 gendw (Kunst i in., 1997).
B. subtilis zostat wykorzystany do badania zjawisk fazy post-wykfadniczej, takich jak
sporulacja, tworzenie biofilmu czy kompetencja, czyli zdolnosci do pobierania egzogennego

DNA (Mohsiniin., 2021; Solomon & Grossman, 1996).

Gatunki Bacillus sg wykorzystywane w wielu procesach medycznych,
farmaceutycznych, rolniczych i przemystowych. B. subtilis jest jedng z najszerzej
eksploatowanych fabryk komérkowych do produkcji enzymédw, biatek heterologicznych,
dodatkéw do zywnosci, witamin, antybiotykdw, aminokwaséw i insektycydéw (Gu i in.,
2018; Schallmey i in., 2004; Su i in., 2020). Jest tez szeroko stosowany na rynku jako
probiotyk i suplement diety (Hong i in., 2008; Shahcheraghi i in., 2015). Atutami B. subtilis
w tej materii sg wilasciwosci fizjologiczne i elastyczny metabolizm, co umozliwia
prowadzenie hodowli na mato wymagajgcych, a przez to tanich, podtozach. Koszty procesu
zmniejsza rowniez morfologia laseczki siennej — posiadanie pojedynczej btony komdrkowej
utatwia wydzielanie biatka i upraszcza jego dalszg obrdbke. Ponadto bakteria ta szybko

rosnie, a jej cykl fermentacyjny jest stosunkowo krétki (48 godzin w pordwnaniu do
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180 godzin u Saccharomyces cerevisiae). Dostepnos¢ systemoéw ekspresyjnych o dobrej
stabilnosci genetycznej oraz brak silnej preferencji kodonéw to kolejne zalety B. subtilis.
Ostatnia, jednak niezmiernie waznga, jest uznanie jg za bezpieczng przez amerykanska
Agencje ds. Zywnosci i Lekdw (FDA) oraz Europejski Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci

(EFSA) (Su i in., 2020).

Zdecydowana wiekszos¢ gatunkow Bacillus to nieszkodliwe saprofity, ale zdarzaja sie
wsrdd nich fakultatywne patogeny ludzi i zwierzat gospodarskich, jak np. B. cereus, ktéry
powoduje zatrucia pokarmowe (Turnbull, 1996). O wiele wiekszym zagrozeniem jest
B. anthracis, czynnik wywotujacy waglika, w zwigzku z czym byt on stosowany w
bioterroryzmie. Jest jedynym obligatoryjnym patogenem Bacillus u kregowcéw. Z kolei
B. lentimorbus, B. popilliae, B. sphaericus i B. thuringiensis sy patogenami okreslonych grup

owadow i znalazty zastosowanie jako aktywne sktadniki insektycydéw.

Poniewaz spory sg odporne na ciepto, promieniowanie, $rodki dezynfekujgce i
wysuszenie, trudno je wyeliminowaé z materiatéw medycznych i farmaceutycznych i sg
czesty przyczyng zakazen. Zeby z nimi walczyé, spory niektdrych niegroznych gatunkéw
Bacillus sg wykorzystywanie jako standardy w testach, np. B. subtilis subsp globigii jest
szeroko stosowany do walidacji alternatywnych procedur sterylizacji i odymiania (Turnbull,

1996; Yung & Ponce, 2008).

Spory zyskaty réwniez ciekawe zastosowania dzieki tzw. technice prezentacji
powierzchniowej na sporach B. subtilis (ang. B. subtilis spore surface display, BSSD) (Lin i
in., 2020; Mohsiniin., 2021; H. Wang i in., 2017). Technika prezentacji powierzchniowej na
sporach jest jednym z unikalnych narzedzi w dziedzinie biologii molekularnej. Prowadzi ona
do wytworzenia obcego biatka na powierzchni spor za pomoca wektoréw fuzyjnych, ktére
wykorzystujg dwa geny. Jedno koduje biatko kotwiczace, czyli biatko otoczki spory, zas
drugie dotyczy biatka docelowego. Tak wyrazane egzogenne biatka wykazujg wiekszg
stabilnos¢ i odpornosé oraz mozna je tatwo oczyscié. Obecnie technika ta jest szeroko
stosowana w biodegradacji, biokatalizie, biosensorach, do produkcji farmaceutykdw,
enzymoéw przemystowych, biopestycyddw i innych biatek funkcjonalnych (G. Zhang i in.,
2019). Poniewaz biatka prezentowane na powierzchni spor majg wyjgtkowg odpornos¢ na

trudne warunki, moga ptynnie przechodzi¢ przez bariere zotgdkowo-jelitowga. Ta unikalna
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cecha spor czyni je doskonatymi nosnikami dla szczepionek lub lekéw podawanych

doustnie (Koopmaniin., 2022).

Jako saprofity, gatunki Bacillus sg dobrze znane w przemysle spozywczym jako
ucigzliwe organizmy powodujgce psucie zywnosci, jednoczesnie jednak niektdre z nich
odgrywaja wazng role w naturalnej lub sztucznej degradacji produktéw odpadowych

(Mohsiniin., 2021; Turnbull, 1996).

B. subtilis budzi rowniez zainteresowanie w bioinzynierii jako zZrédto zywych,
funkcjonalnych materiatéw (Isticato & Ricca, 2014; Mohsin i in., 2021). Wykorzystujac jego
zdolnos¢ do tworzenia biofilmu, wyprodukowano zywy klej (C. Zhang i in., 2019). Badacze
majg nadzieje, ze w przysztosci bedzie mozliwa m.in. produkcja inteligentnych klejéw
zaopatrzonych w bioczujniki do wykrywania sygnatow uszkodzenia, np. na skutek rdzy,
ktore wyzwalatyby ekspresje i wydzielanie klejow naprawczych. Innym przyktadem sg
hydrozelowe plastry zawierajgce spory B. subtilis o szczepie zdolnym do wytwarzania
antybiotykéw w celu zwalczania potencjalnych infekcji (Lufton i in., 2018). Wykorzystanie
spor jest dodatkowym atutem, poniewaz sg one odporne na ekstremalne warunki, ktére
wystepujg w trakcie produkcji zywych materiatéw (Gonzalez i in., 2020). Po ustaniu
szkodliwych warunkdéw, spory kietkuja, a komérki wegetatywne petnig swojg funkcje. Jezeli
trudne warunki ponownie sie pojawig, komadrki przeksztatcajg sie w spory i cykl sie
powtarza. Kolejnym przyktadem sg generatory pradu, np. generator higrowoltaiczny, ktéry
zdalnie generuje energie elektryczng z parowania stojgcej wody za pomocg spor B. subtilis
(X. Cheniin., 2014). Wykorzystuje on fakt, ze spory reaguja na zmiany wilgotnosci poprzez
pecznienie lub kurczenie sie. Generator skfada sie z warstwy lateksu pokrytej sporami, na
ktdra na zmiane nakierowuje sie wilgotne lub suche powietrze. To powoduje wahadtowe
ruchy warstwy lateksu, na przemian jej odginanie sie i powrdt do poprzedniego ksztattu,
spowodowane pecznieniem i kurczeniem sie spor. Tym samym tworzy sie higromorf,
przedmiot, ktéry pod wptywem wilgotnosci otoczenia zmienia swdj ksztatt. Podtgczony do
niego magnes, ktérym higromorf obraca, generuje przeptyw pradu o mocy 0,7 pWw,

generowany z 3 mg spor (Ryc. 1.2).
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Rycina 1.2. Schemat dziatania generatora higrowoltaicznego wykorzystujacego spory B. subtilis
(X. Cheniin., 2014) - zmodyfikowane

2. Przebieg procesu sporulacji u B. subtilis

2.1. Sporulacja jako odpowiedz komadrki bakteryjnej na warunki stresowe

W warunkach niedoboru sktadnikdw odzywczych B. subtilis zaprzestaje wzrostu i
inicjuje w odpowiedzi reakcje zwiekszajgce réznorodnos¢ metaboliczng. Odpowiedzi te
obejmujg indukcje ruchliwosci i chemotaksji w celu poszukiwania nowych Zrédet
pozywienia, produkcje antybiotykdéw, aby zniszczyé drobnoustroje konkurujace o te sama
nisze ekologiczng, a takze wydzielanie enzymdéw hydrolitycznych do trawienia
zewnatrzkomadrkowych biatek i polisacharyddw (Kunst i in., 1997; Schultz i in., 2009). Jesli
te odpowiedzi nie przywrdcg wzrostu, pojedyncza komérka musi zadecydowal czy
zainicjowac¢ proces kompetencji czy sporulacji (Ryc. 1.3). Obecnie wiadomo, ze decyzja
komorki nastepuje po starannym rozpoznaniu, zaawansowanej komunikacji komérka-
komoérka przy uzyciu réznych feromonéw peptydowych (czynnikdédw autokrynnych) oraz
skomplikowanym przetwarzaniu informacji w celu oceny gestosci kolonii i zbiorowego
postepu w kierunku sporulacji lub kompetencji. Sporulacja jest zatem koncowym wynikiem
serii krokdw, ktére mozna opisac jako decyzje komdrkowe dotyczgce najlepszego radzenia

sobie ze stresem (Schultz i in., 2009).

Stres ’ Komunikacja ‘ ‘ Gestosc
: L_hodowli
i N\
Decyzja {
komorki ComK
] G
7 Sporulacja } Kompetencja

Rycina 1.3. Uproszczony schemat podejmowania decyzji o rozpoczeciu procesu sporulacji lub
kompetencji u B. subtilis (Schultz i in., 2013) - zmodyfikowane
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Niedobdr sktadnikéw odzywczych jest jednym z najistotniejszych czynnikow
srodowiskowych odpowiedzialnych za rozpoczecie procesu sporulacji. Laboratoryjnie jest
on osiggany poprzez przeniesienie rosngcej kultury z bogatej pozywki wzrostowej na ubogg
(De Vos i in., 2009). Chociaz sporulacja jest indukowana przez gtdd, nie jest inicjowana
natychmiast. Reakcje umozliwiajgce dalszy wzrost tak dtugo, jak to mozliwe, s3
preferowang alternatywa dla sporulacji, ktéra jest ostateczng adaptacyjng reakcjg na

niedobdr sktadnikéw odzywczych (Reder i in., 2012).

Uwaza sie, ze B. subtilis wyczuwa gtéd, mierzagc wewnatrzkomoérkowe stezenie
kluczowych metabolitéw, takich jak ATP, GTP czy natadowane aminokwasami tRNA
potrzebne do syntezy biatek (Lopez & Kolter, 2010). Za wyczuwanie gtodu odpowiada m.in.
regulator transkrypcji CodY, ktéry monitoruje wewnatrzkomoérkowe poziomy GTP (Handke
i in., 2008; Lopez & Kolter, 2010; Ratnayake-Lecamwasam i in., 2001). W nadmiarze
sktadnikdw odzywczych, GTP jest wytwarzany na wysokich poziomach, wigze woéwczas i
aktywuje represor CodY, ktéry blokuje ekspresje gendw zwigzanych z indukcjg sporulacji,
takich jak spoOA, kinB-kapB, rapA-phrA, rapC-phrC, rapE-phrE (Molle, Nakaura, i in., 2003).
Tym samym wyczerpanie puli GTP podczas gtodu powoduje inaktywacje CodY i umozliwia

transkrypcje powyzszych gendw.

Spadek poziomu energii wewnatrzkomérkowej spowodowany niedoborem
sktadnikdw odzywczych wptywa réwniez na synteze aminokwaséw niezbednych do
budowy biatek. W tych warunkach, nienatadowane aminokwasami tRNA wigzg sie z
rybosomem, co zatrzymuje translacje. W konsekwencji energia w postaci GTP,
przeznaczona do syntezy biatek, jest przekierowywana do tworzenia drugorzednego
przekaznika, tetra- lub pentafosforanu guanozyny [(p)ppGpp], zwanego rowniez
alarmonem (Lépez & Kolter, 2010). Synteza alarmonu jest katalizowana przez RelA, biatko
zwigzane z rybosomami, ktére przenosi grupe pirofosforylowg z ATP lub GTP na 3'OH
rybozy nukleotyddw GTP lub GDP, tworzgc aktywng posta¢ alarmonu. Reguluje on gtdwnie
dwa kluczowe szlaki: synteze nukleotydéw purynowych oraz biogeneze rybosomow i
translacje, co jest zwigzane z wywotywaniem tzw. odpowiedzi $cistej (ang. stringent
response), ktora jest reakcjg bakterii na niekorzystne warunki srodowiska (Yang i in., 2020).
Wykazano, ze podczas odpowiedzi Scistej nastepuje wzrost ekspresji gendw zwigzanych z

indukcjg sporulacji, takich jak kinA, kinB-kapB, kinD, kinE, spo0O, spoOA, sigH, rapA-phrA,
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rapB, rapE-phrE, i spoOE, zas hamowana jest ekspresja m.in. kinC , abrB i ynzD (Leyn i in.,

2013; Tojo i in., 2013).
2.2. Kinazy histydynowe aktywujace phosphorelay

Sugerowano, ze B. subtilis wykrywa niedobér sktadnikow odzywczych oraz inne
sygnaty $rodowiskowe za pomocg cytoplazmatycznych kinaz A i E oraz integralnych
btonowych B, C i D (Ryc. 1.4). Kinazy histydynowe dziatajg poprzez autofosforylacje
konserwatywnej reszty histydyny przy uzyciu ATP, a nastepnie przeniesienie powstatego
wysokoenergetycznego fosforanu na konserwatywng reszte asparaginianu regulatora
odpowiedzi (Davidson i in., 2018; Winnen i in., 2013) (Ryc. 1.5). Regulator odpowiedzi
dziata najczesciej jako czynnik transkrypcyjny, ktéry moduluje ekspresje docelowych gendéw
w odpowiedzi na swdj stan fosforylacji. Autofosforylacja KinA, KinB, KinC i KinD jest
pierwszym krokiem w wieloetapowym transferze grupy fosforanowej (ang. phosphorelay)*,

ktory kontroluje rézne zachowania B. subtilis, m.in. sporulacje.

KinA  KinB KinC KinD KinE

CUREN

Rycina 1.4. Schemat budowy kinaz histydynowych KinA, KinB, KinC, KinD oraz KinE. Potencjalne
domeny sygnatu wejsciowego, tzw. domeny PAS (owale) oraz helisy transbtonowe (prostokaty)
zaznaczono na niebiesko. Domeny enzymatyczne (romby) i regulatorowe (prostokaty) podlegajace
fosforylacji i przeniesieniu grupy fosforylowej zaznaczono na czerwono (R. Wu i in., 2013)

! Poniewaz nie istnieje polski odpowiednik dla tego terminu, ktéry specyficznie okre$la doktadnie szlak
transferu grupy fosforanowej, prowadzacy od KinA-D i potencjalnie KinE do czynnika transkrypcji, SpoOA, w
niniejszej pracy bedzie stosowane jego angielskie okreslenie, tj. phosphorelay.
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Rycina 1.5. Schemat dziatania kinaz histydynowych (Davidson i in., 2018) - zmodyfikowane

KinA oraz w mniejszym stopniu KinB to kinazy odpowiedzialne za sporulacje (Narula i
in., 2016). Jak wspomniano wczesniej, jednoczesny spadek stezenia GTP i wzrost ATP
reguluje w gére transkrypcje obu gendw, kinB i kinA (Tojo i in., 2013). Co ciekawe, czynnik
wywotujacy autofosforylacje KinA do tej pory pozostaje nieznany (Narula i in., 2016).
Sugerowano, ze KinA bezposrednio wigze sie z NAD+ i wyczuwa stezenia NAD+/NADH
(Kolodkin-Galiin., 2013), ale zostato to zakwestionowane przez pdzniejsze badania (Kiehler
i in., 2017). Pierwotnie uwazano, ze KinA moze by¢ regulowana przez ligandy
wewnatrzkomdrkowe zwigzane z gtodem, ktore po rozpoznaniu przez KinA indukowatyby
jej autofosforylacje i rozpoczynatyby phosphorelay, prowadzacy finalnie do
ufosforylowania waznego regulatora transkrypcji, SpoOA. Jednak kolejne odkrycia, gtdwnie
zwigzane z budowg i wtasciwoscig domen KinA, doprowadzity do podwazenia tej hipotezy
i zaproponowania alternatywnego modelu, w ktérym to sukcesywnie wzrastajgce stezenie
KinA przy jej statej aktywnosci prowadzi do otrzymania progowego stezenia SpoOA~P,
odpowiadajgcego za indukcje sporulacji (Kiehleriin., 2017; Narulaiin., 2016). W przypadku
stabilnych biatek, szybkos¢ wzrostu okresla szybkos¢ rozciericzania biatka, poniewaz wolno
rosngce komdrki majg mniejszg objetosé, a degradacja biatka zachodzi w nieznacznym
stopniu. Podczas niedoboru sktadnikdw odzywczych wzrost komérek jest zahamowany, co
powoduje wzgledny wzrost stezenia kinazy. Tym samym, to nie wewngtrzkomdrkowe
ligandy zwigzane z gtodem bytyby czynnikiem wywotujgcym sporulacje, ale wydtuzony czas
pomiedzy kolejnymi cyklami komoérkowymi $wiadczytby o zaistnieniu niedoboru
sktadnikéw odzywczych. W efekcie, tylko komérki rosngce wolniej od okreslonej szybkosci
osiggatyby progowg aktywnos¢ SpoOA~P niezbedng do sporulacji, zas spowolnienie

wzrostu wptywatoby raczej na stezenie niz na aktywnos¢ KinA.

Drugg najwazniejszg kinazg odpowiadajacg za indukcje sporulacji jest KinB. Poniewaz

KinB nie posiada zewnetrznej domeny, ktéra czesto dziata jako czujnik dla specyficznego
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liganda, podejrzewano, ze KinB prawdopodobnie nie wyczuwa czgsteczki sygnatowej
bezposrednio (Dartois i in., 1996). | faktycznie, wykryto, ze KinB jest aktywowany po
zwigzaniu ze wspdlnie transkrybowang lipoproteing KapB zakotwiczong po zewnetrznej
stronie btony komérkowe] (Dartois i in., 1997). Jednak dokfadny sygnat, ktéry wyzwala
tworzenie kompleksu KinB-KapB, pozostaje do wyjasnienia (Lopez & Kolter, 2010). Wykryto
tez, ze inne integralne biatko btonowe, KbaA, rowniez powoduje aktywacje KinB (Dartois i

in., 1996; W. Liu i in., 2018).

Zaproponowano, ze KinB miatby by¢ aktywowany w przypadku zaburzenia
oddychania przez nieznany przetgcznik redoks, ktéry wykrywatby uposledzony transport
elektrondw spowodowany takimi stresami srodowiskowymi, jak niski poziom tlenu czy
wysoki poziom zelaza (Kolodkin-Gal i in., 2013). Oprdcz indukcji sporulacji, KinB wraz z KinC
odpowiada za ruch slizgowy poprzez umiarkowanie zwiekszenie stezenia SpoOA~P (Grau i
in., 2015). Co ciekawe, w celu indukgcji ruchu slizgowego przez KinB, do jego aktywacji
wymagane jest wysokie stezenie jonéw potasowych, jednoczesnie jednak jony te sg

catkowicie nieistotne dla zainicjowania procesu sporulacji.

KinC wykrywa utrate kationdw potasu z cytoplazmy, np. w wyniku uszkodzenia btony
komodrkowej lub indukowang przez surfaktyne — lipoproteine wnikajgcg w membrane i
tworzgcy pory selektywne dla jondw potasu (Lépez, Fischbach, iin., 2009; Lépez, Vlamakis,
i in., 2009b; Shemesh i in., 2010). W zwigzku z tym, w przeciwieistwie do KinB, potas
stanowi inhibitor dla KinC, ktéra jest aktywna dopiero przy jego niskich stezeniach.
Wyttumaczeniem tego pozornego paradoksu dla KinB i KinC jest to, ze obie te kinazy inicjuja
ruch slizgowy w réznych momentach wzrostu kolonii, co jest zwigzane z réznym stezeniem
wewnatrzkomdrkowego potasu (Ryc. 1.6) (Grau i in., 2015). KinB jest kinazg pierwszego
dziatania, podczas gdy KinC pozostaje nieaktywna. W miare postepu ruchu slizgowego
nastepuje spadek wewnatrzkomérkowego stezenia potasu w komorkach wewnetrznej
czesci dysku slizgowego. W takich warunkach fizjologicznych KinB i KinC stajg sie
odpowiednio nieaktywne i aktywne wewnagtrz dysku S$lizgowego, podczas gdy KinB

pozostaje aktywny na obrzezach kolonii.
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Cczas

Rycina 1.6. Czasoprzestrzenne rozdzielenie aktywacji kinaz KinB i KinC podczas indukcji ruchu
slizgowego u B. subtilis (Grau i in., 2015) - zmodyfikowane

KinC, tak jak KinD, umiarkowanie podwyzsza stezenie SpoOA~P do poziomu, ktory
wywotuje indukcje produkgcji biofilmu, ale jest niewystarczajgce dla zainicjowania sporulacji
(Aguilariin., 2010; Y. Chen i in., 2012; Z. Chen i in., 2022). Co ciekawe, zaréwno KinC, jak i
KinD, mogg powodowac defosforylacje SpoOF~P, a w konsekwencji zmniejsza¢ stezenie
Spo0A~P, przy wysokim stezeniu KinA. Tym samym dziatajg one dodatkowo jako regulatory
szlaku phosphorelay, dbajac o to, aby komoérka B. subtilis miata czas wykorzysta¢ inne
mechanizmy radzenia sobie z niekorzystnymi warunkami wzrostu, nim wybierze
ostatecznie proces sporulacji. Co rowniez ciekawe, w przypadku braku posrednich biatek
szlaku phosphorelay, tj. SpoOF lub SpoOB, KinC jest w stanie, jako jedyna z pieciu kinaz,
bezposrednio fosforylowac¢ koricowe biatko SpoOA (LeDeaux & Grossman, 1995; Shanki in.,

2011).

Przewiduje sie, ze KinD jako jedyny z pieciu kinaz ma znaczacy segment
pozacytoplazmatyczny, w zwigzku z czym moze reagowaé na matoczasteczkowe ligandy,
ktore gromadzg sie lub sg wyczerpywane w srodowisku zewnatrzkomérkowym (R. Wuiiin.,
2013). Badania wskazaty, ze pirogronian, propionian i/lub maslan mogg taczy¢ sie z KinD,
ale nie potwierdzity, ze sg to ligandy fizjologiczne. Inne badania wykazaty, ze KinD jest
osmosensorem i powoduje fosforylacje SpoOA przy wysokim ci$nieniu osmotycznym
(Rubinstein i in., 2012). Doniesiono réowniez, ze aktywnos$é KinD jest aktywowana przez
lipoproteine Med, zakotwiczong po zewnetrznej stronie btony komoérkowej (Banse i in.,
2011). Med zostata pierwotnie zidentyfikowana jako pozytywny regulator genu
kompetencji comK, ale wykryto, ze réwniez operony kanibalizmu sdp i skf znajdujg sie pod
jej pozytywng kontrolg. Zjawisko kanibalizmu u B. subtilis to jeden ze sposobdw radzenia
sobie ze stresem wywofanym niedoborem sktadnikéw odzywczych. Komorki, w ktérych

poziom SpoOA~P wzrasta na skutek gtodu, wytwarzajg i eksportujg bakteriobdjcze produkty
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powyzszych operondéw, aby zablokowad siostrzane komorki przed wejsciem na droge
sporulacji i spowodowac ich lize (Ellermeier i in., 2006; Gonzalez-Pastor i in., 2003; Ldépez,
Vlamakis, i in., 2009a). Komoérki, ktore wykazujg kanibalizm opdzniajg w ten sposdb swoj
proces sporulacji dzieki zyskaniu sktadnikéw odzywczych uwalnianych przez martwe
komorki. Opdznienie sporulacji jest korzystne, poniewaz jest to energochtonny i od
pewnego momentu nieodwracalny proces, ktéry wymaga do ukoriczenia kilku godzin. Jesli
w tym okresie sktadniki odzywcze statyby sie ponownie ogdlnodostepne, komorki
zaangazowane w sporulacje bytoby w niekorzystnej sytuacji w stosunku do komérek, ktére

sq w stanie szybko wznowié wzrost.

KinE jest homologiem o sekwencji bliskiej pozostatym czterem kinazom, pod
wzgledem budowy najbardziej przypomina KinA (Ryc. 1.4) (R. Wu i in., 2013). Tak jak KinA,
znajduje sie pod pozytywng kontrolg czynnika transkrypcyjnego oH (Britton i in., 2002), w
przeciwienstwie do pozostatych kinaz, za ktdrych ekspresje odpowiada oA. Jest najmnie;j
poznang kinazg sposréd powyzszych (R. Wu i in., 2013). Oczyszczona KinE wydaje sie
przeprowadzaé fosforylacje SpoOF na podobnym poziomie co KinC i KinD (M. Jiang, Shao, i
in., 2000). Do tej pory, nie udato sie okresli¢ fenotypu mutanta AkinE (McLoon, Kolodkin-
Gal, iin., 2011; Serra i in., 2014; Shank i in., 2011).

Podsumowujgc, kinazy histydynowe zaangazowane w phosphorelay mozna
pogrupowaé w pary w zaleznosci od indukowanego zachowania w odpowiedzi na warunki
stresowe (Ryc. 1.7). KinA i KinB odpowiadajg za rozpoczecie procesu sporulacji, przy czym
gtéwnga kinazg w tym duecie jest KinA. KinB i KinC regulujg ruch slizgowy, przy czym
wazniejszg kinazg jest KinB. KinC i KinD odpowiadajg za tworzenie biofilmu. Co ciekawe
wszystkie trzy wymienione procesy wymagajg charakterystycznego stezenia SpoOA~P:
najnizszego dla ruchu slizgowego, sredniego dla tworzenia biofilmu i najwyzszego dla
sporulacji (Ryc. 1.7) (Fujita i in., 2005).

KinB/KinC KinC/KinD KinA/KinB

Y Vi W

SpoOA~P
= S oo AR
I | S — —
ruch slizgowy biofilm sporulacja

Rycina 1.7. Schemat zaleinosci stezenia SpoOA~P od podjetych zachowan adaptacyjnych u B.
subtilis (Kovacs, 2016) - zmodyfikowane
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Kinazy histydynowe biorgce udziat w phosphorelay sg réwniez regulowane
negatywnie. Dziatanie KinA oraz KinB jest blokowane przez antykinaze Sda (46 aa), ktéra
jest wyrazana w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, zapobiegajgc sporulacji, jesli replikacja
chromosomu jest uposledzona (Cunningham & Burkholder, 2009; Ruvolo i in., 2006;
Whitten i in., 2007). Sda tgczy sie z odpowiednig kinazg i blokuje jej autofosforylacje (lIshii
& Eguchi, 2021), zas sama podlega negatywnej regulacji poprzez degradacje proteza ClpXP.
Antykinazg KinA jest rowniez biatko Kipl (240 aa), ktorego ekspresja wydaje sie byé
zwigzana z niskg dostepnoscig azotu oraz z dostepnoscia zrédet wegla (L. Wang i in., 1997).
Tym samym biatko Kipl prawdopodobnie odgrywa role w blokowaniu sporulacji w
Srodowisku bogatym w sktadniki odzywcze (Mitrophanov & Groisman, 2008). Kipl jest z
kolei wigzane i blokowane przez KipA, z ktérym jest wspdlnie wyrazane (Jacquesiin., 2011).
Generalnie antykinazy dziatajg jako istotne punkty kontrolne zapobiegajgce
zarodnikowaniu w warunkach, w ktérych tempo wzrostu jest niskie pomimo obecnosci
sktadnikdw odzywczych, na przyktad w przypadku uszkodzern chromosomu, w niskich
temperaturach lub w obecnosci czynnikéow stresowych, takich jak antybiotyki i etanol
(Narula i in., 2016). Regulacja, szczegdlnie KinA i KinB, ma zatem kluczowe znaczenie dla
zapewnienia, ze bakterie przechodza do nieodwracalnych etapdéw sporulacji tylko w

warunkach powaznego niedoboru sktadnikéw odzywczych (Winneniin., 2013).

Mniej znanymi inhibitorami kinaz histydynowych biorgcych udziat w phosphorelay sg
produkty gendéw sivA, sivB i sivC (ang. sporulation-inhibitory vegetative gene, pl.
wegetatywny gen hamujgcy sporulacje), ktére znajdujg sie pod pozytywng kontrolg
Spo0A~P, tym samym tworzac petle negatywnego sprzezenia zwrotnego (Garti-levi i in.,
2013). Jak nazwa wskazuje, s3 one wyrazane podczas wzrostu wegetatywnego, gdy
dostepne sg sktadniki odzywcze. SivA i SivB hamujg aktywnos$é KinA, podczas gdy SivC dziata
na KinB oraz KinC. Ponadto SivC bierze udziat w ruchu slizgowym i tworzeniu biofilmu, za$s
spekuluje sie, ze SivC moze dziata¢ w celu hamowania sporulacji w komadrkach, ktére maja
stad sie ruchliwe, poniewaz pierwotnie stwierdzono, ze sivC jest cztonkiem regulonu oD,
ktory obejmuje geny wymagane do sktadania wici, ruchliwosci i chemotaksji.
Problematyczna jest jednak kolokalizacja tych biatek, poniewaz SivA i SivB sg biatkami

zewnatrzkomaérkowymi, podczas gdy KinA jest kinazg cytoplazmatyczna.
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2.3. Gestosc¢ populacji jako induktor sporulacji

Oprodcz niedoboru sktadnikéw odzywczych, rdwniez odpowiednia gestos¢ hodowli ma
kluczowe znaczenie dla indukcji procesu sporulacji. Jak zaobserwowano, gtodzone komarki
bakteryjne w hodowli o niskiej gestosci nie przeprowadzajg sporulacji wydajnie (Grossman

& Losick, 1988).

Gestos¢ populacji jest monitorowana poprzez system quorum-sensing (Miller &
Bassler, 2001). Jak wspomniano na poczatku podrozdziatu 1.2, B. subtilis uzywa go do
wyboru pomiedzy inicjacja kompetencji lub sporulacji, i wykorzystuje w tym celu
autoinduktory. S3 nimi m.in. przedstawiciele rodziny Phr. Dla procesu sporulacji
najwazniejsze biatka z tej rodziny to: peptyd CSF (znany réwniez jako PhrC), PhrA, PhrE,
PhrH i Phrl (Gallegos-Monterrosa & Kovacs, 2023; Pottahil & Lazazzera, 2003; Solomoniiin.,
1996). Geny phrC, phrE i phrl znajduja sie pod pozytywng kontrolg czynnikéw
transkrypcyjnych oA oraz oH, zas za ekspresje phrA i phrH odpowiada wytgcznie cA
(McQuade i in., 2001; Mirouze i in., 2011). Geny phr sg sprzezone z genami rap i ulegaja
wspolnej transkrypcji, zazwyczaj tworzgc pary, np. phrA-rapA. Jest to Scisle zwigzane z

funkcjg peptydéw Phr, ktére wigzac sie z odpowiednimi fosfatazami Rap powodujg ich

inhibicje.
CSF PhrE
ET:] =
Pro-CSy I Pro-PhrE
I N . -
7
7 - T $rodowisko zewnetrzne
Sec Sec )
peptydaza peptydaza wnetrze komorki
T sygnalowa sygnatowa T
pre-pro-CSF W pre-pro-PhrE
phrC Y S ohrE

Rycina 1.8. Schemat powstawania peptydow sygnatowych CSF oraz PhrE (Pottahil & Lazazzera,
2003) - zmodyfikowane. Zielone strzatki oznaczajg geny. Zielona cze$¢ sekwencji aminokwasowej
pre-pro-CSF oraz pre-pro-PhrE reprezentuje sekwencje sygnatowa, czarna — cze$¢ wycietg podczas
dojrzewania biatek, za$ biata — dojrzaty pentapeptyd. Strzatki z biatymi grotami wskazujg miejsca
ciecia peptydaz, ktére usuwaja sekwencje sygnatowe.
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Phr powstajg jako nieaktywne pro-biatka o dtugosci ok. 40 aminokwasow i s3
wydzielane zewnatrzkomoérkowo przez szlak eksportu zalezny od Sec (S. Stephenson i in.,
2003), gdzie ulegajg proteolitycznemu cieciu do aktywnych penta- lub heksapeptydow
(Lanigan-Gerdes i in., 2007) (Ryc. 1.8). Stopniowo gromadzgy sie w Srodowisku wraz ze
wzrostem gestosci komorek i po przekroczeniu stezenia progowego sg importowane do
wnetrza komérek B. subtilis przez Opp (znana réwniez jako SpoOK), nalezacg do rodziny
transporteréow ABC (Ryc. 1.9). Wewngatrz komoérki, juz jako aktywne peptydy, Phr
unieczynniajg odpowiednie fosfatazy Rap, co zapobiega defosforylacji SpoOF i w
konsekwencji umozliwia aktywacje regulatora transkrypcji SpoOA (M. Jiang, Grau, i in.,
2000). Tak wiec, gdy wymienione wyzej autoinduktory osiggajg poziom progowy, ktory
reprezentuje odpowiednig gestos¢ komoérek, ich wysokie stezenia wewngtrzkomérkowe
prowadzg do wzrostu ufosforylowanej, aktywnej formy SpoOA, a tym samym do indukgji
sporulacji (Miller & Bassler, 2001). Co ciekawe, CSF jako jedyny wigze sie i blokuje rézne
biatka Rap. Oprdécz dwéch fosfataz zwigzanych ze sporulacja (RapB i Rapl), przy niskich
stezeniach CSF dziata réwniez na RapC umozliwiajgc fosforylacje czynnika transkrypcyjnego
ComA, ktéry odpowiada za ekspresje gendéw zwigzanych z kompetencjg (Pottahil &

Lazazzera, 2003).

srodowisko zewnetrzne

wnetrze komorki

-
<P.

rapA
rapC
SpoOA ragE
¢ srfA (comS)
sporulacja kompetencja

Rycina 1.9. Schemat dziatania autoinduktoréw CSF, PhrA i PhrE (Pottahil & Lazazzera, 2003) -
zmodyfikowane. [n] — niskie stezenie CSF; [w] — wysokie stezenie CSF.
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2.4. Sktadniki phosphorelay iich regulacja

Kluczowym biatkiem indukujgcym proces sporulacji jest SpoOA, regulator
transkrypcyjny, ktéry moze stuzy¢ jako represor lub aktywator transkrypcji, w zaleznosci od
genu docelowego (Burbulys i in., 1991; Sonenshein, 2000). Jak wspomniano wyzej, jest on
fosforylowany na drodze wieloetapowego transferu grupy fosforanowej, ktéry jest wazng
odmiang dwusktadnikowego mechanizmu bodziec-reakcja, stosowanego do kontrolowania
reakcji srodowiskowych u bakterii (Ryc. 1.10). Systemy dwusktadnikowe sktadajg sie z
kinazy histydynowe] reagujacej na ligand sygnatowy i dwudomenowego regulatora
odpowiedzi, ktéry jest zwykle czynnikiem transkrypcyjnym (K. Stephenson & Hoch, 2002;
Zapf i in., 2000). W phosphorelay rdznicg jest to, iz grupa fosforylowa jest przenoszona z
reszty histydynowej kinazy na reszte asparaginianowg jednodomenowego regulatora
odpowiedzi (SpoOF), ktéry nie ma domeny wyjsciowej wigzgcej DNA. Grupa fosforylowa
jest nastepnie przenoszona na asparaginian w domenie odbiorczej regulatora odpowiedzi
(SpoOA) przez fosfotransferaze (SpoOB), unikalny zwigzek posredni, ktéry zostaje
przejsciowo fosforylowany na histydynie i stuzy jako fosfodonor dla regulatora odpowiedzi.
Phosphorelay zapewnia wyzszy poziom regulacji niz podstawowe systemy
dwusktadnikowe, zapewniajgc wiecej punktéw kontrolnych dla wprowadzania zaréwno

sygnatéw dodatnich, jak i ujemnych.

W przypadku SpoOA, transdukcja sygnatu rozpoczyna sie autofosforylacjg KinA-E,
ktdre przekazujg swoje sygnaty na SpoOF. SpoOF przyjmuje role drugorzedowego
przekaznika i moze stuzy¢ jako punkt akumulacji dla réznych wejs¢ stresowych (Ryc. 1.9).
Kinazy tworzg acylofosforan na reszcie Asp-54 w SpoOF, tym samym czynigc go substratem
dla fosfotransferazy SpoOB, ktdra przyjmuje fosforan na swojg reszte His-30 (Tzeng i in.,
1998), aby nastepnie przekazaé go na Asp-54 lub Asp-10 w SpoOA (Burbulysiin., 1991) (Ryc.
1.10). Reakcja fosfotransferu miedzy SpoOF, SpoOA i SpoOB jest odwracalna, a SpoOF i
Spo0A oddziatujg przejsciowo z tym samym miejscem SpoOB (Zapf i in., 2000). Co ciekawe,
SpoO0B jest biatkiem jednodomenowym, wystepuje jako homodimer i nie zmienia swojej
konformacji przestrzennej po utworzeniu kompleksu, co sugeruje, ze posiada ono sztywng
strukture z wbudowang architekturg odpowiednig do przejsciowych interakcji zaréwno ze
SpoOF, jak i SpoOA. C-koncowa domena SpoOB jest bardzo podobna do domen kinaz

histydynowych wigzgcych ATP, chociaz nie wykazuje takiej wiasciwosci (Varughese i in.,
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2006; R. Wu i in., 2013). W zwigzku z tym SpoOB utracito zdolno$¢ do autofosforylacji, ale
zachowato zdolnos¢ do tworzenia kompleksu fosfotransferowego z domeng odbiorcza
swoich partnerow, SpoOF i Spo0OA (Szurmant & Hoch, 2010). Phosphorelay sporulacji mozna
zatem wyobrazi¢ sobie jako dwa indywidualne dwusktadnikowe systemy odpowiedzi

utozone w tandemie (Ryc. 1.10).

Dwusktadnikowy

mechanizm Phosphorelay
odpowiedzi
Sygnat Sygnat

l

domena wejsciowa .
Kinaza Kinaza
sensorowa sensorowa
ATP His—(P) ATP His—(P)
domena autokinazy
ADP ADP

> Regulator

domena odbiorcza Asp—®) odpowiedzi

> (SpoOF)

domena His_® Fosfotransferaza
fosfotransferazy > (Spo0B)
ASF’_® domena odbiorcza ASP—®

Regulator Regulator
odpowiedzi odpowiedzi

domena wyjsciowa (Spo0A)

l

Odpowiedz Odpowiedz

Rycina 1.10. Schemat szlaku phosphorelay w poréwnaniu do dwuskfadnikowego mechanizmu
odpowiedzi (Mitrophanov & Groisman, 2008) - zmodyfikowane. Domena autokinazy sktada sie z
subdomeny fosfotransferazy i subdomeny wigzacej ATP (Varughese i in., 2006)

Jednoczesnie z transferem grupy fosforylowej wymagane sg systemy defosforylacji,
potrzebne do doktadnej interpretacji sygnatow (Ryc. 1.11). W phosphorelay role te petnig
fosfatazy fosforanu aspartylu (Perego, 2001). Jak wspomniano przy okazji omawiania
wptywu gestosci hodowli na indukcje sporulacji, SpoOF~P jest deaktywowany przez
dziatanie biatek z rodziny Rap (RapA, RapB, RapE, RapH, Rapl, RapJ, RapP) (Ryc. 1.9, 1.11)

(Gallegos-Monterrosa & Kovacs, 2023). Ich ekspresja jest indukowana w rézny sposdb przez
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Rycina 1.11. Schemat regulacji phosphorelay poprzez fosfatazy (Mitrophanov & Groisman, 2008)
- zmodyfikowane

procesy fizjologiczne alternatywne do sporulacji, np. rozwéj kompetencji sprzyja ekspresji
RapA i RapE, poniewaz znajdujg sie one pod pozytywng kontrola ComA, zas warunki
wzrostu wegetatywnego indukujg RapB (Comella & Grossman, 2005; Perego, 2001). RapH
jest o tyle ciekawg fosfatazg, ze dziata zaréwno na SpoOF~P, jak i na ComA~P, a wiec blokuje
sporulacje oraz kompetencje jednoczesnie, co ma kluczowe znaczenie dla komorki
(Mirouze i in., 2011; Smits i in., 2007). Poniewaz transkrypcja RapH jest indukowana przez
ComK, czynnik transkrypcyjny pdinej kompetencji, biatko dziata na etapie, w ktérym
kompetencja jest juz dobrze zainicjowana. Tym samym RapH zapobiega inicjacji sporulacji
w kompetentnych komérkach, jak rdwniez przyczynia sie do wyjscia ze stanu
kompetentnego. Rapl odpowiada za poziomy transfer gendw i wyciecie transpozonu

ICEBs1, ale jednoczesnie zmniejsza wydajnosé procesu sporulacji (Parashar, Jeffrey, i in.,
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2013; Singh i in., 2013). RapP to przyktad fosfatazy, ktéra jest kodowana na plazmidzie
(Omer Bendori i in., 2015; Parashar, Konkol, i in., 2013; Verdugo-Fuentes i in., 2020). Co
ciekawe, RapP stracit mozliwos¢ bycia regulowanym przez PhrP z powodu wystgpienia
pojedynczej mutacji w swoim genie, tym samym dziata jako konstytutywny represor swoich
celéw, czyli powoduje bezposrednig defosforylacje SpoOF~P oraz posrednio lub
bezposrednio inaktywuje ComA, przez co silnie reguluje proces tworzenia biofilmu, a takze
sporulacje i kompetencje. Zaobserwowano jednak, ze w pewnych warunkach PhrH
powoduje supresje RapP in vivo, ale nie in vitro. Sugeruje sie, ze PhrH moze podlegac
modyfikacji potranslacyjnej in vivo, ktéra umozliwia bezposrednia inhibicje RapP lub, ze

PhrH zwieksza ekspresje peptydu, ktéry dopiero bezposrednio wigze sie z RapP.

Konsekwencjg defosforylacji SpoOF~P jest nie tylko uniemozliwienie przeniesienia
fosforanu na SpoOB i dalej na SpoOA, ale dodatkowo odwrdcenie przeptyw fosforanu przez

uktad phosphorelay, prowadzac do defosforylacji istniejgcego wczesniej SpoOA~P.

Z kolei Spo0A podlega dezaktywacji przez fosfatazy SpoOE (85aa), YnzD (57aa) i Yisl
(56aa) (Perego, 2001). Dwa ostatnie biatka s3 wysoce homologiczne do SpoOE i wyraznie
brakuje w ich sekwencji ok. 25 aminokwasowej sekwencji C-koricowej obecnej w pierwszej
fosfatazie. Profile ekspresji gendw spoOE, yisl i ynzD rbznig sie od siebie, co oznacza, ze inne
czynniki indukujg ich transkrypcje, jednak generalnie sg one przeciwne do tych, inicjujgcych
sporulacje. YnzD, tak jak gen rapB, ulegajg ekspresji w warunkach sprzyjajgcych wzrostowi
wegetatywnemu, za$ indukcja transkrypcji yis/ i spoOE jest zauwazalna podczas fazy

przejsciowej miedzy fazg wzrostu logarytmicznego a stacjonarnego.

Transkrypcja spoOE zachodzi z trzech réznych miejsc promotorowych, z ktérych dwa
sq oddzielone od siebie tylko trzema zasadami nukleotydowymi (Reder iin., 2012). Pierwszy
promotor wydaje sie by¢ stale aktywny podczas wzrostu, natomiast drugi promotor jest
rozpoznawany przez polimeraze RNA zawierajgcg czynnik transkrypcyjny oA i moze by¢
blokowany przez AbrB. Trzeci promotor znajduje sie pod pozytywng kontrolg
alternatywnego czynnika transkrypcyjnego oB, ktéry reaguje na stres Srodowiskowy i
metaboliczny, indukujgc tzw. ogdlng odpowiedz na stres (ang. general stress response, GSR)
(Rodriguez Ayala i in., 2020). GSR jest szybka, krétkotrwaty i odwracalng reakcjg, pojawia
sie 5-15 minut od indukcji stresora. Tym samym, dzieki spowolnieniu fosforylacji SpoOA

poprzez SpoOE komdrka ma czas zastosowac inne, mniej ekstremalne reakcje adaptacyjne,

30



takie jak GSR, zanim wybierze sporulacje, aby poradzi¢ sobie z niekorzystnymi warunkami
Srodowiska. Do stresoréw aktywujgcych GSR nalezg: wysoka i niska temperatura, wysokie
stezenie soli, etanol, antybiotyki, niedobdér glukozy, fosforanéw i tlenu, inhibitory
zmniejszajgce stezenie ATP oraz Swiatto niebieskie. W istocie, niektdre z tych stresorow
(m.in. niska temperatura, wysokie stezenie soli i etanol) zostaty zgtoszone jako czynniki

zmniejszajgce wydajnosé sporulacji.

Negatywne regulatory phosphorelay sg kontrolowane przez FtsH, metaloproteaze
zakotwiczong w btonie komdrkowej w taki sposdb, ze oba jej konce sg eksponowane w
cytoplazmie (Le & Schumann, 2009). Czes¢ C-koricowa zawiera blok zaangazowany w
wigzanie i hydrolize ATP oraz miejsce wigzania dla Zn?*. Celem FtsH sg fosfatazy RapA, RapB,
RapE i Spo0E, przy czym C-koniec SpoOE jest niezbedny do jego degradacji - YnzD i Yisl nie
sg rozktadane przez FtsH ze wzgledu na skrécong o ok. 25 aa czes¢ C-koricowaq. SpoOM, inny

regulator sporulacji, réwniez jest degradowany przez FtsH (Thi Nguyen & Schumann, 2012).

Podsumowujac, phosphorelay zapewnia mechanizm zbierania sygnatu z kilku kinaz
biatkowych i zapewnia wiele poziomoéw kontroli, zaréwno na poziomie transkrypcyjnym,
jak i posttranslacyjnym aby zapobiec nierozwaznej indukcji sporulacji. SpoOA~P jest zas
kluczowym posrednikiem tgczacym sygnaty sSrodowiskowe, metaboliczne i cyklu

komodrkowego z aktywacjg maszynerii transkrypcyjnej wymaganej do sporulacji.

Jak juz zasugerowano, nie wszystkie komaérki bakteryjne wybierajg sporulacje, jako
sposdb na przetrwanie niesprzyjajgcych warunkéw srodowiskowych: bakterie mogg staé
sie bardziej mobilne czy aktywowaé w sobie kanibalizm lub kompetencje. Tym samym
nawet hodowla genetycznie identycznych komérek bakteryjnych hodowanych w
jednorodnym srodowisku (np. w ptynnych pozywkach w dobrze mieszanych kolbach) jest
heterogeniczna i sktada sie z réznych subpopulacji komérek (Dubnau & Losick, 2006). W
warunkach promujacych sporulacje mozna wyrdzni¢c dwie subpopulacje: komérek
sporulujgcych i nie sporulujgcych. Jesli warunki srodowiskowe zmienig sie na korzystne,
komorki niezarodnikujgce powrdca do swojej normalnej aktywnosci. Dlatego uwaza sie, ze
heterogennos¢ jest korzystng wtasciwoscig pozwalajgcg populacji unikngé zaangazowania
w nieodwracalng i energochtonng sporulacje w srodowiskach, w ktérych trudne warunki
mogg sie tatwo odwrécié. Fosfatazy z rodzin Rap i SpoOE, ktdre regulujg phosphorelay, s

niezbedne do heterogenicznosci komadrek zwigzanych z SpoOA, poniewaz delecje genéw
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rapA i spoOE niemal catkowicie znoszg heterogenicznosé populacji B. subtilis (Veening i in.,

2005).
2.5. Regulon Spo0A, gtéwnego czynnika transkrypcyjnego procesu sporulacji

Spo0OA moze byc¢ transkrybowany z dwdch promotoréow (Devi i in., 2015). Kiedy
poziom skfadnikéw odzywczych w sSrodowisku jest wysoki, SpoOA jest wyrazane ze
stosunkowo stabego, konstytutywnego promotora Pv (ang. vegetative promoter, pl.
promotor wegetatywny), kontrolowanego przez czynnik transkrypcyjny oA. Kiedy komarki
wchodzg w faze stacjonarng, aktywnosé czynnika oH nieznacznie wzrasta, co prowadzi do
ekspresji SpoOA z silniejszego promotora Ps (ang. sporulation-specific promoter,
pl. promotor sporulacyjny), znajdujgcego sie ok 150 pz ponizej Pv (Chibazakuraiin., 1991).
Odpowiednio wysoki poziom SpoOA blokuje transkrypcje genu abrB, ktéry koduje regulator
transkrypcji AbrB, odpowiadajgcy m.in. za inhibicje ekspresji czynnika oH czy KinA. Spadek
stezenia AbrB prowadzi wiec do derepresji sigH. W rezultacie zwiekszona aktywnos¢
czynnika oH stymuluje ekspresje genéw dla KinA, SpoOF i Spo0A, powodujac dalszy wzrost
SpoOA. Jednoczesnie SpoOA~P tworzy ujemng petle zwrotng, poprzez represje genow
spo0A, kinA oraz kinC, zas w przypadku spoOF najpierw nastepuje stymulacja ekspresji tego
genu, zas przy wysokim stezeniu SpoOA~P jego inhibicja (Fujita & Sadaie, 1998). Co ciekawe,
Spo0A nie reguluje ekspresji spo0B, w zwigzku z czym stezenie SpoOB pozostaje state

podczas inicjacji sporulacji (Seniin., 2011; Tiwariiin., 2011).

Transkrypcja SpoOA z promotora Ps moze by¢ zablokowana przez biatko Soj, ktére z
kolei znajduje sie pod negatywng kontrolg Spo0J (Quisel & Grossman, 2000). Soj to ATPaza,
zaangazowana m.in. w regulacje inicjacji replikacji DNA (Scholefield i in., 2011). W
zaleznosci od formy, dimeru lub monomeru, odpowiednio aktywuje lub hamuje ten proces
poprzez wptyw na DnaA, biatko rozpoznajgce i wigzace sie z miejscem poczatku replikacji,
tym samym Soj dziata jako przetgcznik molekularny. Spo0OJ inaktywuje Soj poprzez
stymulowanie jej wtasciwosci hydrolizy ATP, dzieki czemu ATPaza przechodzi z dimeru do
monomeru. Soj hamuje translacje rowniez kilku innych gendw zwigzanych ze sporulacja,

m.in. spollA, spollE i spollG (Quisel & Grossman, 2000).

Podobnie jak inne regulatory odpowiedzi, SpoOA jest aktywowany przez fosforylacje

reszty aspartylowej znajdujgcej sie w N-koricowej czes$ci biatka. Fosforylacja SpoOA
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stymuluje dimeryzacje biatka oraz zdolno$¢ do wigzania sie z rozpoznawang przez niego
sekwencjg w DNA, znang jako kaseta OA, poprzez domene wigzgcg DNA, ktéra znajduje sie
w C-konicowej czesci biatka (De Jong i in., 2010; Fujita & Losick, 2005). Konsensusowe
miejsce wigzania dla SpoOA~P to dwunastonukleotydowa sekwencja 5'-TTTGTCGAAAAA-3’
(Molle, Fujita, i in., 2003).

Wykryto 121 gendw, ktére sg pod bezposrednig kontrolg SpoOA, przy czym dla 40
gendw SpoOA dziata jako aktywator, zas dla 81 jako represor (w tym nad genami
kodujgcymi sktadniki maszynerii replikacji DNA, biosynteze wici i chemotaksje). Geny
znajdujgce sie pod bezposrednig kontrolg SpoOA mozna dodatkowo podzieli¢ na nisko- i
wysokoprogowe (Fujita i in., 2005). Niskoprogowe geny s3g aktywowane Ilub
represjonowane juz przy nizszym stezeniu SpoOA~P, co jest zwigzane z tym, iz SpoOA~P
wykazuje wyzsze powinowactwo do ich sekwencji regulatorowych niz w przypadku genow
wysokoprogowych. Do gendw niskoprogowych nalezg m.in. geny odpowiadajgce za
kanibalizm czy tworzenie biofilmu, za$ wysokoprogowe s3g zwigzane ze sporulacjg. Co
ciekawe, dla prawidtowego przebiegu sporulacji wymagany jest stopniowy wzrost stezenia
SpoOA~P, umozliwiajacy sekwencyjng regulacje najpierw gendéw niskoprogowych, a
dopiero pdzniej wysokoprogowych. Mutanty, ktére mogly nagle zwiekszy¢ stezenie
SpoO0A~P do wartosci progowej dla sporulacji, nie sporulowaty wydajnie, poniewaz w ich
przypadku geny nisko- i wysokoprogowe ulegaty regulacji w tym samym momencie (Fujita
i in., 2005). Prowadzi to do wniosku, ze dla prawidtowego przebiegu sporulacji nie tylko
wymagane jest odpowiednio wysokie stezenie SpoOA~P, ale rédwniez jego stopniowy

wzrost.

Jednoczesnie nad ponad 500 genami, co stanowi ponad 10% genomu, SpoOA ma
kontrole posrednig, m.in. poprzez kontrole ekspresji innych regulatoréw transkrypcji, jak
np. AbrB. Wsréd gendw aktywowanych przez SpoOA~P sg te zaangazowane w przebudowe
siostrzanych chromosomoéw we witdkno osiowe (Ben-Yehuda i in., 2003b; Pogliano i in.,
2002) oraz w tworzenie asymetrycznie zlokalizowanej septy, ktéra dzieli rozwijajgcy sie
komorke na maty przedziat prespory i duzy przedziat komorki macierzystej (Ben-Yehuda &
Losick, 2002; Levin & Losick, 1996). SpoOA~P jest réwniez odpowiedzialny za aktywacje

genodw, ktére prowadzg do pojawienia sie swoistych dla komdrki biatek regulatorowych oF
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i oF, ktdére dziatajg odpowiednio w presporze i komdrce macierzystej (Molle, Fujita, i in.,

2003).

Mimo iz SpoOA jest uznawane na biatko charakterystyczne dla etapu inicjacji
sporulacji, SpoOA~P nadal funkcjonuje po utworzeniu polarnej septy: gromadzi sie na
wysokim poziomie w komdrce macierzystej, gdzie kieruje transkrypcjg gendw (Fujita &
Losick, 2003). Eksperymenty wykazaty, ze zarowno sztuczne wzbogacenie prespory w
SpoOA~P, jak i sztuczne wzbogacenie komérki macierzystej w inhibitor SpoOA~P, blokuje
sporulacje. Tym samym SpoOA~P, po utworzeniu polarnej septy, staje sie czynnikiem
transkrypcyjnym specyficznym dla komdrki macierzystej, wymaganym dla prawidtowego
przebiegu dalszych etapow sporulacji, przede wszystkim dla ekspresji oE. Selektywne
gromadzenie sie SpoOA~P w komdrce macierzystej moze byé spowodowane
nieréwnomiernym roztozeniem materiatu genetycznego pomiedzy powstate przedziaty
komodrkowe. Zaraz po utworzeniu septy, tylko jedna trzecia chromosomu przeznaczonego
dla spory, znajduje sie w jej wnetrzu. Dwie trzecie pozostaje w komdrce macierzystej i musi
by¢ przetransportowane do wnetrza prespory przez translokaze DNA, SpolllE. Skutkuje to
okresem przejsciowej asymetrii genetycznej trwajgcej okoto 15 minut. Tym samym
komodrka macierzysta posiada przez ten czas zduplikowang czesci gendw, w tym wszystkich

sktadnikdw phosphorelay za wyjatkiem spoOF, zas prespora jest ich pozbawiona.
2.6. Przebudowa chromosomu

Oddzielenie chromosoméw potomnych nastepuje przed podziatem komérki prawie
we wszystkich organizmach (Pogliano i in., 2002). Proces sporulacji jest pod tym wzgledem
wyjatkowy, poniewaz wzgledna kolejnos¢ podziatu i segregacji chromosoméw jest
odwrdcona, mianowicie podziat komérkowy rozpoczyna sie przed ukoriczeniem segregacji

chromosomow.

Rozchodzenie sie chromosomdéw potomnych podczas sporulacji polega na migracji
nowo zduplikowanych miejsc startu replikacji (oriC) w kierunku przeciwnych biegundow
komorki (Ryc. 1.12) (Ben-Yehuda i in., 2003b). W konsekwencji powstajg dwa chromosomy
potomne, skondensowane w wydtuzong, serpentynowg strukture znang jako wtdékno
osiowe, biegngce wzdtuz komdrki bakteryjnej. Jest to pierwszy morfologicznym przejaw

rozpoczecia procesu sporulacji i tradycyjnie uznaje sie jako etap | tworzenia spor (Hilbert &
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Piggot, 2004). Nastepnie tworzona jest asymetrycznie zlokalizowana septa, ktéra dzieli
sporulujgcg komodrke na prespore i komoérke macierzystg (Ben-Yehuda i in., 2003b). Jak
opisano wyzej, synteza septy przed przeprowadzeniem rozdzielenia chromosomdw
potomnych, sprawia iz, tylko jedna trzecia chromosomu przeznaczonego dla spory znajduje
sie w odpowiednim przedziale komdérkowym. Pozostata cze$é jest przenoszona do wnetrza

prespory przez translokaze DNA, SpollIE.

oriC
O(:DC I DivIVA

@ RacA

Prespora Komdrka macierzysta

Rycina 1.12. Schemat tworzenia sie witékna osiowego i rozchodzenia sie chromosomoéw
potomnych podczas sporulacji (Schumacher i in., 2016) - zmodyfikowane

Biatka zaangazowane w proces rozchodzenia sie chromosomoéw potomnych do
biegundw komoérki to przede wszystkim DivIVA, RacA oraz Soj i Spo0J. DivIVA wigze sie z
fosfolipidami btony komdrkowej i gromadzi sie w obszarach btony o zwiekszonej krzywiznie
ujemnej, czyli wklestej, w zwigzku z czym jest zlokalizowany przy biegunach komorki
(Ryc. 1.13) (Hammond i in., 2021; Lenarcic i in., 2009; van Baarle i in., 2013). DivIVA petni
role rusztowania i rekrutuje inne biatka, np. sekwestruje inhibitor podziatu MinCD,
zapobiegajgc w ten sposéb asymetrycznemu podziatowi podczas wzrostu. RacA to biatko,
ktdre rozpoznaje palindormowg sekwencje TGACGCCGGCGTCA, nazywang motywem ram,
i wigze sie wzdtuz catego chromosomu, z preferencjg w regionie miejsca oriC (Ben-Yehuda

i in., 2003b, 2005; Schumacher i in., 2016). Ponadto zageszcza nukleoid i pomaga w jego
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przebudowie we witdkno osiowe, a takie zakotwicza chromosomy na przeciwlegtych
biegunach komoérki, wigzac sie bezposrednio z DivIVA. Ekspresja RacA zachodzi tylko
podczas sporulacji, wéwczas wewngtrzkomodrkowe poziomy tego biatka wzrastajg do okoto
3000 czasteczek na komoérke (okoto 3 uM) (Ben-Yehuda i in., 2003b, 2005; Carniol i in.,
2005; Schumacheriin., 2016).

- pas
SR S m

Ollil B lﬁ/

biegun komoérki

Rycina 1.13. Schemat zakotwiczania regionu oriC chromosomu na biegunie komérkowym podczas
sporulacji (Kloosterman i in., 2016) - zmodyfikowane. Dla uproszczenia pominieto Spo0QJ, wigze sie
on bezposrednio z miejscami parS na chromosomie i reguluje aktywnos¢ Soj.

Mozna powiedzie¢, ze Soj oraz Spo0OJ tworzg niezalezny od RacA mechanizm
segregacji rybosoméw, w ktorym uczestniczg rowniez biatka Min oraz ComN (Ryc. 1.13)
(Kloosterman i in., 2016). Spo0lJ jest biatkiem wigzgcym DNA w dziesieciu loci, okreslanych
jako pars, przy czym osiem znajduje sie w poblizu regionu oriC chromosomu (Ben-Yehuda i
in., 2005; Breier & Grossman, 2007; Roberts i in., 2022; L. J. Wu & Errington, 2003). W
obecnosci biatka Soj, czgsteczki Spo0lJ ulegajg kondensacji, tworzgc na nukleoidzie skupiska,
uczestniczgce w segregacji chromosoméw. MinJ prawdopodobnie dziata posrednio, f3czac
MinD z DivIVA (Kloosterman i in., 2016). ComN umozliwia zwigzanie Soj przez MinD, a tym
samym wiasciwe pozycjonowanie nukleoidu. Brak ComN w kompleksie skutkuje
zwigzaniem i aktywowaniem przez MinD inhibitora podziatu komérki MinC, ktéry
zapobiega gromadzeniu sie w poblizu maszyny podziatowej opartej na FtsZ (Gregory i in.,
2008; Lutkenhaus, 2007; Rowlett & Margolin, 2015). Co ciekawe, ComN ma réwniez inng
funkcje, mianowicie reguluje posttranskrypcyjnie operon comE, zwigzany z pding

kompetencjg (Ogura & Tanaka, 2009).

36



2.7. Tworzenie asymetrycznie potozonej septy

W podziale komoérkowym uczestniczy homolog tubuliny i GTPaza, FtsZ, ktéry
polimeryzuje wzdtuz krétkiej osi komorki, w miejscu przysztego podziatu, w strukture
podobng do pierscienia, zwang pierscieniem Z (Ben-Yehuda & Losick, 2002; Khanna i in.,
2021). Pierscien Z stuzy jako rusztowanie, na ktérym gromadzi sie okofo tuzina innych
biatek, tworzac dojrzatg maszynerie podziatu komérkowego zwang , divisomem”. Jednym z
niezbednych biatek rekrutowanych na wczesnym etapie tworzenia septy jest FtsA, homolog
aktyny i ATPaza, ktdry wigze FtsZ do btony komodrkowej. Pierscien Z zwykle znajduje sie
posrodku rosngcej komorki, ale po uformowaniu sie wtdkna osiowego jest spychany ze
srodka komorki w kierunku jej biegundw w formie spiralnych wtdkien za co
prawdopodobnie odpowiada biatko RefZ (Ryc. 1.14) (Ben-Yehuda & Losick, 2002; Margolin,
2002; Wagner-Herman i in., 2012).
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Rycina 1.14. Schemat przesuwania sie pierscienia Z ze srodka komaérki do jej biegunéw (Ben-
Yehuda & Losick, 2002) - zmodyfikowane

2 -

RefZ jest wyrazane na poczatku sporulacji, ma domene wigzgcg DNA i dlatego proponuje

sie, ze dziata, wykorzystujgc strukture i organizacje replikowanych chromosomow (Wagner-
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Hermaniin., 2012). Wraz z FtsZ i FtsA, spirale zawierajg rowniez dwa inne biatka wczesnego
podziatu, EzrA i ZapA, ktére sg odpowiednio negatywnym i pozytywnym regulatorem
formowania pierscienia Z (Adams & Errington, 2009; Cleverley i in., 2014; Pacheco-Gémez
i in., 2013). Konsekwencjg jest pojawienie sie dwdch pierscieni Z w poblizu obu biegunéw
komodrkowych, z czego jeden nastepnie zanika, a drugi stuzy do utworzenia septy. Za
degradacje jednego z pierscieni odpowiadajg biatka SpollD, SpollM i SpollP, ktére na
pdzniejszym etapie sporulacji s3 rowniez wymagane do procesu pochtoniecia prespory
przez komoérke macierzystg (Eichenberger i in., 2001), a takze MciZ, blokujacy GTPazowa
aktywnos¢ FtsZ (Handler i in., 2008). Wszystkie sg wyrazane przez specyficzny dla komorki

macierzystej czynnik oE, ktory jest aktywowany dopiero po ukoriczeniu tworzenia septy.

Asymetryczny podziat komoérki wymaga tego samego zestawu biatek, ktory jest
wykorzystywany podczas podziatu wegetatywnego (Bardk i in., 2019). Oprdécz biatek
wczesnego podziatu, biatka pdinego podziatu, takie jak DivIB, DivIC, FtsL, FtsW i PBP
(ang. penicillin binding proteins, pl. biatka wigzace penicyling) sg rowniez sktadnikami

mechanizmu asymetrycznego podziatu komérkowego.

Asymetryczna septa tworzy w okoto 1/6 dtugosci komérki od jednego z jej biegunéw
(Barak i in., 2019). Komoérki wegetatywne i zarodnikujgce réznig sie nie tylko potozeniem
miejsca podziatu, ale takze gruboscig sept, ktére wynoszg odpowiednio okoto 80 nm i
25 nm (Khanna i in., 2021). Ciesza przegroda polarna prawdopodobnie ma wazine
konsekwencje fizjologiczne podczas sporulacji (Khannaiin., 2020). Po pierwsze, proponuje
sie, aby wiele kompleksdw biatkowych przechodzito przez przegrode, obejmujgc obie btony
przegrody podczas sporulacji (np. kompleksy SpolllE i SpollQ-SpolllA), co moze byc
utatwione przez krétszg odlegtosé miedzy btonami przegrodowymi. Po drugie, ciensza
przegroda polarna moze by¢ bardziej elastyczna, co pozwala jej na zginanie i rozcigganie
podczas kolejnego etapu morfologicznego, czyli pochtaniania prespory przez komodrke

macierzysta.

Innym wyrdznikiem asymetrycznie zlokalizowaé septy jest obecnos¢ integralnego
biatka btonowego specyficznego dla sporulacji, SpollE. SpollE ma trzy domeny: N-koricowa
domene z 10 segmentami transbtonowymi (region |), domene centralng, ktéra promuje
oligomeryzacje SpollE i jego interakcje z FtsZ (region Il) oraz domene C-koncowg fosfatazy,

ktdra bierze udziat w aktywacja specyficznego dla prespory czynnika transkrypcyjnego oF
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po utworzeniu przegrody (region Ill) (Carniol i in., 2005). Pierscie Z zwigzany z SpollE,
okresla sie jako tzw. pierscien E (Ben-Yehuda & Losick, 2002). Brak SpollE nie tylko
zmniejsza efektywnos¢ tworzenia asymetrycznej septy, ale takze powoduje przesuniecie
miejsca jej syntezy z 1/6 dtugosci komarki na 1/4, z jednoczesng utratg precyzji (Ryc. 1.15)
(Barak & Muchova, 2018). Ponadto mutant z delecjg spollE tworzy przegrode o grubosci

przypominajgcej przegrode wegetatywna.

wt ASpollE

Rycina 1.15. Schemat przedstawiajgcy skutki braku biatka SpollE w komérce B. subtilis podczas
sporulacji (Bardk & Muchova, 2018)

®% % * %9

FtsZ eFtsA *SpollE

Rycina 1.16. Schemat asymetrycznego roztozenia biatek FtsZA i SpollE podczas powstawania
septy sporulacyjnej (Khannaiin., 2021)

Rozwijajgca sie septa cechuje sie nie tylko asymetrig potozenia, ale rowniez maszyny
podziatowe], poniewaz wtékna FtsAZ sg obecne tylko po stronie komaérki macierzystej, zas
SpollE lokalizuje sie wytacznie po stronie prespory (Ryc. 1.16) (Khannaiin., 2021). Ponadto,
DivIVA jest rowniez wymagany dla prawidtowego tworzenia asymetrycznej septy w sposob
niezalezny od MinCD i RacA (Eswaramoorthy i in., 2014). Pierscien FtsZ kurczy sie i
wyczuwajgc wgtebienie btony, DivIVA lokalizuje sie po obu stronach powstajacej septy, a

nastepnie sekwestruje SpollE do przegrody (Ryc. 1.17). Zaobserwowano, ze DivIVA
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poczatkowo znajduje sie po obu stronach septy, ale preferencyjnie utrzymuje sie po stronie
prespory po zakonczeniu formowania septy. W przeciwienstwie do tego, SpollE
preferencyjnie lokalizuje sie po stronie prespory przez caty proces tworzenia sie przegrody.
Ostatecznie SpollE zostaje uwolniony z septy i rownomiernie zlokalizowany w btonie
otaczajgcej prespore. Zaobserwowano, ze brak DivIVA, po spetnieniu swojej roli w
kotwiczenie chromosomu na biegunach, powodowat powazny defekt asymetrycznej septy
z powodu niezdolnosci komdrek do przemieszczenia FtsZ i SpollE z pozycji Srodkowej do
polarnej. W rezultacie komaérki zatrzymane na tym etapie sporulacji, w przeciwienstwie do
innych mutacji podziatowych, o ktérych donoszono, ze powodujg defekt asymetrycznego
podziatu, przedwczesnie aktywujg czynnik transkrypcyjny oF sposéb niespecyficzny dla

przedziatu.

FtsZ
0 SpollE

f
!

Rycina 1.17. Schemat asymetrycznego roztozenia biatek DivIVA i SpollE podczas powstawania
septy sporulacyjnej (Eswaramoorthy i in., 2014)

2.8. Aktywacja sporulacyjnego czynnika transkrypcyjnego specyficznego dla

prespory, oF, oraz jego regulon

SpollE odgrywa réwniez inng, kluczowa role w procesie sporulacji, mianowicie
uczestniczy w szlaku prowadzgcym do aktywacji oF, wczesnego czynnika transkrypcyjnego
specyficznego dla prespory (Carniol i in., 2005). Dzieki swojej domenie fosfatazy, SpollE
powoduje konwersje z nieaktywnej fosfoproteiny SpollAA~P do jej aktywnej,
zdefosforylowanej postaci SpollAA. SpollAA, jako czynnik anty-anty-o, reaguje z kolei z

zaleznym od ATP kompleksem oF i anty-o, SpollAB, powodujgc uwolnienie czynnika
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transkrypcyjnego z jego inhibitora (Ryc. 1.18A). Doktadniej, SpollAB-ATP taczy sie z oF jako
dimer, zas SpollAA oddziatuje z czasteczka SpollAB niezwigzang z oF i indukuje uwalnianie
oF z drugiej czasteczki SpollAB (Ryc. 1.19) (Ho i in., 2003). Jednoczesnie, poniewaz SpollAB-
ATP jest kinazg serynowg, fosforyluje on SpollAA na reszcie Ser-58 (Clarkson i in., 2004;
Hilbert & Piggot, 2004; Masuda i in., 2004). Jezeli po uwolnieniu SpollAA~P, do SpollAB-
ADP zdazy dotaczy¢ sie kolejna czgsteczka SpollAA, to powoduje to zablokowanie SpoAB.
Tym samym, dziatanie SpollE jest stale wymagane dla zachowania aktywnosci SpoAA, zas
SpollAB-ATP hamuje oF zardwno bezposrednio, jako czynnik anty-o, jak i posrednio,
poprzez inaktywacje czynnika anty-anty-o. Wszystkie te trzy biatka sg zgrupowane w
operon spollAA-spollAB-sigF i wspodlnie transkrybowane przez alternatywny czynnik

transkrypcyjny oH indukowany przez SpoOA (Hilbert & Piggot, 2004; Kumar i in., 2004).

A AB-C'
AA-P ? AA ? of
P, AA-AB

\_/

B
< AA-P + AB+0'

‘ of
AA-P + AB+o AA-AB
komadrka macierzysta prespora

Rycina 1.18. Szlak aktywacji oF oraz lokalizacja jego sktadnikow w komadrce przedpodziatowej
oraz po asymetrycznym podziale (Bradshaw & Losick, 2015) - zmodyfikowane. A. Szlak aktywacji
oF. B. Lokalizacja SpollAA, SpollAB oraz oF w komdrce przedpodziatowej oraz po asymetrycznym
podziale

Co ciekawe, oF jest wyrazany jeszcze przed asymetrycznym podziatem razem ze
SpollAB, co sprawia, ze jest nieaktywny zaréwno w komodrce przedpodziatowej, jak i w
komorce macierzystej (Ryc. 1.18B) (Dworkin & Losick, 2001). Mimo ze kluczowy dla procesu
sporulacji, mechanizm zapewniajgcy specyficzng aktywacje oF tylko w presporze i dopiero
po zakonczeniu asymetrycznego podziatu, nie jest jeszcze w petni poznany (Barak i in.,

2019; Bradshaw & Losick, 2015). Poniewaz SpollE preferencyjnie lokalizuje sie w sepcie po
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stronie mniejszego przedziatu, zaproponowano, ze juz to moze by¢ wystarczajgce dla
selektywnej aktywacji oF (Barak i in., 2019). Drugi model sugeruje, ze rdznice objetosci
miedzy komodrka macierzystg a presporg prowadzg do wyzszej aktywnosci specyficznej

SpollE (Iberiin., 2006). Wszystkie te hipotezy czesciowo faczy w sobie trzeci model.

Rycina 1.19. Schemat wigzania SpollAA do kompleksu SpollAB-oF skutkujgcy uwolnieniem oF
oraz zablokowaniem SpollAB (Masuda i in., 2004) - zmodyfikowane

SpollE jest niestabilny proteolitycznie i ulega degradacji przez proteaze FtsH, za co
odpowiada N-koniec SpollE (Bradshaw & Losick, 2015). Wykryto, ze okres pottrwania SpollE
w obecnosci FtsH wynosi 7 minut, przy czym asymetryczny podziat trwa okoto 1 godziny.
Poniewaz FtsH jest rowniez obecne w presporze musi istniej dodatkowy mechanizm
zabezpieczajgcy SpollE przez degradacjg ze strony FtsH. Tym mechanizmem jest
oligomeryzacja, ktérej sprzyja wzrastajgce stezenie SpollE po uwolnieniu do matej
objetosciowo prespory. Mianowicie, podczas sporulacji SpollE najpierw gromadzi sie w
,divisomie”, zweza sie wraz z pier$cieniem Z, a nastepnie jest uwalniany do prespory po
zakonczeniu cytokinezy (Ryc. 1.20). Sugeruje to, ze ,divisom” konkuruje z biegunem o
wigzanie SpollE i ze SpollE nie moze swobodnie sie z nim zwigzaé¢, dopdki , divisom” nie
zostanie zdemontowany. Tym samym , divisom” sekwestruje i zapobiega przedwczesnej, tj.
przed zakonczeniem kompartmentacji, asocjacji SpollE na biegunie komoérkowym. W
oligomeryzacji bierze udziat N-koniec SpollE, chociaz w wyzszym miejscu niz miejsce
wykrywane przez FtsH w celu proteolizy (345-358 wobec 11-37). Podsumowujac,
oligomeryzacja SpollE sprzyja wychwytywaniu na biegunie, ochronie przed proteolizg i

aktywacji jako fosfataza.
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Rycina 1.20. Schemat zmiany lokalizacji SpollE z ,divisomu” na biegun komoérki, ktéra jest
zwigzana oligomeryzacjg czasteczki (Bradshaw & Losick, 2015). Czerwonym kolorem zaznaczono
N-koniec symbolicznej czasteczki SpollE, ktéry odpowiada za proteolize SpollE przez FtsH.

oF indukuje okoto 50 gendw (Steil i in., 2005; S. T. Wang i in., 2006), w tym:

rsfA i lonB, ktére kodujg regulatory transkrypcji genéw zaleznych od oF (S. T.
Wang iin., 2006; L. J. Wu & Errington, 2000);

spolIR, ktéry jest represjonowany przez RsfA, a koduje biatko sygnatowe
wymagane do aktywacji oE w komdrce macierzystej;

spolllG, w celu pojawienia sie kolejnego czynnika transkrypcyjnego (0G) w
presporze;

spollQ, wymagany do ekspresji spolllG i do pochtoniecia prespory przez
komodrke macierzystg;

spolVB i bofC, regulatory specyficznego dla pdinej komérki macierzystej

czynnika oK (Dworkin & Losick, 2001; Hilbert & Piggot, 2004).

Ciekawa funkcje spetnia regulator transkrypcji RsfA (De Hoon i in., 2010). Gdy RsfA

dziata jako aktywator, oF i RsfA tworzg spdjng petle sprzezenia zwrotnego, co skutkuje

opozniong i/lub wydtuzong kinetykg ekspresji pewnych gendw. Zas gdy RsfA dziata jako

represor, oF i RsfA tworzg niespdjng petle sprzezenia zwrotnego, wytwarzajac krétki impuls

ekspresiji.

Kilka gendw w regulonie oF ma réwniez funkcje dotyczgce ochrony lub kietkowania

spor, na przyktad:

katalaza kodowana przez katX bierze udziat w ochronie spor przed nadtlenkiem
wodoru;
gen mutTA koduje 8-okso-dGTPaze, odpowiadajgcg za ochrone i naprawe DNA

oraz obrot RNA;
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e genysspNitlp, ktére kodujg biatka SASP (ang. small acid-soluble spore protein),
ochraniajgce chromosom przed uszkodzeniami;

e gerD jest wymagany do skutecznego kietkowania spor w odpowiedzi na I-
alanine i mieszanine glukozy, fruktozy, I-asparaginy i KCI;

e gpr koduje proteaze zaangazowang w degradacje biatek SASP podczas

kietkowania spor (Steil i in., 2005).

Zakonczenie tworzenia septy morfologicznie okresla moment rozpoczecie etapu |l

procesu sporulacji (Hilbert & Piggot, 2004).

2.9. Translokacja chromosomu bakteryjnego przez SpolllE z komdrki macierzystej

do prespory

SpolllE nalezy do rodziny translokaz DNA, ktére biorg udziat w pompowaniu DNA
przez bfony i jest wyrazany konstytutywnie (Ben-Yehudaiin., 2003a; Ficheiin., 2013; Sharp
& Pogliano, 2002). Sktada sie z N-koncowej, integralnej domeny btonowej, mato
konserwatywnego, nieustrukturyzowanego tgcznika oraz C-koricowej domeny
cytoplazmatycznej, okreslanej réwniez motoryczng, ktéra zawiera miejsce wigzania ATP i
tworzy duzy centralny kanat, przez ktéry przechodzi dwuniciowe DNA (Ryc. 1.21). N-
korncowa czes¢ SpolllE jest wymagana do lokalizacji biatka w centralnym punkcie septy.
Domena C-koncowa skfada sie z trzech oddzielnych subdomen a, B i y. Aktywny kompleks
SpolllE jest heksametrem, w ktérym podjednostki ap uktadajg sie w pierscienl, zawierajgcy
ATPaze, i tworzg duzy centralny kanat o $rednicy ok 3 nm, przez ktéry przechodzi
dwuniciowy DNA (Cattoni i in., 2014; Fiche i in., 2013). Domena motoryczna jest zdolna do
poruszania sie wzdtuz DNA i, dzieki subdomenie y, wyszukuje silnie skosne oktameryczne
motywy (SRS, ang. SpolllE recognition sequence), co umozliwia kierunkowa translokacje
chromosomu (Besprozvannaya i in., 2014; Fiche i in., 2013). Co ciekawe, supresorowe,
pojedyncze mutacje zmiany sensu w domenie fgcznika lub motorycznej catkowicie lub
czesciowo ratujg mutanta, w ktérym usunieto subdomene vy, ale tylko pod wzgledem
przeprowadzania procesu sporulacji, a nie wzrostu wegetatywnego (Bose i in., 2016).
Translokacja chromosomow jest procesem energochtonnym, szacuje sie, ze wymaga okoto

1,5 miliona czasteczek ATP (Khannaii in., 2020).
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Rycina 1.21. Schemat budowy monomeru SpolllE u B. subtilis (Fiche i in., 2013) - zmodyfikowane

Mechanizm translokacji DNA przez septe nie jest do korica poznany. Zaproponowano
dwa modele: kanatu oraz poru wodnego (Ryc. 1.22). Gtéwnymi réznicami miedzy nimi sg
lokalizacja heksamerdw SpolllE (po jednej lub po obu stronach septy) oraz sposdb

tworzenia kanatu/pora.

komorka komorka
macierzysta prespora macierzysta prespora

Rycina 1.22. Dwa modele translokacji DNA przez SpolllE (Mohamed i in., 2021) - zmodyfikowane.
A. Model kanatu. B. Model pora wodnego.

W modelu kanatu septa zamyka sie, powodujgc uwiezienie chromosomu (Burtoniin.,
2007; Fleming iin., 2010; J. Y. Shin i in., 2015). Nastepnie wokot uwiezionego chromosomu
gromadzg sie SpolllE (Ryc. 1.23). W modelu tym istotne jest, iz heksamery SpolllE znajdujg
sie po obu stronach septy oraz ze taczac sie, tworzg w przegrodzie kanaty przewodzgce

DNA.
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Rycina 1.23. Schemat tworzenia sie proponowanego kanatu przewodzacego DNA przez
kompleksy SpollIE (Fleming i in., 2010) - zmodyfikowane. A - widok z boku, B — widok z gory.
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W modelu pora wodnego, kompleksy SpolllE sg zrekrutowane na krawedziach
zamykajgcej sie septy (Ryc. 1.24) (Becker & Pogliano, 2007; Fiche i in., 2013; Ptacin i in.,
2008). W momencie napotkania DNA, uniemozliwiajg fuzje przegrody. Sktadanie aktywnych
jednokierunkowych komplekséw SpolllE nastepuje po obu stronach septy, jednakze
interakcje w presporze, w ktérych posredniczy SpolllE-y z SRS o niedozwolonym kierunku,
prowadzg do inaktywacji i dysocjacji kompleksu znajdujgcego sie w tym przedziale, co
ostatecznie decyduje o kierunku transferu chromosomu z komérki macierzystej do
prespory (Ryc. 1.25). W konsekwencji, w modelu pora wodnego, heksamery SpolllE

znajduja sie jedynie po stronie komaorki macierzyste;.

a b

domena btonowa

SpolllE
septa

sporulacyjna

C kierunek
PRESPORA ? ? translokacji DNA

biatka

maksymalnie
rozciagniety
facznik

domena motoryczna
SpolllE

eptydyloglikan "
Gl KOMORKA

SRS MACIERZYSTA

Rycina 1.24. Schemat tworzenia sie proponowanego pora wodnego przewodzgcego DNA przez
kompleksy SpollIE (Fiche i in., 2013) - zmodyfikowane
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Rycina 1.25. Schemat dysocjacji kompleksu SpolllE w presporze pod wptywem interakcji z SRS o
niedozwolonym kierunku (Ptacin i in., 2008) - zmodyfikowane

Brak jednoznacznych dowodéw na poparcie konkretnego modelu sprawia, ze debata
wokot nich pozostaje otwarta (Mohamed et al., 2021). Podobnie, istniejg rézne hipotezy
dotyczgce wptywu SRS na mechanizm dziatania SpolllE (Besprozvannaya i in., 2013;

Besprozvannaya & Burton, 2014; Cattoni i in., 2013; Charai in., 2018; Ptacin i in., 2008).

Translokacja chromosomu z komérki macierzystej odgrywa réwniez fizyczng role w
nadawaniu ksztattu presporze, poniewaz import coraz wiekszych iloSci DNA oraz
przeciwjondw wymaganych do zneutralizowania jego ujemnego tadunku generuje
podwyzszone cisnienie osmotyczne, co powoduje pecznienie prespory, zwiekszenie jej
rozmiaru i nadanie owalnego ksztattu (Ryc. 1.26) (Khanna i in., 2020; Lopez-Garrido i in.,

2018).

oriC

oA
e
g

Rycina 1.26. Schemat translokacji chromosomu oraz pochtoniecia prespory przez komoérke
macierzysta (Lopez-Garrido i in., 2018). Odpowiednimi kolorami oznaczono btony (czerwony),
peptydoglikan (szary), chromosomy (niebieski), poczatek (fioletowy) i koniec replikacji (zétty) oraz
SpolllE (pomaranczowy).

@
&

SpolllE jest wymagany nie tylko do translokacji uwiezionego chromosomu prespory
przez septe sporulacyjng, ale réwniez do kompartmentalizacji specyficznej dla komorki
ekspresji genéw i do fuzji btony po pochtonieciu prespory przez komorke macierzystg (N. J.
L. Liu i in., 2006; Mohamed i in., 2021; Sharp & Pogliano, 2003). SpolllE posredniczy w

kompartmentalizacji za pomocg dwdch réznych mechanizméw: zgrupowanie SpolllE w
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punkcie srodkowym septy najpierw zapewnia tymczasowq bariere dyfuzyjng podczas
translokacji DNA, a nastepnie posredniczy w zakonczeniu fuzji btony po podziale, aby
zapewni¢ trwatg bariere dyfuzyjng. W dalszej kolejnosci SpolllE wedruje wzdtuz septy
podczas pochtaniania, gdzie rowniez posredniczy w rozdzielaniu btony cytoplazmatycznej
komorki macierzystej i zewnetrznej btony prespory, uwalniajgc w ten sposéb prespore do
cytoplazmy komorki macierzystej (Ryc. 1.27). Co wazne, wykazano, ze zdolnos¢ SpolllE do
wykonywania kazdej ze swoich funkcji zalezy krytycznie od jego prawidtowe] lokalizacji (w
sepcie w celu translokacji DNA i kompartmentalizacji, na biegunie w celu fuzji btony
pochtaniajacej) (N. J. L. Liu i in., 2006). Ponadto, sg one niezalezne od siebie, poniewaz
mutacja w miejscu wigzania ATP w domenie cytoplazmatycznej SpolllE catkowicie znosi
translokacje DNA, podczas gdy tylko nieznacznie wptywa na fuzje btonowg (Sharp &
Pogliano, 2003).

Rycina 1.27. Schemat zmiany lokalizacji SpolllE w zaleznosci od etapu procesu sporulacji (N. J. L.
Liu i in., 2006). Czarne kotka oznaczajg lokalizacje SpolllE. W mutancie AspolllE septa pozostaje
otwarta, umozliwiajgc dyfuzje zawartosci cytoplazmatycznej miedzy komdrkami potomnymi, co
sugeruje blokade fuzji bton po cytokinezie.

2.10. Kaskada sporulacyjnych czynnikéw o

W wyniku asymetrycznego podziatu i translokacji chromosomu z komorki
macierzystej do prespory powstajg dwie komodrki o nierdwnych objetosciach, ale
identycznych genomach (De Hoon et al., 2010; Hilbert & Piggot, 2004). Mimo to programy
ekspresji gendéw w obu komdrkach sg odmienne, co jest spowodowane aktywacjg jedynie
konkretnych i charakterystycznych dla danej komérki czynnikdédw o polimerazy RNA: oF, a

nastepnie oG w presporze oraz oE, a nastepnie oK w komérce macierzystej (Ryc. 1.28)
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(Hilbert & Piggot, 2004). Poszczegdlne czynniki o kierujg polimeraze RNA do transkrypcji
okreslonych gendw, ktére sg odpowiedzialne za ustalenie bardzo réznych loséw prespory i
komorki macierzystej. Podczas sekwencyjnych etapow sporulacji komdrka macierzysta i
prespora komunikujg sie ze sobg, wysytajac i interpretujac sygnaty biochemiczne, aby
zapewni¢ koordynacje ich programéw genetycznych (Ryc. 1.29) (Diez i in., 2012; Hilbert &
Piggot, 2004). Kompartmentacja ekspresji gendw w kazdym typie komoérek jest potgczona
z morfogenezg, przy czym oF i oE stajg sie aktywne po podziale asymetrycznym, a oG i oK

stajg sie aktywne po pochtonieciu prespory przez komodrke macierzysta.

Rycina 1.28. Schemat kaskady sporulacyjnych czynnikéw o (Watabe, 2013)

Komorka macierzysta Prespora

F

Rycina 1.29. Schemat wzajemnej komunikacji prespory i komoérki macierzystej w celu koordynacji
poszczegdlnych etapéw sporulacji (Hilbert & Piggot, 2004) - zmodyfikowane
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2.11. Aktywacja charakterystycznego dla komdrki macierzystej czynnika

transkrypcyjnego oF oraz jego regulon

Gen dla oE, sporulacyjnego czynnika transkrypcyjnego specyficznego dla komarki
macierzystej, znajduje sie w operonie spollGA-sigE, ktéry wymaga gtdwnego czynnika
transkrypcyjnego oA i znajduje sie pod pozytywng kontrolg SpoOA (Kumar & Moran, 2008;
Seredick & Spiegelman, 2007). Podobnie jak w przypadku oF, oba produkty tych gendéw
znajdujg sie w komdrce przedpodziatowej, jak i w obu przedziatach po asymetrycznym
podziale, ale aktywacja ok zachodzi tylko w jednym z nich. Jednak w przeciwierstwie do oF,
ktory jest syntetyzowany w stanie aktywnym i utrzymywany w stanie nieaktywnym przez
czynnik anty-o, oE jest syntetyzowany w stanie nieaktywnym i aktywowany przez
rozszczepienie proteolityczne, do czego wymagany jest sygnat z prespory (Hilbert & Piggot,
2004). Tym sygnatem jest aktywacja SpollGA przez SpollR, miedzykomoérkowego biatka

sygnalizacyjnego.

SpolIR jest wyrazany w presporze na skutek dziatania aktywowanego czynnika
transkrypcyjnego oF. Ze wzgledu na obecno$¢ przypuszczalnej sekwencji sygnatowej typu
Sec, uwaza sie, ze SpollR jest eksportowany do przestrzeni miedzybtonowej septy
(Ryc. 1.30) (Diez i in., 2012). Zaobserwowano, ze SpollGA, biatko zwigzane w duzej ilosci z
btong przegrody po stronie komadrki macierzystej kolokalizuje ze SpolIR, ale nie jest przez
niego aktywowany dopdki SpollR zawiera sekwencje sygnatowa. Proponuje sie, ze
przetwarzanie (usuniecie sekwencji sygnatowej) i, co za tym idzie, pdzniejsze uwalnianie
SpolIR do przestrzeni miedzybtonowej septy, w celu wywotania aktywacji SpollGA, zalezy
od syntezy de novo kwasdw ttuszczowych w presporze, a takze acetylacji konserwatywnej
Thr-27 na SpollR, ktéra umozliwia rozszczepienie sekwencji sygnatowej (Diez i in., 2012).
Tym samym, gtéwng funkcjg SpolIR jest powigzanie programu transkrypcji w presporze z
programem transkrypcji w komadrce macierzystej, pozwalajgc o stac sie aktywnym dopiero

po aktywacji oF.
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Rycina 1.30. Schemat eksportu SpolIR z prespory do przestrzeni miedzybtonowej septy (Diez i in.,
2012) - zmodyfikowane. Po translokacji przez kanat Sec, prebiatko SpolIR (przerywana czerwona
linia) wchodzi w interakcje ze SpollGA znajdujagcym sie w btonie prespory (A) lub komorki
macierzystej (B). Wkrétce po catkowitej translokacji biatka, niezidentyfikowana acylotransferaza
acyluje Thr-27 SpolIR (C). Z acylowanego pre-biatka usuwana jest sekwencja sygnatowa np. dzieki
peptydazie sygnatowej | (Sip), ktdra katalizuje przetwarzanie SpollR do jego dojrzatej postaci (D).
PG - peptydoglikan.

Mechanizm prowadzacy do aktywacji SpollGA tylko po stronie komérki macierzystej,

chociaz biatko to znajduje sie po obu stronach septy, nadal pozostaje niejasny. Mozliwe, ze
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poniewaz SpolIR jest wytwarzany w matych ilosciach, czgsteczki SpoGA muszg konkurowac
ze sobg o dostep do ograniczonej ilosci substratu (Charyiin., 2010). Na skutek ciggtej i silnej
ekspresji spollG w komérce macierzystej, napedzanej przez obecnosé¢ Spo0A, ilos¢ biatka
SpollGA zlokalizowanej w btonie komdrki macierzystej znacznie przekracza ilosé¢ SpollGA
zlokalizowanej w btonie prespory, co sprawiatoby, ze komérka macierzysta wygrywa ta
konkurencje (Chary i in., 2010; Fujita & Losick, 2003). Inna, niewykluczajgca sie hipoteza,
wykorzystuje opisang wyzej obserwacje, ze synteza de novo kwaséw ttuszczowych jest
wymagana do aktywacji SpollR (Diez i in., 2012), ale zwraca uwage, ze synteza ta jest
ograniczona do komérki macierzystej, réwniez z powodu wymogu obecnosci SpoOA (Chary
i in.,, 2010; Pedrido i in., 2013). Tym samym, SpollR zwigzany jedynie ze SpollGA
zlokalizowanym w bfonie komérki macierzystej miatby mozliwos¢ by¢ acetylowany, a tym
samym rozszczepiony proteolitycznie. Ponadto, zaproponowano, ze 6E moze by¢ aktywnie

degradowany w presporze, np. przez CsfB (Chary i in., 2010; Fujita & Losick, 2002; Serrano

iin., 2015).
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Rycina 1.31. Schemat aktywacji oE poprzez proteolityczne rozszczepienie sekwencji N-koncowej
przez SpollGA (Imamura i in., 2008). FS — prespory; MC — komérka macierzysta; FSM — btona
prespory; MCM — btona komdrki macierzyste;j.

SpollGA jest proteazg asparaginianowg, ktdra przeksztatca nieaktywny pro-cE w
aktywny oE poprzez proteolityczne usuniecie N-koncowego fragmentu o dtugosci 27 aa
(Dieziin., 2012; Imamura i in., 2008). SpollGA tworzy nieaktywne dimery lub oligomery, a
oddziatywanie SpollR z N-koricowg domeng SpollGA po jednej stronie btony powoduje
zmiane konformacyjng, ktéra umozliwia tworzenie aktywnego dimeru proteazy
asparaginianowej w domenie C-koricowej po drugiej stronie btony, gdzie rozszczepia pro-

oE (Imamuraiin., 2008). Pro-oE jest rowniez zlokalizowane w btonie komérki macierzyste;j,
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za co odpowiada N-koniec, a wiec jego proteolityczne odciecie powoduje nie tylko jego

aktywacje, ale réwniez uwolnienie do cytozolu komérki (Ryc. 1. 31).

Co ciekawe, oE jest aktywowany w ciggu 4 minut od transkrypcji spolIR w presporze
(Chary i in., 2010), co jest istotne, poniewaz geny pod kontrolg oE odpowiadajg m.in. za
zablokowanie tworzenia sie septy na drugim biegunie komérki macierzystej. Nalezg do nich
mciZ, ktéry koduje biatko wigzace sie z FtsZ oraz blokujgce jego polimeryzacje (Handleriin.,
2008), a takze spolID, spolIM i spollP, ktére kodujg biatka degradujace peptydoglikan
rozwijajacej sie przegrody (Eichenbergeriin., 2001).

oE odpowiada za transkrypcje okoto 270 gendw, czynigc regulon oE najliczniejszym
sposréd regulonéw sporulacyjnych czynnikéw o specyficznych dla danego przedziatu
(Eichenberger i in., 2004; Steil i in., 2005). oE powoduje ekspresje regulatoréw transkrypcji
SpollID i GerR. Dla 10 sposréd 270 gendw obecnosci SpollID jest obligatoryjnie wymagana,
sg to m.in. te zaangazowane w pojawienie sie oK. Zaréwno SpollID, jak i GerR tworzg petle
sprzezenia zwrotnego z oE, jednakze, podczas gdy SpollID aktywuje niektére geny zalezne
od oE i hamuje inne, GerR wydaje sie dziata¢ jedynie jako represor. Co ciekawe, oba
regulatory dziatajg réwniez z czynnikiem oK, przy czym GerR petni wowczas wytgcznie role

aktywatora transkrypcji (Himes i in., 2010).

Oprdécz zablokowania tworzenia sie drugiej septy, oE umozliwia kontynuowanie
sporulacyjnej kaskady czynnikéw o, poprzez ekspresje biatek biorgcych udziat w szlaku
syntezy i aktywacji oG i oK (Eichenberger i in., 2003, 2004). Ponadto, odpowiada za
transkrypcje gendw wymaganych do przeprowadzenia procesu pochfoniecia prespory
przez komérke macierzysty. Duza grupa gendw kontrolowanych przez ok jest niezbedna do
syntezy i potgczenia dwdch skomplikowanych struktur, ktére chronig zarodnik przed
niekorzystnymi warunkami srodowiskowymi: kory i ptaszcza. Wreszcie, oE umozliwia
utrzymanie dostatecznego poziomu aktywnosci metabolicznej pozwalajgcej na progresje
procesu sporulacji w warunkach ograniczonej dostepnosci sktadnikow pokarmowych.
Rdzne szlaki wykorzystywane do osiggniecia tego celu w duzej mierze zalezg od srodowiska,
w ktdrym zachodzi proces sporulacji. Mozna tu wyrdzni¢ geny zaangazowane w metabolizm
lipidéw, degradacje biatek, a takze transport. Prawdopodobnie geny te nie s3
charakterystyczne dla procesu sporulacji i mogg by¢ transkrybowane w warunkach np.

wegetatywnych z dodatkowych promotoréw, niekontrolowanych przez oE.
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2.12. Pochtoniecie prespory przez komodrke macierzysta

Po asymetrycznym podziale i ukoriczonej translokacji chromosomu kolejnym etapem
morfologicznym sporulacji jest pochtoniecie prespory przez komoérke macierzysty (De Hoon
iin., 2010; Hilbert & Piggot, 2004). Proces ten jest analogiczny do eukariotycznej fagocytozy
i diametralnie zmienia wzajemne potozenie obu komodrek, z lezgcych obok siebie do
istnienia komarki w komaérce, co jest cechg charakterystyczng tworzenia endospor (Khanna
i in., 2020; Rudner & Losick, 2001). Jednakze, w przeciwienstwie do fagocytozy, podczas
pochtoniecia obecna jest Sciana komdrkowa z peptydoglikanu, co stanowi bariere dla
migracji bton. Dlatego tez pochtanianie jest napedzane przez biatka komérki macierzystej,
ktére utatwiajg migracje btony wokét prespory poprzez enzymatyczne usuwanie
peptydoglikanu. Tym samym septa staje sie cierisza (z okoto 23 nm do okoto 18 nm), a dzieki
temu bardziej elastyczna (Khanna i in., 2019, 2020). W wyniku postepujacej translokacji
chromosomu, prespora wybrzusza sie do komérki macierzystej, zas btony septy migruja
wokot prespory, otaczajac jg (Ryc. 1.32) (Khannaiin., 2020; Lopez-Garridoiin., 2018). Kiedy
krawedzie migrujgcej septy spotkajg sie na koncu prespory, faczg sie, uwalniajgc jg do
cytoplazmy komérki macierzystej, jako swobodnie ptywajgcy protoplast otoczony dwiema
btonami o przeciwnej polaryzacji, wewnetrzng pochodzacy od prespory i zewnetrzng
pozyskang z komoérki macierzystej w wyniku pochtoniecia (De Hoon i in., 2010; Hilbert &
Piggot, 2004). Podczas pochtoniecia powierzchnia komorki macierzystej zwieksza sie o
okoto 2 um?, co stanowi 25% jej poczatkowej wartosci (Ojkic i in., 2016), za$ prespora

podwaja swojg wielkos¢ (Khannai in., 2020; Lopez-Garrido i in., 2018).

arg
1 2

Peptydoglikan wydtuzajacej sie septy

Rycina 1.32. Schemat pochtaniania prespory przez komérke macierzysta (Ojkic i in., 2016) -
zmodyfikowane. PG Syn — syntaza peptydoglikanu; DMP — kompleks SpolID, SpollM i SpollP; Q —
SpollQ; AH — SpolllAH.

Jak wspomniano, obecnos¢ peptydoglikanu w sepcie utrudnia zajscie pochtfaniania
prespory, dlatego kluczowym aspektem jest jego degradacja, za co odpowiada kompleks
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biatek komdrki macierzystej ztozony ze SpollD, SpollM i SpollP, okreslany jako DMP
(Chastanet & Losick, 2007; Khanna i in., 2020). SpollD, SpollM i SpollP sg biatkami
transbtonowymi kodowanymi w oddzielnych jednostkach transkrypcyjnych pod kontrolg
oE. Biatka te poczatkowo lokalizujg sie posrodku septy, a nastepnie przemieszczajg sie do
przednich krawedzi migrujgcej btony komodrki macierzystej, gdzie pozostajg az do
zakonczenia pochtoniecia. Najpierw SpollM rekrutuje SpollP, a nastepnie SpollP rekrutuje
SpolID, zas zwigzanie SpollM do septy jest osiggane poprzez dwa mechanizmy (Chastanet
& Losick, 2007; Khanna i in., 2020). Jeden z nich wymaga biatka SpolIB, ktdry jest wyrazany
jeszcze przed asymetrycznym podziatem, zas drugi biatek SpolVFA i SpolVFB, ktdre s3
wytwarzane w komadrce macierzystej i rekrutowane do przegrody przez kompleks SpollQ-

SpolllAH (Aungiin., 2007; Doan i in., 2005).

5 —> (fs — é‘
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Rycina 1.33. Schemat skoordynowanej syntezy i degradacji peptydoglikanu, umozliwiajgcy
migracje przednich krawedzi btony komérki macierzystej w celu pochtoniecia prespory (Khanna i
in., 2020). Nowy peptydoglikan (jasnozielony) jest produkowany przez odpowiednie syntazy
(ciemnozielony), ktére po stronie prespory sledzg przednig krawedz btony pochtaniajgcej, zas po
stronie komérki macierzystej wigzania miedzy starym peptydoglikanem przegrody (jasnoszary) i
bocznym peptydoglikanem (ciemnoszary) sg hydrolizowane przez DMP (26tty), zapewniajgc miejsce
na migracje bfony.

Prawidtowe skoordynowanie dziatan prespory i komérki macierzystej jest dobrze
widoczne podczas procesu pochtfaniania. Za aktywnos¢ enzymatyczng kompleksu DMP
odpowiadajg SpollD i SpollP, ktore wykazujg uzupetniajgce sie dziatania (Khannaiin., 2020;
Morlot i in., 2010). SpolIP jest endopeptydazg oraz amidazg i umozliwia dziatanie SpollD,
ktdre jest transglikozylazg, z kolei SpollD wzmacnia dziatanie SpollP. Jak dotad zadna

aktywnos¢ enzymatyczna nie zostata powigzana ze SpollM, tak wiec mozliwe, ze jego
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gtowng funkcjg jest stuzenie jako rusztowanie do sktadania DMP. Jednakze, nie tylko
degradacja po stronie komodrki macierzystej, ale i synteza peptydoglikanu po stronie
prespory, oraz wtasciwie skoordynowanie obu tych proceséw sg niezbedne do pochtoniecia
prespory przez komodrke macierzystg (Khannaiin., 2020; Meyer iin., 2010; Ojkiciin., 2016).
Doktadniej, synteza peptydoglikanu jest wymagana dla migracji przednich krawedzi btony
w kierunku wierzchotka prespory (Ryc. 1.33), zas bez niej jedynym ruchem jest wgtebianie
sie prespory w komérke macierzystg w wyniku degradacji peptydoglikanu, jednakze w
takim przypadku nigdy nie dochodzi do fuzji blony nad prespora. Istnieje scisty zwigzek
miedzy syntezg peptydoglikanu a kompleksem DMP, ktéry przejawia sie rowniez w tym, ze
przy zablokowanej syntezie, lokalizacja DMP na przedniej krawedzi btony pochtaniajacej
jest uposledzona, co sugeruje, ze nowo zsyntetyzowany peptydoglikan stabilizuje DMP w

prawidtowym potozeniu.

Istotng role w pochtfanianiu odgrywa réwniez kompleks SpollQ-SpolllAH (Broder &
Pogliano, 2006). SpollQ jest biatkiem charakterystycznym dla prespory, wytwarzanym pod
kontrolg oF (Steiliin., 2005; S. T. Wangi in., 2006), zas SpolllAH jest kodowany przez ostatni
gen operonu spolllA, ktdéry zawiera osiem gendw, od spolllAA do spolllAH, i jest
transkrybowany w komodrce macierzystej z dwdch promotordw zaleznych od oE (Guillot &
Moran, 2007). SpollQ i SpolllAH sg integralnymi biatkami btonowymi, ktére lokalizujg sie po
przeciwnych stronach przegrody polarnej, odpowiednio w presporze i btonie komorki
macierzyste, i $ledzg migrujacg btone, tworzgc ogniska rozmieszczone w pochtonietym juz
obszarze (Ryc. 1.34) (Blaylock i in., 2004; Rubio & Pogliano, 2004). Te dwa biatka oddziatujg
poprzez swoje domeny pozacytoplazmatyczne, tworzac mostki biatkowe w poprzek
przegrody (Khanna i in., 2020). W zwigzku z tym lokalizacja obu biatek jest czesciowo
wspotzalezna. Po ztozeniu kompleksy SpollQ-SpolllAH s3g stabilne i nie dyfunduja
poprzecznie w btonach, w zwigzku z czym proponuje sie, ze mogg stuzy¢ jako mechanizm
zapadkowy do mocowania btony komérki macierzystej do prespory, zapobiegajgc w ten
sposdb ruchowi wstecznemu btony pochtaniajacej (Broder & Pogliano, 2006; Fredlund i in.,

2013).
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Rycina 1.34. Schemat interakcji SpollQ zlokalizowanego w presporze ze SpolllAH zlokalizowanym
w komdrce macierzystej (Broder & Pogliano, 2006). Q — SpollQ; AH — SpolllAH; FS — prespora; MC
— komérka macierzysta.

Oba biatka sg réwniez wymagane do aktywacji péznych czynnikéw o, czyli oG i oK.
Kompleks SpollQ-SpolllAH rekrutuje inne biatka po stronie komorki macierzystej przegrody,
wsrdd nich sg pozostate biatka kodowane w operonie spolllA, od SpolllAA do SpolllAG
(Zeytuni i in., 2017). Niektdére z nich sg homologiczne do sktadnikéw bakteryjnego uktadu
wydzielniczego, w przypadku dwdch wykazano, ze in vitro tworzg homomultimeryczne
pierscienie, za$ SpolllAA wydaje sie by¢é ATPazg (Doan i in., 2009; Khanna i in., 2020;
Meisneriin., 2012; Morlot & Rodrigues, 2018). Dlatego zaproponowano, ze biatka SpolllA-
H w komdrce macierzystej, razem z SpollQ w presporze, tworzg kanaty tgczace obie komorki
(Ryc. 1.35). Jednakze okazato sie, ze biatka te sg rowniez wymagane do ogdlnej ekspresji
gendw, np. dla pédznych gendw zazgdanych przez oF, a nie tylko dla aktywacji oG, jak byto
to pierwotnie sugerowane (Camp & Losick, 2009; Khanna i in., 2020). W zwigzku z tym
proponuje sie, ze kanaty stuzg do odzywiania prespory przez komoérke macierzystg, aby,
dostarczajgc prekursoréw metabolicznych, utrzymaé ekspresje gendéw w odizolowanej od
Srodowiska zewnetrznego komodrce. Jednakze, co istotne, takich kanatéw nie
zaobserwowano jeszcze bezposrednio, s3 one jedynie przewidywane, tak samo jak
nieznane sg czasteczki, ktére miatyby by¢ nimi transportowane (Khanna i in., 2020).
Ostatnio doniesiono, ze takg czasteczkg mogtaby by¢ arginina (Riley, Lopez-Garrido, i in.,

2021).

Zaobserwowano, ze kanaty SpolllA-H-SpollQ sg réwniez wymagane do utrzymania
integralnosci strukturalnej prespory po pochtonieciu (Doan i in., 2009). W przypadku braku
biatek SpolllA-H i SpollQ, prespora wydaje sie kurczy¢ i/lub zapadac (Ryc. 1.35), co ttumaczy
sie brakiem osmolitéw i/lub utratg potencjatu metabolicznego. Sugeruje sie, ze rola SpolllA-

H w utrzymaniu integralnosci prespor jest raczej enzymatyczna niz strukturalna.
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Rycina 1.35. Schemat zaproponowanego kanatu tworzonego przez kompleks SpollQ po stronie
prespory i SpolllAA-SpolllAH po stronie komdrki macierzystej (Crawshaw i in., 2014) -
zmodyfikowane. Rzeczywista stechiometria biatek w kompleksie jest nieznana. A — SpolllAA; B —
SpolllAB; C—SpollIAC; D — SpolllAD; E — SpolllAE; F — SpolllAF; G — SpollIAG; H — SpolllAH; Q- SpollQ.
Fioletowe kropki oznaczaja nieznang czasteczke transportowang z komoérki macierzystej do
prespory. Na niebiesko zaznaczono kompleks SpollD-SpollM-SpolIP.

Kiedy krawedzie migrujacej septy spotkajg sie na wierzchotku prespory, ulegajg fuzji,
aby uwolni¢ do cytoplazmy komorki macierzystej prespore, jako swobodnie ptywajacy
protoplast. W ten proces zaangazowane s3 dwa biatka: specyficzne dla komorki
macierzystej biatko FisB (Doan i in., 2013) i wspomniana juz translokaza SpolllE (Fleming i
in., 2010; N. J. L. Liu i in., 2006; Sharp & Pogliano, 2003). Proponuje sie, ze mechanizm
dziatania SpolllE podczas pochtaniania polega na lokalizacji dwéch komplekséw SpolllE na
przednich krawedziach btony pochtaniajgcej komérki macierzystej (Ryc. 1.36). Interakcja
domen zewnatrzkomdérkowych powodowataby utworzenie kanatu przecinajgcego btone,
ktéry nastepnie ulegatby demontazowi co sprzyjatoby remodelowaniu i fuzji btony.
Mechanizm dziatania podczas fuzji btony komérki macierzystej po pochtonieciu prespory
bytby analogiczng odwrotnoscig rozdzielenia btony podczas asymetrycznego podziatu,
poniewaz podczas podziatu zblizajg sie do siebie cytoplazmatyczne powierzchnie btony, zas

podczas pochtaniania zblizajg sie do siebie zewngtrzkomdrkowe powierzchnie btony.
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Rycina 1.36. Schemat proponowanego dziatania SpollE w celu fuzji blony komérki macierzystej
podczas pochtoniecia prespory (N. J. L. Liu i in., 2006). Domeny cytoplazmatyczne SpollE oznaczono
gwiazdkami.

Etap Il definiuje sie jako zakonczenie pochtoniecia, a prespora istnieje teraz jako
owalny, swobodnie unoszacy sie w komorce macierzystej protoplast, otoczony dwiema

btonami (Hilbert & Piggot, 2004).

2.13. Aktywacja charakterystycznego dla prespory pdinego czynnika

transkrypcyjnego, oG, oraz jego regulon

Po pochtonieciu oG zastepuje oF w koordynowaniu ekspresji gendw w presporze. Co
ciekawe, 0G moze by¢ transkrybowany z dwéch promotoréw, z wtasnego znajdujgcego sie
tuz przed genem sigG lub ze znajdujacego sie wyzej, obejmujacego geny spollGA-sigE, ale z
tego transkryptu nie jest wytwarzane zadne wykrywalne biatko oG, najprawdopodobniej z
powodu przewidywanej szpilki RNA w regionie miedzygenowym (Ryc. 1.37) (Evans i in.,
2004; Hilbert & Piggot, 2004). Ekspresja oG z wtasnego promotora jest zalezna od oF, a
takze autoregulowana pozytywnym sprzezeniem zwrotnym (Hilbert & Piggot, 2004; Mearls

iin., 2018).
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Rycina 1.37. Schemat regulacji transkrypcji G (Mearls i in., 2018) - zmodyfikowane
Dezaktywacja oF jest stabo poznana, ale obejmuje mate biatko Fin, ktéore wigze sie z
polimerazg RNA w tym samym miejscu co oF, tym samym blokujgc transkrypcje regulonu
oF (Wang Erickson i in., 2017). Samo biatko Fin jest transkrybowane pod kontrolg zaréwno

oF, jaki oG (Campiin., 2011)

Wocigz pozostaje niejasne w jaki sposdb aktywnos$¢ oG jest opdzniona do momentu
zakonczenia wczesnej fazy ekspresji gendw kierowanej przez ofF (Mearlsiin., 2018). oG jest
wykrywany dopiero po okoto godzinie wzgledem innych biatek pod kontrolg oF, ponadto
wydaje sie wymagac zakonczenia procesu pochtaniania (Regan i in., 2012) oraz obecnosci
kanatéw SpollQ-SpolllAH (Meisner i in., 2008). Tak wiec tradycyjnie, uwaza sie, ze
transkrypcja sigG przez oF jest opdzniona i wymaga specyficznego miedzykomérkowego

sygnatu pochodzgcego z komorki macierzystej (Evans i in., 2004).

Jednym z biatek zaangazowanych w kontrolowanie wczesnej aktywnosci oG jest
czynnik anty-o, CsfB (zwany takze Gin), ktory jest wyrazany pod kontrolg oF we wczesnych
stadiach sporulacji i jest silnym antagonistg oG (Chary i in., 2007; Karmazyn-Campelli i in.,
2008; Rhayatiin., 2009; Serranoiiin., 2015). Jednakze o ile CsfB hamuje transkrypcje genéw
zaleznych od oG, brak CsfB nie wywotuje wczesniejszej aktywacji oG (Serrano i in., 2011).
Ponadto, jak wspomniano wczesniej, hipotetyczne kanaty SpolllA-H-SpollQ nie wydaj3 sie
transportowaé¢ czynnika selektywnie aktywujgcego oG, a raczej umozliwiajg ogdlne
odzywianie prespory po pochtonieciu i odseparowaniu jej przez komdrke macierzystg
(Camp & Losick, 2009). Zaproponowano réwniez, ze transkrypcja i translacja oG sg ttumione
przez cechy jego wtasnych sekwencji regulatorowych i kodujgcych (Mearlsiin., 2018). Tym
samym najnowszy poglad odrzuca istnienie konkretnego aktywatora oG i sugeruje, iz
ekspresja oG przez oF nie jest opdzniona, a raczej mato wydajna. Jednakze po przekroczeniu
progu granicznego, nastepuje znaczny wzrost stezenia oG na skutek pozytywnej petli

sprzezenia zwrotnego.

60



Czynnik sigma specyficzny dla pdznej prespory, oG, reguluje okoto 100 gendw (Steil i
in., 2005; S. T. Wang i in., 2006), tworzgc spdjne i niespdjne petle sprzezenia zwrotnego z
regulatorem transkrypcyjnym, SpoVT (De Hoon i in., 2010). Geny transkrybowane pod
kontrolg 0G mozna podzieli¢ na co najmniej trzy grupy: zaangazowane w kontynuowanie
procesu sporulacji, ochrone spory przed uszkodzeniem DNA oraz przygotowanie jej do
kietkowania (Hilbert & Piggot, 2004; Steil i in., 2005). Geny wazne dla sporulacji obejmuja:
e wspomniane sigG i spoVT;
e operon spoVA, ktory jest wymagany do wychwytu kwasu dipikolinowego (DPA)
z komorki macierzystej do prespory;
e spolVB, kodujacy peptydaze serynowg, ktéra przekazuje sygnat z prespory do
komorki macierzystej, aby aktywowac oK;

e bofC, regulator dojrzewania pro-oK.

Geny kietkowania obejmuja:
e operon gerA, zaangazowany w kietkowanie w odpowiedzi na alanineg;
e homologiczne operony gerB i gerK, zaangazowane w kietkowanie w odpowiedzi
mieszanine l-asparaginy, glukozy, fruktozy i KCl);
e pddaA, ktéry jest wymagany do tworzenia unikalnego sktadnika peptydoglikanu
kory spor;

e sleB, kodujgcy enzym lityczny ptaszcza.

Geny chronigce przed uszkodzeniem DNA obejmujg sp/B, yqfS, a takze geny ssp, ktoére
kodujg SASP, dominujace biatka znajdujace sie w rdzeniu spor (Hilbert & Piggot, 2004; P.
Setlow, 2007; Steil i in., 2005). Niektére z SASP wigzg DNA w zarodniku i pomagajg chronié
go przed dziataniem ciepfa, promieniowania UV, wysuszeniem i innymi uszkadzajgcymi

warunkami, a takze zapewniajg zrodto aminokwasdw podczas kietkowania.

2.14. Aktywacja charakterystycznego dla komérki macierzystej pdZznego czynnika

transkrypcyjnego, oG, oraz jego regulon

Ekspresja sigK, genu kodujgcego ostatni czynnik sigma w kaskadzie sporulacji, zalezy
zarowno od oE, jak i SpollID (De Hoon i in., 2010). Regulacja oK jest podobna do regulacji

oE, poniewaz oK jest syntetyzowany jako nieaktywny, zwigzany z btong prekursor, pro-oK,
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ktory jest przetwarzany do postaci aktywnej po otrzymaniu sygnatu z prespory. Jednak ich

mechanizmy regulacji s bardzo rézne (Hilbert & Piggot, 2004).

SpolVFA

} L=

SpolVB e HELGH
SpolVFB
bc

NPDG Pro-gK

IFM OFM

Rycina 1.38. Schemat lokalizacji biatek, biorgcych udziat w szlaku aktywacji oK (R. Zhou & Kroos,
2004). FS — prespora; MC —komaérka macierzysta; RNAP — polimeraza RNA; IFM —wewnetrzna btona
prespory; OFM — zewnetrzna btona prespory. Zaznaczono sekwencje HELGH i NPDG SpolVFB, ktére
sg krytyczne dla proteolizy pro-oK.

Rozszczepienia pro-oK dokonuje wewngatrzbtonowa metaloproteaza SpolVFB, ktéra
jest syntetyzowana w komdrce macierzystej podczas procesu pochtaniania (Rudner i in.,
2002; Y. T. N. Yu & Kroos, 2000; R. Zhou i in., 2009). Jednak SpolVFB jest utrzymywany w
stanie nieaktywnym przez tworzenie tréjsktadnikowego kompleksu z dwoma innymi
regulatorowymi biatkami btonowymi, SpolVFA i BofA (Ryc. 1.38) (Green & Cutting, 2000;
Rudner & Losick, 2002; G. Sun i in., 2021). W przypadku braku SpolVFA, BofA i SpolVFB
tworzy niestabilny kompleks i nie jest w stanie prawidtowo zlokalizowa¢é sie w zewnetrznej
btonie prespory. W zwigzku z tym stwierdzono, ze SpolVFA odgrywa kluczowa role w
sktadaniu kompleksu, stuzgc jako platforma, zas BofA bezposrednio hamuje SpolVFB (R.
Zhou & Kroos, 2004). Za aktywacje SpolVFB odpowiada SpolVB, ktéry jest syntezowany
wytgcznie w presporze, poczgtkowo na bardzo niskich poziomach pod kontrolg oF, a
nastepnie, po zakoriczeniu pochtaniania, na znacznie wyzszych poziomach pod kontrolg oG
i stymulacjg SpoVT (Dong & Cutting, 2003; P. R. Wakeley i in., 2000). SpolVB jest
autoproteolityczng endopeptydazg serynowg i podlega dwom poziomom proteolizy,

wilasnej w celu aktywacji, a nastepnie przeprowadzanej przez inne proteazy w celu

62



deaktywacji. Autoproteoliza SpolVB jest blokowana w przestrzeni miedzybfonowej przez
biatko BofC, ktdorego ekspresja jest kontrolowana zaréwno przez oF, jak i oG, przy czym
podczas pdinej sporulacji transkrypcja genu bofC przy udziale oG jest negatywnie
regulowana przez SpoVT (P. Wakeley i in., 2000). Tym samym, dziatanie BofC stanowi punkt
kontrolny zapobiegajacy przedwczesnej aktywacji oK. Dzieki autoproteolizie, SpolVB
uwalnia sie z wewnetrznej btony prespory do przestrzeni miedzybtonowej, gdzie
rozszczepia C-koniec SpolVFA (Campo & Rudner, 2006; Rudner & Losick, 2002; P. R.
Wakeley i in., 2000). Druga proteaza serynowa, CtpB, jest takze gtéwnie wydzielana z
prespory do przestrzeni miedzybtonowej i stuzy do precyzyjnego dostrojenia czasu
aktywacji oK oraz jako mechanizm zapasowy, rdwniez zapewniajacy C-koricowe ciecie
SpolVFA (Campo & Rudner, 2006, 2007; Paniin., 2003) i mozliwe ze BofA (R. Zhou & Kroos,
2005). Ostatecznie, przy udziale ATP aktywowany SpolVFB rozszczepia 20 aminokwasowy
fragment pro-oK i tym samym uwalnia aktywny oK z zewnetrznej btony prespory do

komorki macierzystej (Rudner & Losick, 2002; R. Zhou i in., 2009).

Co ciekawe, doniesiono, ze kanaty odzywcze SpolllA-H-SpollQ sg wymagane dla
prawidtowej lokalizacji SpolVFA, a tym samym jego kompleksu ze SpolVFB i BofA (Ryc. 1.39)
(Doan i in., 2005; X. Jiang i in., 2005). Ponadto doniesiono, ze biatka odpowiadajace za
pochtanianie prespory oraz kanaty odzywcze sg wymagane do aktywacji nie tylko cG w
przedsporze, ale réwniez oK w komdrce macierzystej. Zaproponowano, ze ta kolokalizacja
moze by¢ zwigzana z zaleznoscig SpolVFB od ATP. Mianowicie eksport ATP przez kanaty
odzywcze do prespory i/lub aktywnos¢ ATPazy SpolllAA moze skutkowaé stosunkowo
niskim stezeniem ATP w poblizu kanatdw, zapewniajgc, ze pobliski SpolVFB pozostaje
nieaktywny nawet przy braku hamowania przez BofA (Konovalova i in., 2014; Kroos &
Akiyama, 2013). Po zakoriczeniu pochtaniania kanaty przechodzg reorganizacje i niektore
sktadniki ulegajg degradacji (Chiba i in., 2007), by¢ moze umozliwiajgc wzrost stezenia ATP
w komarce macierzystej, przynajmniej w poblizu najbardziej zewnetrznej btony otaczajacej
prespore, co pozwalatoby na zwigzanie ATP przez SpolVFB i gotowo$é enzymu do dziatania
(Konovalova i in., 2014; Kroos & Akiyama, 2013). W ten sposob aktywacja SpolVFB bytaby
potaczona nie tylko z zalezng od dziatania kanatu odzywczego aktywacjg oG w presporze,
prowadzgcg do wydzielania proteaz SpolVB i CtpB, ktore celujg w SpolVFA i BofA, ale takze

do zakonczenia pochtoniecia i degradacji tych kanatdw, co skutkowatoby wzrostem ATP w
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komdrce macierzystej wykrywanym przez SpolVFB. Poniewaz regulon oK dotyczy przede
wszystkim produkcji biatek ptaszcza spor, ktére gromadza sie na ich powierzchni, punkt
kontrolny, sprawdzajgcy zakoriczenia pochtaniania poprzez zniszczenie kanatéw, wydaje sie

pozadany (Doan & Rudner, 2007; Kroos & Akiyama, 2013).

pochtanianie  komodrka macierzysta prespora
AY
\

ATP—{(?% —» || AP

prespora

komodrka macierzysta

Sciana kamorkowa
N

Rycina 1.39. Kolokalizacja kanatéw SpolllA-H-SpollQ z kompleksem SpolVFA-SpolVFB-BofA (Kroos
& Akiyama, 2013) - zmodyfikowane

Sam gen sigK rédwniez jest niezwykle ciekawy, poniewaz powstaje on z pofgczenia
dwdch innych gendw, spollIC oraz spolVCB (Hilbert & Piggot, 2004; Kimura i in., 2010).
Mianowicie, podczas sporulacji w komdrce macierzystej dochodzi od rearanzacji
chromosomu, w wyniku ktérej 48 kb fragment pomiedzy genami zostaje wyciety. Poniewaz
komodrka macierzysta lizuje na koniec procesu sporulacji, zmiana w nukleoidzie nie jest
przekazywana komdrkom potomnym. Wydaje sie, ze SpolVCA jest biatkiem
odpowiedzialnym za usuwanie fragmentu DNA, poniewaz wykazuje znaczne podobienstwo
do rodziny miejscowo specyficznych rekombinaz, wigze sie z miejscem obrdébki in vitro i jest
jedynym biatkiem specyficznym dla sporulacji wymaganym do wyciecia in vivo.
Transkrypcja zarowno genu spolVCA, jak i sigK jest ograniczona do komérki macierzystej,
poniewaz jest inicjowana z promotora zaleznego od oF i wymagajgcego SpollID. Taka
rearanzacja nukleoidu mogtaby by¢ potencjalnie  nowym  mechanizmem
kompartmentalizacji ekspresji gendw, jednak obecnosé nienaruszonych gendw spolllC oraz

spolVCB podczas sporulacji nie ma wptywu na postep procesu sporulacji i rozwéj spor.
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oK reguluje okoto 150 gendow, w tym GerE, ostateczny czynnik transkrypcyjny
specyficzny dla komérki macierzystej w kaskadzie (De Hoon i in., 2010). Podobnie jak
SpollID, GerE moze dziataé jako aktywator lub jako represor transkrypcji, dzielac geny
zalezne od oK na trzy grupy:
e regulowane wytgcznie przez oK ulegajg ekspresji przez caty okres pdinej
sporulacji;
e tlumione przez GerE ulegajg ekspresji wczesnie po aktywacji oK;

e wzmachiane przez GerE sg ekspresjonowane pdzniej (Hilbert & Piggot, 2004).

Regulon oK bierze udziat w koncowych etapach dojrzewania spor, a wiec obejmuje
geny zwigzane z biosyntezg kory i ptaszcza, uwalnianiem spory poprzez lize komoérki
macierzystej, kietkowaniem oraz gen strukturalny samego oK, prowadzacy do petli

autokatalitycznej (Dong & Cutting, 2003; Hilbert & Piggot, 2004; Steil i in., 2005).
2.15. Synteza kory i ptaszcza spor

Ekstremalna odpornos¢ spor wynika z wielu czynnikéw, w tym:

e niskiej zawartosci wody i wysokiego poziomu kwasu dipikolinowego (DPA) oraz
zwigzanych z nim kationéw dwuwartosciowych, gtéwnie Ca%*, w rdzeniu, co
chroni spore przed wptywem ciepta i wysychania;

e ochrona DNA poprzez jego wysycenie specyficzng dla spor grupg biatek
wigzgcych DNA, SASP, ktére chronia DNA przed cieptem, wysychaniem,
genotoksycznymi zwigzkami chemicznymi i promieniowaniem;

e naprawa  uszkodzen DNA  podczas germinacji  spowodowanych
promieniowaniem;

e wzgledna nieprzepuszczalno$¢ wewnetrznej btony spory dla hydrofilowych
substancji chemicznych;

e wielowarstwowy ptaszcz, ktéry ogranicza dostep enzymoéw i zwigzkéw
chemicznych do wnetrza spory (Jones i in., 2005; Sanchez-Salas i in., 2011; P.

Setlow, 2014).

Po zakonczeniu pochtoniecia wokét rdzenia spory montowana jest seria struktur
ochronnych (De Hoon i in., 2010). Synteza pierwotnej sciany komodrkowej zarodka i kory,

charakterystycznej formy peptydoglikanu, pomiedzy btonami otaczajacymi prespore jest

65



definiowana jako etap IV (Hilbert & Piggot, 2004). Jednoczesnie w komdrce macierzyste;j
syntezowanych jest ponad 80 pojedynczych biatek ptaszcza, aby otoczy¢ prespore
wielowarstwowg strukturg, ze skorupg jako najbardziej zewnetrzng warstwg (Freitas i in.,
2020). Osadzanie przez komorke macierzystg biatkowego ptaszcza wokot prespory okresla
sie jako etap V (Hilbert & Piggot, 2004). Etapy IV i V nie zachodzg sekwencyjnie, a raczej
jednoczesnie, zas rozpoczecie tworzenia ptaszcza poprzedza powstawanie kory (Ebmeier i
in., 2012; Riley, Schwarz, i in., 2021). Etap VI to dojrzewanie, kiedy zarodnik uzyskuje petna
odpornosé¢, w tym na promieniowanie UV i wysokg temperature, chociaz nie wystepuja
zadne oczywiste zmiany morfologiczne. Etap VIl oznacza lize komdrki macierzystej, ktéra

uwalnia dojrzatg spore do srodowiska (Hilbert & Piggot, 2004).

wewnetrzna
btona spory
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komérkowa
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zewnetrzna
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ptaszcz wewnetrzny

ptaszcz zewnetrzny

Rycina 1.40. Przekrdj przez spore B. subtilis (Popham, 2002) - zmodyfikowane

U B. subtilis najbardziej zewnetrzng warstwa spory jest biatkowy ptaszcz, ktory chroni
i posredniczy w interakcji z abiotycznymi i biotycznymi powierzchniami, a takze z
germinantami, specyficznymi induktorami germinacji (Freitas i in., 2020). Jest tatwo
odrdéznialny od kory, poniewaz cechuje sie wysokg gestoscig elektronowg (Ryc. 1.40) (Driks
& Eichenberger, 2016). Ptaszcz rézni sie znacznie wielkoscig miedzy gatunkami, w B. subtilis,
gdzie jest on stosunkowo gruby, nie przekracza 200 nm szerokos$ci. Réwniez liczba warstw
ptaszcza oraz obecnos$¢ lub brak wyrostkéw wystajgcych z jego powierzchni réznig sie w
zaleznosci od gatunku (Driks & Eichenberger, 2016; H. Kim i in., 2006). U B. subtilis,
wystepujg cztery warstwy, z czego jedna, najbardziej wewnetrzna, nie jest juz rozrdznialna
pod transmisyjnym mikroskopem elektronowym, ale to na niej gromadazi sie reszta ptaszcza
i zawiera ona kilka biatek wymaganych do zainicjowania jego skfadania, tj. SpolVA, SpoVM
i SpoVID (Ryc. 1.41) (Driks & Eichenberger, 2016; McKenney & Eichenberger, 2012; K. H.

Wang iin., 2009). Skorupe, najbardziej zewnetrzng warstwe ptaszcza, wykryto stosunkowo
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niedawno, poniewaz jej uwidocznienie wymaga zastosowania barwnika, czerwieni
rutenowej (McKenney i in., 2010). Mozna réwniez wyrdzni¢ ptaszcz wewnetrzny i
ciemniejszy ptaszcz zewnetrzny (Ryc. 1.40) (Costa i in., 2007; Laaberki & Dworkin, 2008;
Little & Driks, 2001).

Wstepna lokalizacja Okrywanie

O O Q>

Rycina 1.41. Schemat interakcji biatek wymaganych do zainicjowania sktadania ptaszcza (K. H.
Wang i in., 2009) - zmodyfikowane. W biatku SpolVD wyszczegélniono domeny LysM oraz A,
znajdujace sie na C-koricu.

Chociaz istnieje ponad 80 biatek ptaszcza, wykazano, ze tylko niewielka ich liczba,
biatka morfogenetyczne, jest niezbedna do jego ztozenia (McKenney & Eichenberger,
2012). Montaz kazdej z czterech warstwy ptaszcza zalezy od jednego gtdwnego biatka
morfogenetycznego: SpolVA zakotwicza ptaszcz na powierzchni spory, SafA odpowiada za
odpowiednie ztozenie ptaszcza wewnetrznego, CotE zewnetrznego, zas CotZ skorupy. Aby
zainicjowac tworzenie ptaszcza, najpierw nastepuje wstepna lokalizacja biatek SpolVA i
SpoVM na biegunie prespory, od ktérego rozpoczeto sie pochtanianie (K. H. Wang i in.,
2009). Proponuje sie, ze SpoVM jest w stanie wykryé dodatnig krzywizne btony i dlatego
preferencyjnie lokalizuje sie na wypukiej zewnetrznej btonie prespory (Driks &
Eichenberger, 2016). SpolVA jest ATPazg, ktéra wykorzystuje hydrolize ATP do wtasnej
polimeryzacji w stabilne wtdkna otaczajace prespore (Castaing i in., 2013; Ramamurthi &
Losick, 2008). Do rozpoczecia okrywania prespory ptaszczem wymagane jest dotgczenie do

SpolVA i SpoVM trzeciego biatka, SpoVID, ktérego N-koniec jest wymagany do polimeryzacji
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biatek ptaszcza, a C-koniec stuzy do interakcji ze SpolVA (Ryc. 1.41) (Driks & Eichenberger,
2016; K. H. Wang i in., 2009).

Ptaszcz spor chroni je przed szerokim zakresem uszkodzen, w tym trawieniem przez
drapiezne drobnoustroje i dziataniem réinych zwigzkdw chemicznych (Driks &
Eichenberger, 2016; Ghosh i in., 2008). Jest szczegdlnie wazny w zapobieganiu dostepowi
egzogennych enzymow litycznych, takich jak lizozym, do kory, znajdujacej sie pod
warstwami pfaszcza, i $ciany komdrkowej pod korg, poniewaz hydroliza tych elementow
moze powodowac lize spor (Ghosh i in., 2008; Klobutcher i in., 2006). Mechanizmy tych
wtasciwosci odpornosciowych pozostajg niejasne, ale prawdopodobnie przynajmniej w
znacznym stopniu warstwy ptaszcza dziatajg jako fizyczna bariera, biernie wykluczajgca
czasteczki toksyczne (Driks & Eichenberger, 2016). Ptaszcz nie jest jednak catkowicie
nieprzepuszczalny, poniewaz umozliwia przejscie czgsteczek o masie <5 kDa do warstw
wewnetrznych, w szczegélnosci wewnetrznej btony spory, gdzie znajdujg sie receptory Ger,
wykrywajgce obecnos¢ czasteczek sktadnikédw odzywczych, ktére wyzwalajg kietkowanie
(Ghosh i in., 2008). Z tego powodu ochrona, szczegdlnie przed matymi toksycznymi
czasteczkami, wynikajgca z prostej funkcji barierowej, bytaby niewystarczajaca (Driks &
Eichenberger, 2016). Drugg linig obrony sg biatka ptaszcza, ktére mogg reagowac z takimi
zwigzkami i unieczynniac je, zanim bedg mogty uzyskaé dostep i uszkodzi¢ bardziej wrazliwe
cele znajdujace sie dalej we wnetrzu spory (Driks & Eichenberger, 2016; Ghosh i in., 2008;
Klobutcher i in., 2006). Ptaszcz wydaje sie zawiera¢ enzymy, takie jak dysmutaza
ponadtlenkowa, katalazy i lakazy, ktére mogg odpowiadaé za odpornos$é spor na nadtlenek
wodoru i inne zwigzki utleniajace. Jest réwniez mozliwe, ze porowatos$¢ ptaszcza zwieksza
jego efektywng powierzchnie (Driks & Eichenberger, 2016). Ptaszcz ma za to ograniczony
udziat w odpornosci na wysokie temperatury, promieniowanie lub uszkodzenia

mechaniczne (Carroll i in., 2008; Jones i in., 2005).

Sktadanie ptaszcza to jeden z najbardziej rozbudowanych proceséw sktadania
struktur multibiatkowych (Driks & Eichenberger, 2016). 1-2% genomu B. subtilis koduje
biatka ptaszcza, co przektada sie na to, ze co najmniej 15% wszystkich biatek syntezowanych
podczas sporulacji to biatka tej struktury. Do syntezy, ztozenia i dojrzewania ptaszcza
potrzeba kilku godzin. Pierwszy etap zaczyna sie niedtugo po asymetrycznym podziale,

poniewaz okoto potowa znanych biatek ptaszcza jest wytwarzana pod kontrolg oE. Wydaje
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sie rowniez, ze dojrzewanie pfaszcza jest kontynuowane nawet po lizie komodrek
macierzystych, poniewaz sieciowanie biatek ptaszcza moze trwad przez kilka dni (Abhyankar
iin., 2015; Sanchez-Salas i in., 2011). Moze sie fatdowac i rozwijaé, dostosowujgc sie w ten
sposéb do zmian objetosci spor, ktére towarzyszg tworzeniu spor i kietkowaniu (Driks &

Eichenberger, 2016; Henriques & Moran, 2007; H. Kim i in., 2006).

Jednoczesnie z tworzeniem ptaszcza i kory, pochtonieta prespora jest odwadniana, co
nadaje jej jasny wyglad pod mikroskopem kontrastowo-fazowym (Hilbert & Piggot, 2004).
Stopien jasnosci spor jest skorelowany ze stopniem odwodnienia rdzenia, ktéry zachodzi
na skutek importu kwasu dipikolinowego z komodrki macierzystej, gdzie jest syntezowany,
do prespory w celu zastgpienia wody (Driks & Eichenberger, 2016). W konsekwencji, DPA
stanowi okoto 10% suchej masy dojrzatej spory (B. Setlow i in., 2006). Przypuszcza sig, ze
niska zawartos¢ wody w rdzeniu skutkuje zmniejszong ruchliwo$cia molekularng biatek
rdzeniowych, a tym samym ich podwyzszong odpornoscig na stres termiczny (B. Setlow i
in., 2006; P. Setlow, 2014). Obecnos¢ DPA zapewnia réwniez odpornos¢ na wysychanie i

nadtlenek wodoru, a takze odpowiada za utrzymanie spory w stanie spoczynku.

SASP s3 syntetyzowane dopiero w podzinej fazie sporulacji w rozwijajacej sie
presporze. Sg to biatka o dtugos¢ 60-75 aa, ktérych geny sg transkrybowane przez
polimeraze RNA zwigzang z oG (P. Setlow, 2014). W dojrzatej sporze stanowig 3-5%
wszystkich biatek (Ki i in., 2008). Biatka te majg niskie powinowactwo DNA, ale na skutek
postepujgcego odwadniania rdzenia spory i jednoczesnego zwiekszania poziomu kwasu
dipikolinowego, SASP wysycajg DNA, zmieniajgc jego konformacje z B na strukture
posrednig pomiedzy konformacjg A i B, co powoduje zmiane fotochemii DNA (P. Setlow,
2014). Promieniowanie padajgce wdéwczas na DNA powoduje tworzenie sie specyficznego
dla spor fotoproduktu (SP, ang. spore photoproduct). Tworzy sie on z takg samg
wydajnoscig, jak inne niepozadane zwigzki napromieniowania DNA w komdrkach
wegetatywnych, ale w przeciwienstwie do nich, jest wzglednie bezbtedny w naprawie.
Naprawa DNA ma miejsce podczas kietkowania spor i moze zachodzi¢ poprzez
rekombinacje, wyciecie nukleotydéw, naprawe miejsc bezzasadowych i naprawe
specyficzng dla SP. Dwie ostatnie formy naprawy DNA wykorzystujg specyficzny dla spor
enzym, liaze Spl. Ponadto podczas kietkowania spor i aktywacji metabolizmu, kiedy

dochodzi do ponownego uwodnienie rdzenia, moze rowniez dochodzi¢ do oksydacyjnych
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uszkodzen DNA, ktdére sg przetwarzane przez specyficzng dla spor katalaze, KatX, czy

endonukleazy apurynowe/apirymidynowe, Nfo i ExoA (lbarraiin., 2008).

Podczas kietkowania, biatka SASP uwalniajg DNA, umozliwiajgc transkrypcje, i ulegajg
proteolizie na skutek dziatania specyficznej dla nich endoproteazy, Gpr (P. Setlow, 2007).
Nastepnie peptydazy degradujg produkty rozszczepienia Gpr do aminokwasow, ktore
wspierajg synteze de novo biatek i metabolizm energetyczny na wczesnym etapie wzrostu
spor. Gpr jest atypowa proteazg kwasu asparaginowego wytwarzang jako zymogen w
pdznym stadium sporulacji (Traag i in., 2013). Poprzez zdarzenie autorozszczepienia, N-
koniec Gpr jest przetwarzany w celu aktywacji proteazy bezposrednio przed uspieniem
spor. Z powodu niskiej zawartosci wody w rdzeniu, Gpr nie rozszczepia swoich substratow,

dopdki nie nastgpi ponowne uwodnienie wnetrza spory podczas kietkowania.

Montaz kory, drugiej charakterystycznej dla spor ostony, jest zalezny od udanej
inicjacji sktadania ptaszcza, dlatego morfogeneza obu struktur jest doktadnie
skoordynowana podczas sporulacji, za co odpowiadajg m.in. SpoVM oraz CmpA (Ebmeier i
in., 2012; Krajc¢ikovaiin., 2021; Pereira i in., 2019). SpoVM uczestniczy w inicjacji sktadania
ptaszcza, a jednoczesnie proponuje sie, ze miatoby odpowiadac za lokalizacje CmpA wokét
prespory, zas CmpA wydaje sie hamowac inicjacje tworzenia kory (Ebmeier i in., 2012).
Oddysocjowanie SpoVM, oznaczajace prawidtowe rozpoczecie sktadania ptaszcza,
powodowatoby tym samym odtgczenie réwniez CmpA i umozliwienie rozpoczecia syntezy

kory.

Po zakonczeniu pochtaniania dwa rodzaje peptydoglikandéw sg odktadane miedzy
wewnetrzng i zewnetrzng btong otaczajgcg prespore. Powierzchnia wewnetrznej btony
zarodnikdw jest miejscem gromadzenia sie cienkiej warstwy peptydoglikanu zwanej
pierwotng $ciang komérkowgq zarodka, podobng pod wzgledem sktadu do wegetatywnej
Sciany komorkowej (Henriques & Moran, 2000). Po wykietkowaniu spor stuzy ona jako
pierwotna sciana nowo utworzonej komodrki wegetatywnej. Odgrywa ona réwniez role w
prawidtowym sktadaniu drugiej, grubszej i chemicznie odrebnej warstwy peptydoglikanu,
czyli kory (Popham & Bernhards, 2015). Miejscem jej montazu jest zewnetrzna bfona
prespory (Henriques & Moran, 2007). Kora jest niezbedna do osiggniecia i utrzymania stanu
odwodnienia rdzenia oraz do mineralizacji spor, ktére to czynniki sg kluczowe dla

termoodpornosci spor (Atrih & Foster, 2001; Henriques & Moran, 2000, 2007). Kora
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wptywa réwniez na stan spoczynku spor. Czynniki, ktére niszczg warstwe peptydoglikanu,
prowadzg do utraty odwodnienia rdzenia, co skutkuje stratg odpornosci spory na

ekstremalne warunki (Popham & Bernhards, 2015).

Peptydoglikan komorki wegetatywnej
GlcNAc MurNAc  GIcNAc MurNAc

{ oo S0 KON g o
AcHN HO
,%: AcHN ACHN oy
*Fo

R
R = L-Ala-y-D-Glu-L-DAP(NH,)-D-Ala-D-Ala R
CwiD
+
PdaA

&/ 0 muramino-0-

ACHN _%:AcHN HO AcHN Me@? laktam

R
Peptydoglikan kory

Rycina 1.42. Schemat powstawania modyfikacji peptydoglikanu w korze spor (Tobin i in., 2023) -
zmodyfikowane

Biatka odpowiedzialne za synteze kory sg wytwarzane zaréwno w presporze, jak i
komodrkach macierzystych (Popham & Bernhards, 2015). Podczas gdy niektére z tych biatek
przyczyniajg sie rowniez do syntezy wegetatywnej sciany komérkowej, inne sg specyficzne
tylko dla sporulacji. Sg to m.in. biatka z rodziny Mur i Dac, a takze SpoVD, SpoVE czy SpoVB
(Popham & Bernhards, 2015; Vasudevan i in., 2007). Szczegdlng modyfikacjg odrdzniajaca
peptydoglikan kory od Sciany komérkowej jest obecno$¢ muramino-B-laktamu, ktory
zmniejsza usieciowanie kory dziesieciokrotnie w poréwnaniu do $ciany komérkowej
(Meador-Parton & Popham, 2000; Popham & Bernhards, 2015; Tobin i in., 2023). Co
ciekawe, nie nadaje on odpornosc sporze, za to pozwala na degradacje kory, wymagang do
kietkowania. Za tworzenie muramino-B-laktamu odpowiadajg dwa biatka, amidaza CwID i
deacetylaza PdaA (Tobin i in., 2023). W celu modyfikacji peptydoglikanu, pierwszy dziata
CwiID, ktéry usuwa peptyd z kwasu N-acetylomuraminowego, a nastepnie PdaA katalizuje
deacetylacje i cyklizacje produktu posredniego do muramino-6-laktamu (Ryc. 1.42). PdaA
ulega ekspresji wytacznie w presporze, pod kontrolg oG (Fukushimaiin., 2002), za$ CwID w

obu typach komodrek, za co odpowiadajg oF i oG, chociaz do powstania prawidtowego
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peptydoglikanu kory wymagana jest jedynie ekspresja w komorce macierzystej (Gilmore i

in., 2004; Popham & Bernhards, 2015).

Aby spora mogta wykietkowac i wznowi¢ metabolizm, peptydoglikan kory musi
najpierw zosta¢ zdegradowany przez dziatanie enzymow litycznych specyficznych dla
kietkowania (Popham & Bernhards, 2015). Enzymy te s3 juz obecne, ale nieaktywne, w

uspionej sporze.

Najgtebiej potozona jest wewnetrzna bfona spory, ktéra wykazuje pewne specyficzne
wtasciwosci zwigzane z jej funkcjg odpornosciowg (Cowan i in., 2004; Loison i in., 2013; P.
Setlow, 2014). Lipidy sg w niej w duzej mierze nieruchome, ma réwniez znacznie wyzszg
lepkos¢ niz btona plazmatyczna kietkujgcej spory, a takze jej przepuszczalnosé bierna dla
matych czasteczek, nawet takich jak metyloamina i woda, jest wyjatkowo niska.
Wewnetrzna btona spor odgrywa kluczowg role w inicjacji germinacji, poniewaz zawiera
receptory sktadnikow odzywczych, ktére po zwigzaniu sie z germinantami, na ogét

aminokwasami lub cukrami, rozpoczynajg proces kietkowania (Ibarraiin., 2008).
3. Germinacja spor

Proces odtworzenia komoérki wegetatywnej z dojrzatej i uspionej spory jest klasycznie
podzielony na dwie gtdwne nastepujace po sobie fazy (Sinaiiin., 2015; B. Zhou i in., 2022).
Pierwsza z nich to kietkowanie (ang. germination), podczas ktérego zarodnik przechodzi
rehydratacje, uwalnianie kwasu dipikolinowego, hydrolize kory i demontaz ptaszcza. Fazie
tej towarzyszy przejscie od fazy jasnej, charakterystycznej dla spor, do fazy ciemnej,
cechujaca rozwijajacg sie komadrke, co mozna zaobserwowac pod mikroskopem $wietlnym
(Ryc. 1.43). Drugi etap procesu to faza wyrastania (ang. outgrowth), w ktérym spora
aktywuje synteze makroczgsteczek, aby sta¢ sie komérkg wegetatywng i opuszcza
rozpadajgce sie warstwy otaczajgce wczesniej spore. Nastepuje wowczas wydtuzenie sie
komorek. Zidentyfikowano rowniez faze posrednig, okreslang jako ,,okres dojrzewania”, w
ktorym nie widac zadnych zmian morfologicznych (Segev iin., 2013; Sinaiiin., 2015). Okres
ten jest poswiecony reorganizacji molekularnej i rézni sie dtugoscia w zaleznosci od

poczatkowych zasobdéw molekularnych zawartych w sporze.
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Rycina 1.43. Schemat sekwencji zdarzen podczas germinacji spor przedstawiona na zdjeciach
mikroskopowych z kontrastem fazowym (Sinai i in., 2015) - zmodyfikowane. Ponizej zdjec
przedstawiono srednig dtugos¢ odradzajgcych sie sopor. Pasek skali reprezentuje 1 um.

Co ciekawe, nowsze odkrycia wskazujg, ze translacja zachodzi i jest wymagana juz
podczas okresu kietkowania, co jest sprzeczne z tradycyjnym postrzeganiem tego etapu,
jako nieaktywnego metabolicznie (Sinai i in., 2015; B. Zhou i in., 2022). Co szczegdlnie
interesujgce, wsrdd syntezowanych wéwczas czynnikdw translacyjnych znajduje sie RpmE,
sktadnik duzej podjednostki rybosomu, biatko kanoniczne wzgledem badanego w tej pracy
paralogu RpmEB. Doniesiono, ze mutanty pozbawione genu romE, mimo prawidtowego
przebiegu sporulacji, germinowaty wolniej niz szczep dziki, co wskazuje na niedobér

translacji podczas germinacji (Sinai i in., 2015).
4. Hipoteza wyspecjalizowanych rybosomoéw

Rybosom bakteryjny (70S) jest ztozong makroczasteczka, zbudowang z
rybosomalnego RNA (rRNA) oraz biatek, ktére tworzg matg (30S) i duzg (50S) podjednostke
(Akanumaiin., 2012). U B. subtilis mata podjednostka sktada sie z 16S rRNA o dtugosci okoto
1500 nukleotydéw oraz ponad 20 biatek i mozemy w jej budowie wyrdzni¢ gtowe,
platforme i ciato, podczas gdy duza podjednostka jest zbudowana z 23S rRNA o dtugosci
okoto 2900 nukleotyddw i 5S rRNA o dtugosci 120 nukleotydéw, a takze ponad 30 biatek.
Kazdy rybosom ma trzy miejsca wigzania transportujgcego RNA (tRNA), mianowicie miejsce
A, ktére przyjmuje aminoacylowany tRNA; miejsce P, ktére wigze tRNA z powstajgcym
taricuchem peptydowym oraz miejsce E, ktdre wigze wczeséniej zdeacylowany tRNA przed
opuszczeniem przez niego rybosomu. Mata podjednostka fgczy sie z matrycowym RNA
(mRNA) i petlg antykodonu zwigzanego tRNA i bierze udziat w zapewnieniu wiernosci
translacji poprzez sprawdzanie poprawnosci parowania kodonu i antykodonu. Duza
podjednostka wigze sie z ramionami akceptorowymi tRNA i katalizuje tworzenie wigzania
peptydowego miedzy aminokwasem przytgczonym do tRNA w miejscu A i powstajgcym

taricuchem peptydowym zwigzanym z tRNA w miejscu P.
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Podstawowa struktura i funkcje rybosomu zostaty ustalone na bardzo wczesnym
etapie ewolucji i najwyrazniej istniaty juz u ostatniego uniwersalnego wspdlnego przodka
(LUCA, ang. last universal common ancestor) wszystkich istniejgcych komédrek (Fox, 2010;
Makarova i in., 2001). Wskazuje na to zachowanie sekwencji rybosomalnego RNA (rRNA) i
wielu biatek rybosomalnych (r-biatek), wraz z sekwencjami innych centralnych sktadnikéw
maszynerii translacyjnej, we wszystkich trzech superkrdlestwach zycia - Bakteriach,
Archaeach i Eukarya. Co wiecej, u bakterii i archeondw zauwazalna jest konserwatywnos¢
organizacji gendw kodujacych rRNA i r-biatka. Rzeczywiscie, superoperon r-biatek, ktéry
obejmuje geny dla réznych, ale zazwyczaj duzych zestawdéw biatek rybosomalnych, jest
najbardziej konserwatywng macierzg gendw w genomach prokariotycznych. Biorgc pod
uwage, ze rRNA i r-biatka funkcjonujg jako $cisle skoordynowany kompleks, a kolejnosc
odpowiadajacych im gendw w genomach prokariotycznych jest czesciowo zachowana,
ogéblnie przyjmuje sie, ze geny biatek rybosomalnych nie podlegajg poziomowemu
transferowi gendéw lub jest on rzadki. W zwigzku z tym rRNA i, w mniejszym stopniu,
sekwencje r-biatka byty rutynowo stosowane jako markery filogenetyczne (Guo, 2018;

Makarovaiin., 2001; D. L. Suniin., 2013).

Rybosom jest czesto opisywany jako ,maszyna molekularna”, poniewaz petni on
powszechnie konserwatywng role w katalizowaniu syntezy biatek, ktéra wymaga
zaawansowanego poziomu precyzji i automatyzacji (Dinman, 2016; Xue & Barna, 2012).
Analogia maszynowa wptynetfa na sposéb konceptualizacji tego kompleksu molekularnego,
czynigc z rybosomu biernego uczestnika translacji. Tradycyjnie jest postrzegany jako
niezmienna makroczgsteczka, ktdra musi by¢ wyposazona w ten sam, staty zestaw biatek
rybosomalnych i czgsteczek rRNA, aby precyzyjnie wykonac¢ wszystkie etapy syntezy biatek
(Byrgazov i in., 2013). Koncepcja ta zostata dodatkowo utrwalona i wzmocniona przez
okreslenie struktur rybosomu w rozdzielczosci atomowej, co miato miejsce na poczatku
tego tysigclecia (Ban i in., 2000; Schluenzen i in., 2000; Wimberly i in., 2000). W zwigzku ze
statym sktadem rybosomdéw, uwazano, ze nie majg one wewnetrznej zdolnosci
regulacyjnej, za$ wydajno$¢ translacji jest determinowana albo za posrednictwem
dodatkowych regulatoréw biatkowych lub RNA, albo przez cechy wtasciwe dla mRNA

(Byrgazoviin., 2013; Sauertiin., 2015).
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Rycina 1.44. Schemat regulacji translacji przez wyspecjalizowane rybosomy (Gay i in., 2022) -
zmodyfikowane

Obecnie, o ile heterogenicznos¢ zaréwno rybosomoéw eukariotycznych, jak i
bakteryjnych, jest dobrze udokumentowana, o tyle aspekt funkcjonalnosci takich
heterogenicznych makroczgsteczek jest trudniejszy do udowodnienia (Barna M iin., 2022;
Emmott i in., 2019; Ferretti & Karbstein, 2019; Gay i in., 2022; Guo, 2018; Joo i in., 2022;
Norris i in., 2021). Heterogenicznos¢ w tym kontekscie oznacza, ze rybosomy rdznig sie
sktadem rRNA, biatkami lub modyfikacjami potranskrypcyjnymi/translacyjnymi obu
zestawdw sktadnikow (Ferretti & Karbstein, 2019). Funkcjonalna heterogenicznosé
rybosomow zostata zdefiniowana jako zmiany w sktadzie rybosomow, ktére wptywajg na
ich aktywnosé, zmieniajgc w ten sposodb wynik translacji (Ryc. 1.44). Heterogeniczne
rybosomy mogg modulowad rdézne aspekty syntezy biatek, takie jak preferencje inicjowania
translacji niektérych mRNA, zmiany wiernosci skutkujgce alternatywnym uzyciem kodondéw
START lub STOP, szybkos$cig zachodzenia poszczegdlnych etapdéw translacji, pauze i
terminacje (Ferretti & Karbstein, 2019; Genuth & Barna, 2018). Rozdzielenie terminow
,heterogenicznos$¢” i ,specjalizacja” jest istotne, poniewaz mozliwe jest istnienie w
komodrce heterogenicznych populacji rybosomow, ktére nie réznig sie funkcjonalnie. Co
wiecej, liczne przyktady pokazujg, ze dowody na heterogenicznos¢ sg w wiekszosci
przypadkdw znacznie silniejsze niz dowody na specjalizacje funkcjonalng, a jeszcze rzadsze

sg dowody na fizjologiczne role takiej specjalizacji (Ferretti & Karbstein, 2019).
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4.1. Historyczny przeglad teorii dotyczacych rybosomow

Co ciekawe, niemal natychmiast po odkryciu rybosomu kilku naukowcdéw
postulowato, ze moze istnieé réznorodnosc w sktadzie rybosoméw (Genuth & Barna, 2018).
Palade zauwazyt niewielkie roznice w wielkosci i ksztatcie rybosomoéw i zasugerowat, ze
moze istnie¢ dalsza heterogeniczno$é, ktdrej nie mozna byto zobaczy¢ przy édwczesnej
rozdzielczosci mikroskopii elektronowej (Palade, 1958). Prawdopodobnie najwiekszym
oredownikiem heterogenicznosci rybosomoéw w skfadzie i aktywnosci w tamtym czasie byt
Francis Crick, kiedy zaproponowat $miaty model ,jeden gen, jeden rybosom, jedno biatko”,
zgodnie z ktoérymi kazdy rybosom przenosi informacje genetyczng wymagang do
zakodowania pojedynczego, konkretnego biatka (Crick, 1958). Poglad ten szybko zostat
porzucony na skutek dalszych badan i przejawow istnienia czgsteczek mRNA. Badajac
zainfekowane fagiem komorki E. coli, wykryto, ze rybosomy bakteryjne sg zdolne do
syntezy biatek fagowych, co doprowadzito do wniosku, iz ,rybosomy s3
niewyspecjalizowanymi strukturami, ktére syntetyzujg biatko podyktowane przez mRNA,
ktére akurat zawierajg” (Brenner i in., 1961). W ciggu trzech krotkich lat srodowisko
naukowe wahato sie od najbardziej skrajnego pogladu na specjalizacje rybosomoéw — gdzie
kazde biatko jest ttumaczone przez inny typ rybosomu — do najbardziej skrajnego pogladu
na jednorodno$é¢ rybosomow — gdzie rybosomy sg pasywnymi maszynami bez funkcji

regulacyjnej (Genuth & Barna, 2018).

Kolejne doniesienia o heterogenicznosci oraz powigzanej z nig specjalizacji
rybosomow pojawity sie ponownie w latach 70’ XX wieku i wiele z nich dotyczyto bakterii
(Bickle i in., 1973; van Duiniin., 1972; van Duin & Kurland, 1970; Voynow & Kurland, 1971;
Weber, 1972). W 1972 roku opisano zalezng od tempa wzrostu zmiennos¢ sktadu biatek w
rybosomach E. coli (Deusser, 1972; Deusser & Wittmann, 1972; Milne i in., 1975).
Mianowicie, wykryto réznice w ilosci biatek S6, S21 oraz L12 w zaleznosci od tego, czy
komorki bakteryjne rosty w bogatych czy ubogich pozywkach, co determinowato szybko$é

wzrostu hodowli.

Silne dowody dotyczgce heterogenicznosci rybosomow zaczety tez naptywac z badan
nad organizmami eukariotycznymi. W komadrkach wegetatywnych i zarodnikach sluzowca
Dictyostelium discoideum wykryto odrebne populacje rybosomoéw, charakteryzujgce sie

odmiennym sktadem ilosciowym i jakosciowym biatek rybosomalnych (Ramagopal & Ennis,
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1981). Ponadto badania wskazaty na wyzszg stabilnos¢ rybosomoéw pochodzacych z
zarodnikéw. Co ciekawe, transkrypty wszystkich biatek rybosomalnych byty dostepne w
obu typach komérek, a wiec prawdopodobnie musiato dochodzi¢ do specyficznych regulacji

posttranskrypcyjnych, ktére prowadzity do uzyskania tylko konkretnego zestawu biatek.

W 2002 roku zaproponowano hipoteze filtra rybosomowego na modelu
eukariotycznym (Mauro & Edelman, 2002). Kluczowg obserwacjg zapoczatkowujaca
hipoteze byto odkrycie, ze duza liczba mRNA zawiera segmenty, ktére s3 podobne lub
komplementarne do sekwencji w obrebie 18S lub 28S rRNA. Ta obserwacja zasugerowata
potencjalny mechanizm, dzieki ktéremu mMRNA mogy oddziatywaé¢ bezposrednio z
podjednostkami rybosomu, np. przez parowanie zasad mMRNA-rRNA miedzy
komplementarnymi sekwencjami nukleotydowymi. taczac to z doniesieniami o
heterogeniczno$ci rybosomow pod wzgledem skfadu biatkowego i sekwencji rRNA,
zaproponowano, ze strukturalnie odmienne populacje rybosoméw mogg rdéznié sie
zdolnoscia do translacji okreslonych podzbioréw mRNA. Podzbiory mRNA mogg posiadaé
sekwencje, ktore utatwiajg lub utrudniajg inicjacje translacji, gdy wchodza w interakcje z
biatkowym lub nukleinowym sktadnikiem rybosomoéw (Ryc. 1.45). Sktadnik ten moze by¢
opcjonalnym elementem rybosomu lub moze ulega¢ modyfikacjom, w wyniku ktdrych nie
zawsze jest dostepny. Skutkowatoby to rdéznicg w wydajnosci translacji konkretnego

podzbioru czgsteczek mRNA w zaleznosci od typu rybosomu, ktéry przeprowadza proces.

podjednostka 40S
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Rycina 1.45. Schemat dziatania hipotetycznego filtra rybosomowego (Mauro & Edelman, 2007) -
zmodyfikowane. Zielony element reprezentuje fragment mRNA, ktéry utatwia inicjacje translacji,
gdy wiaze sie z zielonym miejscem wigzania w podjednostkach 40S, zas czerwony element oznacza
fragment mRNA, ktéry moze blokowac inicjacje translacji, gdy wigze sie z czerwonym miejscem
wigzania podjednostki 40S. llos¢ biatka wyrazanego przez réine kombinacje par mRNA-
podjednostka jest reprezentowana przez rozmiar czarnych prazkow.
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W 2007 roku, wzorujac sie na ,kodzie histonowym”, zaproponowano istnienie
»,kodu rybosomowego” (Komili i in., 2007). Stan transkrypcji danego regionu chromatyny
jest determinowany przez okre$lone kombinacje biatek histonowych, potranslacyjne
modyfikacje histonéw oraz modyfikacje DNA. Podobnie, rézne kombinacje paralogéw
biatek rybosomalnych, potranslacyjne modyfikacje biatek rybosomalnych, réine formy
rRNA i modyfikacje rRNA mogg umozliwiac skalibrowang translacje okreslonych mRNA. Tak
jak w przypadku kodu histonowego, kod rybosomowy zapewnitby nowy poziom ztozonosci

w regulacji ekspresji genéw.

Istnienie wyspecjalizowanych rybosoméw bytoby korzystne z wielu wzgledéw
(Ferretti & Karbstein, 2019). W przeciwienstwie do indukcji transkrypcji, ktéra czesto jest
podobna do przetgcznika, kontrola translacji za posrednictwem rdéznych pul rybosoméw
dziata bardziej jako modulator, poniewaz preferencje istniejg w kontinuum, a nie sg
binarne. Podczas gdy regulacja transkrypcji zachodzi w ciggu kilku minut, nadal wymaga
zaangazowania maszynerii transkrypcyjnej, eksportu i translacji mRNA. Z drugiej strony
zmiana potranslacyjna w biatku rybosomalnym lub dodanie/usuniecie biatka z rybosomu
wymaga tylko jednego etapu. Dodatkowo, wyspecjalizowane rybosomy umozliwiajg
jednoczesng regulacje w gore niektdrych mRNA, podczas gdy inne sg regulowane w dét. W
przeciwienstwie do tego, indukcja transkrypcji pozwala jedynie na regulacje w gore
indukowanych gendéw. Ponadto, wygenerowanie puli wyspecjalizowanych rybosomoéw
wymaga jedynie subtelnych dostosowan do juz istniejgcych proceséw. Wreszcie, ewolucja
funkcjonalnej specjalizacji rybosoméw mogta po prostu wykorzystaé przypadkowe
zdarzenia. Zatozenie, ze wszystkie biatka rybosomalne sg prawidtowo wigczone do
rybosomow, nie jest oczywiste, poniewaz zadanie to komplikuje fakt, ze sktadanie r-biatek
zachodzi réwnolegtymi sciezkami, wytwarzajgc dziesigtki prawidtowych poétproduktéw, a
tym samym utrudniajgc kontrole jakos$ci wigczenia poszczegdlnych biatek (Davisiin., 2016;
Gayiin., 2022; Mulder, 2011). Dopodki rybosomy pozostajg wiec funkcjonalne (a zatem nie
ulegajg degradacji), subpopulacje pozbawione poszczegélnych biatek mogty pierwotnie by¢

po prostu nieuniknionymi produktami ubocznymi (Ferretti & Karbstein, 2019).
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Zrédtem heterogenicznosci rybosoméw moga by¢ wiec:

e roéznice w sktadzie biatek rybosomalnych, szczegdlnie, ze okoto potowa z nich nie
jest niezbedna dla funkcjonowania rybosomu (Byrgazoviin., 2013; Emmottiin.,
2019);

e zastepowanie kanonicznych biatek rybosomalnych przez ich odpowiednie
paralogi (Byrgazov iin., 2013; Emmott i in., 2019);

e modyfikacje posttranslacyjne biatek rybosomalnych, takie jak fosforylacja,
metylacja, ubikwitynacja, acetylacja (Byrgazov i in., 2013; Simsek & Barna,
2017);

e modyfikacje posttranskrypcyjne rRNA, takie jak metylacja grupy 2-
hydroksylowej rybozy, konwersja urydyny do pseudourydyny i metylacja zasad
(Xue & Barna, 2012);

e obecnos¢ kopii operondw rRNA (rrn), ktére nieznacznie rdéznig sie sekwencja

(mikroheterogenicznosc¢) (Byrgazoviiin., 2013).

Heterogenicznosc¢ i specjalizacja rybosoméw wydaje sie by¢ lepiej uargumentowana
eukariontéw niz prokariontdw (Dinman, 2016; Genuth & Barna, 2018; Guo, 2018; Norris i
in., 2021; Simsek & Barna, 2017). W organizmach eukariotycznych heterogenicznos$¢
rybosomow czesto jest zwigzana z preferencyjng ekspresjg réznych paralogéw biatek
rybosomalnych w danych tkankach lub na okreslonych etapach cyklu rozwojowego. Ponizej
przedstawiono tylko kilka czesto przytaczanych przyktadéw dla zobrazowania zagadnienia.
U Arabidopsis thaliana biatko rybosomalne S5A ulega ekspresji w szybko dzielgcych sie
komodrkach na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego, podczas gdy jego paralog, S5B,
ulega ekspresji w komdrkach rdéznicujgcych sie (Ryc. 1.46a). U Drosophila melanogaster
wystepuje heterogenicznos$¢ ekspresji biatek rybosomalnych w gonadach (Ryc. 1.46b)
(Hopesiin., 2022; Xue & Barna, 2012). Podobnie u ludzi, podczas gdy S4Y1 jest powszechnie
wyrazany, S4Y2 jest ograniczony do jader i prostaty (Ryc. 1.46¢). We wspomnianym juz
Sluzowcu D. discoideum wykryto ostatecznie trzy rodzaje heterogenicznosci: odmienny
sktad ilosciowy i jakosciowy biatek rybosomalnych, a takze ich modyfikacje potranslacyjne
(Rodriguez-Almonacid i in., 2023; Xue & Barna, 2012). Na przyktad fosforylacja na S19 i
metylacja na L2 sg tracone, gdy D. discoideum agreguje z jednokomadrkowej, wolnozyjace;j

ameby do wielokomdrkowego owocnika, podczas gdy L20 ulega fosforylacji (Ryc. 1.46d).
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L18 to przyktad biatka rybosomalnego, ktére wystepuje wytgcznie w rybosomach
rozwijajagcych sie komodrek, a nie w stadium ameby. Ciekawym przyktadem
heterogenicznosci rybosoméw, spowodowanej obecnoscig rédznych czgsteczek rRNA w jej
sktadzie, jest istnienie dwdch typdw rybosoméw podczas cyklu zyciowego pierwotniaka
Plasmodium falciparum, wywotujgcego malarie (McGee i in., 2023; Rodriguez-Almonacid i
in., 2023; Xue & Barna, 2012). Jedna postac wystepuje gtdwnie, gdy pasozyt jest w formie
sporozoitu (typu S) u komara, podczas gdy druga forma wystepuje, gdy jest w formie
gametocytu (typu A) w krwioobiegu zywiciela po zakazeniu (Ryc. 1.47). Prawdopodobnie
oba typy rybosomow petnig rézne funkcje, poniewaz u S. cerevisiae chimeryczny rybosom
zawierajgcy 25S rRNA P. falciparum typu A jest funkcjonalny, zas podstawienie rRNA typu

S jest Smiertelne.
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Rycina 1.47. Przyktad heterogenicznosci rybosoméw wywotany przez obecnos$¢ réznych rRNA na
przyktadzie P. falciparum (Xue & Barna, 2012) - zmodyfikowane

4.2. Dziatanie toksyny MazF u E. coli jako kontrowersyjny przyktad istnienia

wyspecjalizowanych rybosomow u bakterii

Czotowym przyktadem istnienia wyspecjalizowanych rybosomdéw u bakterii byto
dziatanie toksyny MazF u E. coli (Vesper i in., 2011). mazEF to przyktad uktadu toksyna-
antytoksyna, ktory jest elementem programowanej $mierci komaorki u bakterii. Takie uktady
sktadajg sie ze wspottranskrybowanej pary gendw, ktére kodujg dwa sktadniki: stabilng
toksyne i niestabilng antytoksyne, ktdra zaktéca smiertelne dziatanie toksyny. U E. coli
mazEF koduje labilng antytoksyne MazE i stabilng toksyne MazF. Tak dtugo, jak MazE i MazF
s9 wspolnie wyrazane, MazE przeciwdziata toksycznej aktywnosci MazF (Ryc. 1.48). W
warunkach stresowych ekspresja mazEF jest jednak zahamowana, co zapobiega syntezie de
novo zarowno Mazk, jak i MazF. Poniewaz Mazk jest znacznie bardziej nietrwaty niz MazF,
komodrkowa ilos¢ MazE zmniejsza sie szybciej niz w MazF, pozwalajgc MazF na swobodne
dziatanie, ostatecznie powodujgc $mieré komérki. MazF jest specyficzng dla sekwencji

endorybonukleazg, ktéra preferencyjnie rozszczepia jednoniciowe mRNA w sekwencjach
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ACA. Zaobserwowano, ze indukcja uktadu mazEF prowadzi do zahamowania syntezy biatek,
co byto zgodne z dotychczasowg wiedzg, jednakze okazato sie, ze hamowanie to nie byto
catkowite (Amitai i in., 2009). Chociaz MazF doprowadzit do zahamowania syntezy
wiekszosci biatek (okoto 90%), selektywnie umozliwit synteze innych specyficznych biatek
(ok. 10%). Okazato sie, ze kryterium jest w duzej mierze waga biatka, poniewaz wiekszos¢
biatek 0 zahamowanej syntezie charakteryzowata sie masg czgsteczkowg powyzej 20 kDa,
zas wiekszo$¢ biatek o zwiekszonej syntezie posiadato mase ponizej 20 kDa. Mozliwos$é, iz
biatka ponizej 20 kDa to produkty rozpadu wiekszych peptydéw, zostata wykluczona
eksperymentalnie. Sposrdd czesci biatek o zwiekszonej syntezie, sze$¢ zaklasyfikowano jako
biorgce udziat w Smierci komoérki, zas trzy jako pomagajgce komoérce przetrwac. Co ciekawe,
wszystkie biatka o zwiekszonej syntezie, ktére udato sie zidentyfikowac, posiadaty w swoich
transkryptach miejsce ACA, rozpoznawane przez toksyne MazF, a wiec powinny byc¢
poddawane przez nig rozszczepieniu. Wptyw MazF na dwa przeciwstawne procesy, czyli
zaréwno na $mier¢, jak i przezycie komarki, miato mie¢ ewolucyjne uzasadnienie w tym, ze
indukcja MazF przyczynia sie heterogenicznosci populacji, w ktérej wiekszos¢ komodrek
bakterii umiera, ale niewielka cze$¢ moze przezy¢ i rozwing¢ nowgq populacje (Amitai i in.,

2009).
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Rycina 1.48. Schemat tworzenie bezliderowych mRNA oraz rybosoméw stresowych przez MazF
(Vesperiin., 2011) - zmodyfikowane
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W kolejnej publikacji opisano mechanizm molekularny prowadzacy do selektywnej
translacji okreslonego zestawu mRNA po indukcji MazF w E. coli (Vesper i in., 2011).
Stwierdzono, ze ze wzgledu na swojg aktywno$é endorybonukleolityczng, MazF tnie
miejsca ACA w lub blisko kodonu start AUG okreslonych mRNA. W ten sposdb generowane
sq odpowiednio mRNA z krétkimi liderami i bez liderdw (IMRNA, ang. leaderless mRNA). Co
zaskakujgce, rRNA 16S podjednostki rybosomu 30S okazato sie kolejnym celem MazF.
Toksyna rozszczepia tryplet ACA w 16S rRNA zlokalizowanym na koricu 5' helisy 45.
Rozszczepienie to prowadzi do utraty 43 nukleotyddéw na koricu 3' 16S rRNA, w tym helisy
45 i sekwencji anty-Shine-Dalgarno (aSD). Poniewaz interakcja SD-aSD jest wymagana do
inicjacji translacji w kanonicznych miejscach wigzania rybosomdw, zaproponowano, ze
rozszczepienie 16S rRNA powoduje powstanie wyspecjalizowanej maszynerii do syntezy
biatek, okreslonej jako ,rybosom stresowy”, ktéra selektywnie ttumaczy ImRNA
generowane przez MazF (Ryc. 1.48). Poniewaz MazF jest wyzwalany w warunkach
stresowych, tworzytoby to nowy, dotychczas niescharakteryzowany mechanizm adaptac;ji
do stresu u E. coli, ktéry opiera sie na generowaniu heterogenicznej populacji rybosomow,

ktora umozliwia selektywng synteze podzbioru biatek.
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Rycina 1.49. Model naprawy rybosomoéw stresowych poprzez dziatanie ligazy RtcB u E. coli
(Temmeliin., 2017) - zmodyfikowane
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Co ciekawe, wykryto nawet mechanizm odwracania heterogennosci rybosomow
stresowych poprzez dziatanie ligazy RtcB (Temmel i in., 2017). RtcB ratuje subpopulacje
heterogenicznych rybosomow przez ponowng ligacje 16S rRNA, przywracajgc w ten sposdb
ich biegto$¢ w translacji kanonicznych mRNA (Ryc. 1.49). Co ciekawe, wykryto, ze
transkrypcja rtcB jest zwiekszona 4- lub 5-krotnie po indukcji mazF, transkrypt rtcB jest
modulowany przez MazF i ze tak powstate IMRNA ulega selektywnej translacji przez
rybosomy stresowe, na co wskazuje obecnos¢ tego ImMRNA we frakcji polisoméw (Temmel
i in., 2017). Ten mechanizm sprzezenia zwrotnego umozliwia $cisle kontrolowang synteze
enzymu RtcB w warunkach stresowych i w ten sposdb zapewnia jego obecnos¢ podczas
regeneracji po stresie, gdy ligaza jest wymagana do naprawy rybosomu. Zaobserwowano,
Ze RtcB przyfaczat odciety wczesniej przez MazF 43-nukleotydowy fragment 16S rRNA in
vitro, wykryto réwniez wzrost stezenia tego fragmentu w komodrkach z delecjg rtcB
(Temmel i in., 2017). Na koniec zbadano, ze naprawione rybosomy sg zdolne do translacji
kanonicznych mRNA in vivo. Tym samym, dziatanie ligazy RtcB odpowiadato na pytanie o
losy heterogenicznych rybosoméw podczas regeneracji po stresie. Mozna sobie wyobrazié,
ze kiedy kanoniczne mRNA sg ponownie transkrybowane, rybosomy stresowe stajg sie
obcigzeniem dla komdrek i oczekuje sie, ze zostang w taki, czy inny sposéb odrzucone.
Biorgc pod uwage, ze usuniecie zmodyfikowanych przez MazF rybosomoéw wymagatoby
energochtonnej syntezy nowych makroczasteczek, ich naprawa dzieki RtcB wydaje sie by¢
uzasadniona. Na podstawie obserwaciji, iz odciety 43-nukleotydowy fragment 16S rRNA
pozostaje zwigzany z podjednostka 30S podczas stresu, zaproponowano, ze ligacja zachodzi
najprawdopodobniej podczas procesu inicjacji translacji na kanonicznych mRNA
transkrybowanych ponownie podczas fazy regeneracji po stresie (Temmel i in., 2017). W
ten sposdb interakcja SD-aSD mogtaby przyczyniaé sie do regulacji naprawy rybosoméw na
dwodch poziomach: po pierwsze, interakcja moze zapewnié prawidtowy czas naprawy
rybosomoéw, mianowicie dopiero po tym jak kanoniczne mRNA s3 ponownie
syntetyzowane; po drugie, 43-nukleotydowy fragment 16S rRNA bytby prawidtowo
umieszczony na rybosomie poprzez interakcje z sekwencjg SD kanonicznego mRNA, aby

utatwi¢ ponowna ligacje przez RtcB.

Odkrycie istnienia wyspecjalizowanych rybosoméw u E. coli byto wykorzystywane w

dalszych badaniach. Podjeto proby zidentyfikowania transkryptow, ktore ulegajg
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selektywnej translacji po nadekspresji mazF i okreslono je jako ,,regulon MazF” (Sauertiin.,
2016). Zaobserwowano, ze prawie potowa mRNA, ktdrych translacja jest zmniejszona po
nadekspresji mazF, jest funkcjonalnie zaangazowana w ogdlny metabolizm i dostarczanie
energii, co jest zgodne z obserwacjami, ze aktywacja toksyny MazF prowadzi do obnizenia
metabolizmu komdrkowego. Natomiast duza czes¢ mRNA, ktére wykazujg zwiekszone
poziomy w polisomach po nadekspresji mazF, jest zaangazowana w strukture komdrkowa.
Odkrycia te byty dosé zaskakujace, poniewaz pokazaty, ze selektywna translacja dotyczy
biatek biorgcych udziat we wszystkich procesach komdérkowych i nie przyczynia sie
szczegblnie do ogdlnej odpowiedzi na stres. Ponadto, doniesiono, ze rybosomy aktywne
translacyjnie po indukcji toksyny MazF, to przede wszystkim rybosomy stresowe (90%),
pozbawione 43-nukleotydowego fragmentu 16S rRNA, a takze potwierdzono, ze
selektywna translacja nie dotyczy jedynie IMRNA, ale rdwniez mRNA o skréconych przez

MazF fragmentach 5" UTR, ktore zachowaty sekwencje SD (Sauert i in., 2016).

Nastepnie zaktualizowano mechanizm powstawania IMRNA poprzez dziatanie MazF
(Oron-Gottesman i in., 2016). Zaobserwowano iz, MazF tnie mRNA w charakterystycznych
sekwencjach ACA, jedynie jesli znajdujg sie one w otwartej ramce odczytu (Ryc. 1.50). W
zaproponowanym modelu MazF przytacza sie do rybosomalnego biatka S1, poniewaz
posiada ono sekwencje NNW, ktéra stanowi cze$¢ sekwencji NNWNN w EDF (ang.
extracellular death factor, pl. zewnatrzkomodrkowy czynnik $mierci). EDF to peptyd
sygnatowy wymagany do aktywacji MazF, ktéry bezposrednio wypiera MazE z kompleksu z
MazF (Belitsky i in., 2011; Kolodkin-Gal i in., 2007). Tym samym, poprzez zwigzanie z

biatkiem S1, MazF staje sie czescig rybosomu stresowego (Oron-Gottesman i in., 2016).

Autorzy modelu podkreslili, ze zalezne od otwartej ramki odczytu rozszczepiania
sekwencji ACA przez MazF jest unikalne tylko dla toksyny zwigzanej z rybosomem
stresowym (Oron-Gottesman i in., 2016). MazF miato rozszczepia¢ czgsteczke RNA w
miejscu ACA bez wymogu otwartej ramki odczytu w przypadku:

e mRNA ulegajgcego translacji przez kanoniczne rybosomy, dzieki ktorym MazF
dziata jako interferaza RNA;
e usuwania 43 nukleotydéw z 3' 16S rRNA, gdy znajduje sie w rybosomie,

wytwarzajgc w ten sposob rybosomy stresowe;
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e ciecia miejsc ACA zlokalizowanych powyzej kodondw inicjacyjnych AUG,
wytwarzajgc w ten sposéb ImRNA lub mRNA ze skréconymi fragmentami

liderowymi.
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Rycina 1.50. Schemat zaleznego od otwartej ramki odczytu rozszczepiania mRNA przez MazF w
rybosomie stresowym (Oron-Gottesman i in., 2016). Kiedy rybosom osiggnie ACA poza ramka
(zaznaczone na czerwono), translacja nie jest przerywana, jednak kiedy dociera do ACA w ramce
(zaznaczone pogrubiong i podkreslong czerwong czcionkg), MazF rozszczepia mRNA i zapobiega
translacji.

Poniewaz kodon ACA koduje treonine, rybosom stresowy zwigzany z MazF
uniemozliwiatby tworzenie polipeptydéw posiadajagcych tg sekwencje w swoim
transkrypcie. W istocie, zaobserwowano, ze mRNA ulegajgce translacji w warunkach
indukcji MazF, posiadajg w swojej sekwencji kodujgcej alternatywne kodony dla treoniny,
mianowicie ACC, ACU lub ACG (Nigam i in., 2020; Oron-Gottesman i in., 2016).
Potwierdzono eksperymentalnie, ze ekspresja biatka GroEL, indukowana przez MazF w
warunkach stresowych, byta zmniejszona, gdy sekwencje ACA zostaty sztucznie

wprowadzone do otwartej ramki odczytu w genie groEL (Oron-Gottesman i in., 2016).

Jednak istnienie wyspecjalizowanych rybosoméw u E. coli indukowane dziataniem
toksyny MazF, zostato zakwestionowane kilka lat pdzniej (Culviner & Laub, 2018). Uzywajgc
innych technik niz w poprzednich badaniach, stwierdzono, ze MazF rozszczepia wiekszos$¢

transkryptow w wielu miejscach w ich regionach kodujacych, tworzgc bardzo niewiele
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nienaruszonych ImRNA petnej dtugosci. Wykorzystujagc profilowanie rybosomoéw,
stwierdzono, ze MazF catkowicie hamuje translacje swoich celéw, bez widocznej
preferencyjnej translacji gendw odpowiedzi na stres (Culviner & Laub, 2018). Ponadto
stwierdzono, ze MazF nie wytwarza znacznej puli wyspecjalizowanych rybosoméw, w
szczegblnosci pozbawionych regionu aSD. Zauwazono za to, ze MazF rozszczepia kilka
miejsc w prekursorach rRNA i w transkryptach wielu biatek rybosomalnych. Stwierdzono,
ze indukcja MazF szybko i prawie catkowicie hamuje biogeneze rybosomow, bez
znaczacego wptywu na pule dojrzatych rybosoméw (Culviner & Laub, 2018; Mets i in.,
2017). Co istotne, zaproponowano, ze powodem wysnucia btednych wnioskéw z
poprzednich badan byly zastosowane techniki laboratoryjne, czyli testy wydtuzania
starteréw czy ograniczenie analizy sekwencji RNA do konicéw 5' transkryptéw, ktére
odpowiednio ignorowaty czes¢ zdarzern molekularnych lub okazaty sie nie byé metodami

iloSciowymi (Buskirk, 2018; Culviner & Laub, 2018).

Tymczasem kontynuujac badania nad rybosomami stresowymi, okreslono, ze przy
tworzeniu IMRNA lub mRNA ze skréconymi fragmentami liderowymi najbardziej optymalna
odlegtosé sekwencji ACA dla rozszczepiania MazF wynosi do 100 nukleotydéw od kodonu
AUG (Nigam i in., 2019c). Publikacja ta réwniez spotkata sie z krytykg nie w jednym, ale w
dwéch niezaleznych komentarzach (Kaldalu i in., 2019; Nigam i in., 2019b, 2019a; Wade &
Laub, 2019). W jednym z nich zwrdcono uwage na brak analizy statystycznej, ktéra po
wykonaniu wskazywata na brak réznic pomiedzy badanymi grupami biatek (Kaldalu i in.,
2019; Nigam i in., 2019a). W tym samym roku opublikowano artykut krytykujacy model,
wedtug ktdrego MazF rozszczepia sekwencje ACA jedynie w ramce odczytu, a takze ogdlnie
selektywng translacje indukowang MazF i tworzenie stresowych rybosoméw (Mets i in.,
2019). W tym konteksécie zastanawiajgce jest, ze oddzielny artykut naukowy majacy
wykazaé, ze MazF wigze sie z S1 poprzez sekwencje NNW i ze mutacja W > A w tej
sekwencji zapobiega wigzaniu MazF z S1, wspomniany w 2016 jako wystany do publikacji

(Oron-Gottesmaniiin., 2016), ostatecznie najprawdopodobniej nie zostat opublikowany.

Historia publikacji na temat indukowanego toksyng MazF tworzenia rybosoméw
stresowych i podzbioru mRNA, ulegajagcemu selektywnej translacji, jest bardzo
interesujgcym przyktadem tego, jak, wydawatoby sie, dobrze ugruntowane doniesienia

naukowe, stanowigce podstawe dla kolejnych, licznych badan, mogg zostaé
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zakwestionowane i podwazone. Indukowane stresem tworzenie subpopulacji rybosomow
i mMRNA oraz ich selektywna translacja, a takze stosunkowo prosty powrét do kanonicznej
translacji po wustaniu stresu stanowity idealny argument na poparcie hipotezy

wyspecjalizowanych rybosomoéw u bakterii.

4.3. Mikroheterogeniczno$¢ operonéw rRNA jako potencjalne Zrddto

wyspecjalizowanych rybosomow u bakterii - przyktady

Liczba kopii operondw rRNA na genom bakteryjny waha sie od 1 do nawet 15
(Klappenbach i in., 2000). Na przyktad bakterie chorobotwodrcze Rickettsia prowazekii i
Mycoplasma pneumoniae majg jeden operon rRNA, podczas gdy bakterie jelitowe E. coli i
Salmonella enterica serotyp Typhimurium majg po siedem kopii na genom. Najwieksza
znang liczbe operonéw rRNA na genom mozna znalez¢ wsérdd bakterii tworzacych spory,
wyizolowanych z gleby: Bacillus subtilis i Clostridium paradoxum posiadajg odpowiednio 10
i 15 kopii. Nasuwa sie pytanie o powdd istnienia tak wielu kopii operonéw rRNA. Wedtug
jednej z hipotez, organizmy posiadajgce wiele operondéw rrn sg w stanie rosngc szybciej niz
te, ktore posiadajg jeden lub dwa operony (Nanamiya i in., 2010). Usuniecie jednego
operonu rRNA w E. coli lub B. subtilis nie wywoduje wiekszego wptywu na tempo wzrostu
lub fizjologie komorki, jednak zredukowanie ich liczby do pojedynczej kopii spowalnia
wzrost B. subtilis Srednio trzykrotnie (Nanamiya i in., 2010). Co wiecej, w takich mutantach
czesto dochodzi do mutacji supresorowych, ktdre przywracajg wzrost zblizony do szczepu
dzikiego poprzez duplikacje jedynego posiadanego operonu (Tanaka i in., 2013). Wedtug
innej hipotezy wiele prokariontéw wyewoluowato kopie operonéw rRNA, aby poradzié
sobie z réznymi warunkami srodowiskowymi, co sugeruje mozliwos¢ istnienia
funkcjonalnego zrdéznicowania miedzy nimi. Mutanty B. subtilis posiadajgce tylko jedng
kopie danego operonu sg znacznie wrazliwsze na antybiotyki hamujgce polimeraze RNA

(Tanakaiin., 2013).

Wiekszos¢ operondw rRNA (rrn) w komadrkach bakteryjnych sktada sie z trzech gendéw
rRNA, ktére kodujg 16S, 23S i 55 rRNA w tej kolejnosci (Nanamiya i in., 2010). Genom E. coli
K-12 koduje siedem operonéw rRNA (rrnA - rrnE, rrnG i rrnH) (Kurylo i in., 2018). Produkty
gendw kodowane przez te operony wyrdzniajg sie zmiennoscig sekwencji w 23 pozycjach
w 16S rRNA, 35 pozycjach w 23S rRNA i 4 pozycjach w 5S rRNA. Wykryto, ze rrnH ulega

wzglednej silniejszej ekspresji w odpowiedzi na ograniczenie sktadnikéw odzywczych oraz,

88



ze ekspresja czynnika RpoS, gtdwnego regulatora ogdlnej odpowiedzi na stres, wzrasta
woéweczas na skutek regulacji potranskrypcyjnej (Kurylo i in., 2018). Rybosomy zawierajace
16S rRNA pochodzacy z rrnH wptywaty na ekspresje transkrypcyjng i translacyjng spdjnych
zestawdw gendw, w tym gendw odpowiedzi na stres regulowanych przez czynnik RposS.
Oprécz tego zaobserwowano, ze takie rybosomy wigzg biatko nierybosomalne,
dehydrogenaze aldehydowo-alkoholowg (AdhE), a takze RelE i RelA, biatka odpowiedzi na
stres, w poblizu regionu réznic w sekwencji w domenie gtowy matej podjednostki. W
zwigzku z tym zaproponowano, ze AdhE, RelE i RelA funkcjonalnie oddziatujg z aktywnymi
translacyjnie rybosomami w sposéb zalezny od sekwencji rRNA, aby w réiny sposéb
wptywad na poziomy biatka RpoS i ekspresje gendw odpowiedzi na stres, a takze tworzenie
biofilmu i ruchliwos¢ komoérek. Ponadto wykryto, ze rybosomy zawierajgce 16S z rrnH byty
bardziej odporne na antybiotyki z grupy tetracyklin (Kuryloiin., 2018). Tetracykliny blokujg
akomodacje tRNA w miejscu A rybosomu podczas etapu wydtuzania translacji przez
wigzanie sie z helisg 34 domeny gtowy matej podjednostki. Poniewaz 16S z rrnH wyrdznia
sie dziesiecioma wariantami nukleotydéw w domenie gtowy, z ktérych dziewiec¢ skupia sie
w regionie helisy 33, odkrycie to sugeruje, ze mogg one allosterycznie zmienia¢ wigzanie
antybiotyku z h34. W istocie, potwierdzono, iz odpornos¢ na tetracykline wynika,
przynajmniej czesciowo, z fizycznych zmian w rybosomie, ktdére sg spowodowane przez
roznice w sekwencji rRNA, poniewaz wejscie aminoacylo-tRNA do rybosomoéw

zawierajgcych 16S z rrnH byto stosunkowo odporne na tetracykline (Kurylo i in., 2018).

Streptomyces coelicolor to Gram-dodatnia bakteria, ktéra zawiera w swoim genomie
sze$¢ operondw rRNA, ulegajgcych zréznicowanej ekspresji podczas cyklu zyciowego (H. L.
Kim i in., 2007, 2008). Zaobserwowano, ze gdy komérki rozwijajg sie od kietkowania do
sporulacji, wzgledna ilos¢ czasteczek rRNA duzej podjednostki pochodzaca z trzech
operonodw rrnA, rrnD i rrnE stopniowo zmniejsza sie z okofo 85% do okoto 60%, podczas gdy
dystrybucja czgsteczek rRNA z dwdch innych operondw rrnB i rrnF oraz operonu rrnC
stopniowo wzrasta od okoto 10% do okoto 20%. Tym samym w S. coelicolor istniejg
subpopulacje rybosomoéw, ktérych zawartos¢ procentowa zmienia sie w trakcie cyklu

zyciowego, jednak na ten moment nie zostato to powigzane z ich réznicami funkcjonalnymi.

Innym przyktadem heterogenicznosci rRNA jest halofilowy archeon Haloarcula

marismortui, ktory zawiera trzy operony rrn, oznaczone jako rrnA, rrnB i rrnC (Lopez-Lépez
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i in., 2007). Operony A i C sg praktycznie identyczne, podczas gdy operon B wykazuje duzg
rozbieznos¢ w sekwencji nukleotydoéw, posiadajgc do 135 polimorfizmédw nukleotydéw
wsrod wszystkich trzech gendw rRNA. Wykazano, ze obecno$é tej heterogenicznos$ci moze
by¢ adaptacja do zmiennych warunkéw srodowiskowych w naturalnym $rodowisku.
Potwierdzono, ze stezenie soli nie wptywa na ekspresje operondw rrn w tym organizmie,
za to czynnikiem roéznicujgcym jest temperatura. rrnB wykazywat poziom ekspresji
czterokrotnie wyzszy w temperaturze 50°C i trzykrotnie nizszy w temperaturze 15°C niz
pozostate oba operony tacznie (Lépez-Lépez i in., 2007). Ponadto przewidywana
drugorzedowa struktura gendéw rRNA pochodzacych z poszczegdlnych operondw wskazuje,
ze majg one odmienng stabilno$¢ w réznych temperaturach. Réwniez doswiadczalnie
udowodniono, ze zmutowany szczep pozbawiony operonu B rést wolniej w wysokich
temperaturach (Lépez-Lopez i in., 2007). Oprécz roli adaptacyjnej, poszczegdlnym
operonom rRNA nie udato sie przypisa¢ zadnej specyficznosci funkcjonalnej, poniewaz nie

réznicujg wyniku translacji.

Morska bakteria chorobotwércza, Vibrio vulnificus, posiada 9 operondw rrn, z czego
najwiekszg mikroheterogenicznoscig cechuje sie rrnl (Leppek & Barna, 2019; Song i in.,
2019). Co ciekawe, rRNA z rrnl stanowi okoto 10% wszystkich rRNA w komérkach typu
dzikiego i jego stezenie nie zmienia sie w warunkach stresowych. Zidentyfikowano geny,
ktdrych ekspresja jest selektywnie regulowana przez rybosomy posiadajgce peten zestaw
trzech rRNA z operonu rrnl (I-rybosomy). Delecja tego operonu powodowata m.in. spadek
stezenia domniemanego biatka szoku cieplnego, HspA, o 80%, bez zmian na poziomie
MRNA (Leppek & Barna, 2019; Song i in., 2019). Wykazano, ze niski poziom biatka HspA w
szczepach Arrnl sprawia, ze komorki te sg bardziej podatne na szok termiczny. Inny zestaw
gendw zaleznych od rrnl dotyczyt biatek biorgcych udziat w metabolizmie wegla. W istocie,
szczepy z delecjg rrnl stabo rosty w pozywce minimalnej zawierajgcej glicerol.
Podsumowujac, rybosomy zawierajgce rRNA z rrnl wydajg sie preferowac translacje mRNA,
ktdre sg wazne dla szybkiej odpowiedzi na zmiany temperatury lub dostepnosci sktadnikow
odzywczych, aby przetrwaé. Ponadto po wstrzyknieciu bakterii V. vulnificus pozbawionych
I-rybosoméw do organizmdw myszy, wykryto wyzszg przezywalno$é ssakow, co sugeruje,
iz I-rybosomy sg réowniez zwigzane z wirulencja (Leppek & Barna, 2019; Song i in., 2019).

Nie jest znany mechanizm rozpoznawania docelowych mRNA przez |-rybosomy, choé

90



badania wykazaty, ze nie jest on zalezny od sekwencji SD. Co ciekawe, operon rrnl rézni sie
jedynie 2—3 nukleotydami w kazdym z gendw na 16S i 23S rRNA (Leppek & Barna, 2019;
Songiin., 2019).

Genom B. subtilis zawiera dziesie¢ operondéw rRNA (rrnO, A, J, W, |, H, G, E, D oraz B),
przy czym rrnJ—rrnW i rrnl-rrnH-rrnG sg zebrane w klastry (Nanamiya i in., 2010). Operony
rrnO i rrnA s3 zlokalizowane w poblizu miejsca startu replikacji (odpowiednio okoto 9 kb i
30 kb od miejsca startu), podczas gdy operony rrnD i rrnB znajdujg sie w odlegtosci okoto
950 kb i 1000 kb (Ryc. 1.51). Dwa promotory konsensusowe (P1 i P2) zalezne od gtdwnego
czynnika transkrypcyjnego oA zostaty znalezione w regionach regulatorowych wszystkich
operondw rRNA, z wyjatkiem rrnE, ktéry posiada trzy promotory (P1, P2 i P3) (Nanamiya &
Kawamuray, 2010).

m?O,nnA
L d=-W
ori 30 -

16t rnl-H-G

B 1037 B. subtilis

Rycina 1.51. Lokalizacja operondw rrn w genomie B. subtilis (Nanamiya i in., 2010). Liczby przy
kazdym operonie rrn wskazujg odlegtos¢ w kbp od miejsca poczatku replikacji.

Mikroheterogenicznos¢ identyfikowano w dziewieciu miejscach w genach 16S rRNA,
o$Smiu w 23S oraz oSmiu w 5S (Ryc. 1.52) (Nanamiya i in., 2010). Warto zauwazy¢, ze

najwiekszg heterogenicznoscig charakteryzuje sie gen 5S w operonie rrnD.
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Rycina 1.52. Heterogeniczno$¢é sekwencji 16S, 23S i 5S rRNA miedzy réznymi operonami rrn w
B. subtilis (Nanamiya i in., 2010). Liczby pokazane powyzej dopasowan to pozycje w sekwencji
rRNA, w ktérych stwierdzono rdznice.
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Rycina 1.53. Ekspresja poszczegdlnych operonéw rrn podczas sporulacji (Koga i in., 2006) -
zmodyfikowane. A — operony rrn, ktérych ekspresja wzrasta podczas sporulacji; B — operony rrn,
ktorych ekspresja nie zmienia sie podczas sporulacji.

Co ciekawe, zaobserwowano, ze u B. subtilis transkrypcja operondw rrnO, rrnE, rrnB
i rrnl jest wzmocniona podczas wczesnej fazy sporulacji, w przeciwienstwie do operonéw
rrnA, rrnl i rrnD, ktére byty konstytutywnie transkrybowane z niewielkimi réznicami miedzy
fazami wegetatywng i sporulacji (Ryc. 1.53) (Koga i in., 2006). Operon rrnE byt najbardziej
aktywnie transkrybowany zaréwno w fazie wegetatywnej, jak i sporulacji, podczas gdy
najnizsza transkrypcja zostata zaobserwowana dla operonu rrnl/ podczas wzrostu

wegetatywnego, ale znacznie zwiekszata sie na poczatku sporulacji i dalej w trakcie trwania
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procesu, stajgc sie drugim po rrnE najsilniej transkrybowanym operonem. Sugeruje to, iz
kazdy operon rrn jest réznie regulowany na poziomie transkrypcji w trakcie sporulacji.
Komérka P
4000 macierzysta 4000 respora ———1
: 3500 : —e—rmB
®© o 3000 «—rmD
o o
o g 2500 ——rmE
g $ 2000 ~—rmi
3 S 1500 . "ﬂé
1000 %
----RplA
500 : o
1 O T T s T T T T T T 1 a
01 2 3 4 5 6 7 012345617829
Czas (godziny) Czas (godziny)

Rycina 1.54. Ekspresja poszczegdlnych operondw w komoérce macierzystej i presporze (Rosenberg
iin., 2012) - zmodyfikowane. RplA — biatko rybosomalne L1

Jednakze pdziniejsze badania, ktére oddzielnie badaty ekspresje rrn w komérce
macierzystej i w presporze pokazaty, ze ekspresja poszczegdlnych operondw przechodzi
podobne zmiany, poniewaz po jednej godzinie po indukcji sporulacji transkrypcja
wszystkich operondw rrn byta znaczgco obnizona (Ryc. 1.54) (Rosenbergiin., 2012). Jednak
w badaniu tym zaobserwowano inng ciekawg zalezno$é, mianowicie zaraz po utworzeniu
asymetrycznej septy, w komérce macierzystej wykryto wzrost aktywnosci wszystkich rrn,
przypadajacy na dwie godziny po indukcji sporulacji, po ktérym nastgpit staty spadek. W
przeciwienstwie do tego, ostry wzrost aktywnosci rrn wykryto w sporze dopiero pie¢ godzin
po indukcji sporulacji (Rosenberg i in.,, 2012). Co wiecej, zwiekszona ekspresja
obserwowana w presporze pie¢ godzin po indukcji sporulacji nie ograniczata sie do
kompleksu rybosomalnego, ale przejawiata sie réwniez w stosunku do dodatkowych
sktadnikow translacyjnych. Ta skoordynowana ekspresja wydaje sie by¢ regulowanym
procesem majgcym na celu wyposazenie spory w wystarczajgcg zdolno$¢ translacyjng do
zakonczenia jego dojrzewania oraz przysztego kietkowania. Zaproponowano, e za
zwiekszong ekspresje w presporze odpowiada czynnik transkrypcyjny oG (Rosenberg i in.,

2012).

W tym samym badaniu operony rrn podzielono na trzy grupy w zaleznosci od sity
ekspresji: wysokie - rrnE, Srednie - rrnB, rrnD, rrnl, rrnJ, rrnO i niskie - rrnA (Rosenbergiiin.,

2012). Najsilniejsza ekspresja rrnE jest prawdopodobnie spowodowane obecnoscig w tym
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operonie az trzech promotoréw w pordwnaniu do dwéch promotorow

charakterystycznych dla pozostatych operonéw.

Niektére laboratoryjne szczepy B. subtilis zawierajg tylko dziewieé operondéw rrn z
powodu spontanicznych delecji w obrebie rrnW, rrnH lub rrnG (Nanamiya i in., 2010).

Sugeruje to, ze te operony sg zbedne dla wzrostu B. subtilis w obecnosci innych rrn.

W celu zbadania funkcji poszczegdlnych operonédw rRNA, skonstruowano siedem
zmutowanych szczepow, z ktdrych kazdy zawierat pojedynczy operon rrn (rrnA, rrnB, rrnD,
rrnE, rrnl, rrnJ lub rrnO) w swoim genomie (Nanamiya i in., 2010). Wszystkie mutanty rosty
wolniej niz szczep typu dzikiego, jednak co ciekawe, czasy podwojenia zmutowanych
szczepoéw byty rézne i wynosity od 57 minut do 80 minut w zaleznosci od zachowanego
operonu, w porownaniu do 23 minut dla szczepu dzikiego (Nanamiya i in., 2010).
Powigzano to z faktem, iz kazdy ze zmutowanych szczepdédw zawierat nizszy poziom
rybosomow 70S niz ten wystepujacy w komorkach typu dzikiego. Zawartos¢ rybosomow
stanowita zaledwie 20-35% zawartosci tych makromolekut w szczepie dzikim i rowniez
zalezata od posiadanego operonu. Zaproponowano, ze moze by¢ to przynajmniej czesciowo
zalezne od lokalizacji operonu w genomie, poniewaz lokalizacja operonu wigze sie z iloscig
jego kopii podczas wykfadniczej fazy wzrostu. Wiele widetek replikacyjnych znajduje sie w
chromosomalnym DNA w komdrkach rosnacych logarytmicznie, a zatem liczba kopii rrnO i
rrnA, z ktérych oba znajdujg sie w poblizu poczatku replikacji, jest stosunkowo wyzsza niz
liczba kopii rrnB i rrnD, ktére sg oddalone od miejsca poczatku replikacji (Ryc. 1.51)
(Nanamiya & Kawamuray, 2010). W istocie, wraz ze wzrostem odlegtosci miedzy
poczagtkiem replikacji DNA a lokalizacjg operonu rRNA w genomie, zmniejszyt sie poziom

rybosomoéw 70S (Nanamiya i in., 2010).

Co ciekawe, oprécz rdoznicy we wzroscie mutantdow o pojedynczych operonach rrn,
zaobserwowano u nich réwniez znaczny spadek wydajnosci sporulacji, ktory réwniez byt
zréznicowany w zaleznosci od posiadanego operonu. Obecnos¢ operonu rrnE skutkowata
najwiekszg liczbg spor, jednak liczba ta byta i tak o dwa rzedy wielkosci nizsza niz uzyskana
dla szczepu typu dzikiego (Nanamiya i in., 2010). llosci spor otrzymanych z mutantow
posiadajgcych rrnl lub rrnB bylty odpowiednio o pieé i szes¢ rzeddw wielkosci nizsza niz
uzyskane dla typu dzikiego, zas$ liczba spor wytwarzanych przez szczep wyposazony w rrnD

byta ponizej granicy wykrywalnosci. Zmutowane komoérki, z wyjatkiem komodrek
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posiadajgcych rrnE, nie byty zdolne do tworzenia spor, poniewaz zostaty zablokowane we
wczesnym stadium sporulacji i nie tworzyty asymetrycznej przegrody. Ponadto wszystkie
zmutowane szczepy byty w stanie rozwingé kompetencje, chociaz z opdznieniem i nizsza
czestotliwoscig niz szczep typu dzikiego (Nanamiya i in., 2010). Co ciekawe,
zaobserwowano rowniez, ze ekspresja spoOA z promotora Ps, ktéry jest rozpoznawany
przez czynnik oH, byta prawie nie wykrywalna w szczepie posiadajgcym rrnO (Nanamiya i

in., 2010)

4.4. Biatka rybosomalne jako potencjalne zrédto wyspecjalizowanych rybosoméw u

bakterii

U Mycobacterium smegmatis zbadano alternatywne rybosomy zawierajgce paralog
biatka S18, ktéry w przeciwienstwie do swojego kanonicznego odpowiednika, nie zawiera
motywdw bogatych w cysteine (C-), stuzgcych do wigzania jondw Zn?* (Y. X. Chen i in.,
2020). Zaobserwowano, ze kanoniczne rybosomy sg mniej kompetentne w tworzeniu
polisoméw w warunkach niedoboru cynku. Wykryto réwniez wzgledny defekt w tworzeniu
kompleksu inicjacyjnego przez alternatywne rybosomy. Co ciekawe, zauwazono, ze
najsilniejsza selektywnos¢ translacji dotyczy dwéch gendéw zwigzanych z homeostazg
zelaza, przy czym ich transkrypty byly wzbogacone w alternatywnych rybosomach (Y. X.
Chen i in., 2020). Obserwacja to sktonita badaczy do przyjrzenia sie roli alternatywnych
rybosoméw w warunkach niedoboru Zzelaza. W istocie, mutant pozbawiony operonu
kodujgcego paralog biatka S18 wykazywat powazny defekt wzrostu, kiedy byt hodowany w
pozywce zawierajgcej chelator metali (Y. X. Chen i in., 2020). Co ciekawe, suplementacja
cynkiem doprowadzita tylko do cze$ciowej poprawy, ale defekt wzrostu mozna byto w petni

uzupetni¢ jedynie poprzez dostarczenie usunietego operonu lub zelaza.

Ekstremalnie wysoka specjalizacje rybosoméw zauwazono u Flavobacterium
johnsonige. W tym organizmie rybosomy pozbawione biatka rybosomalnego S21,
kodowanego przez gen rpsU, precyzyjnie zwiekszajg biosynteze tego konkretnego biatka z
odpowiedniego transkryptu, co tworzy obwdd autoregulacji, umozliwiajgcy S21
nadzorowanie witasnej produkcji (McNutt i in., 2023). Co ciekawe, rybosomy Bacteroidia
nie rozpoznajg sekwencji Shine-Dalgarno (SD), mimo ze zawierajg anty-SD (aSD) na 16S
rRNA (Jha i in., 2021). Hamowanie parowania SD-aSD jest spowodowane sekwestracjg

ogona 3' 16S rRNA w kieszeni utworzonej przez S21, S18 i S6 w obrebie platformy 30S. W
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zwigzku z tym, brak biatka S21 stymuluje inicjacje translacji czgsteczek mRNA zawierajacych
sekwencje SD (McNutt i in., 2023). Co ciekawe, u wielu Flavobacteriales gen kodujgcy S21,
rpsU, jako jedyny, zawiera wiasnie petng sekwencje SD. Zatem selektywnos$c¢ translacji przez
rybosomy pozbawione S21, wydaje sie by¢ ograniczona wytgcznie do autoregulacji genu

rpsU.

Biatko S21 jest zrodtem heterogenicznosci i specjalizacji rybosoméw réwniez u
Francisella tularensis, Gram-ujemnej bakterii bedacej fakultatywnym,
wewngtrzkomérkowym patogenem cztowieka (Trautmann & Ramsey, 2022). Pomimo
stosunkowo matego genomu (<2 Mbp), zawiera on trzy paralogi biatka rybosomalnego,
S21. Jest to jedyne zrédio heterogenicznosci rybosomow u tego organizmu, poniewaz,
pomimo iz operon rRNA wystepuje w trzech kopiach, wszystkie sg identyczne pod
wzgledem sekwencji. Wykazano, ze rybosomy w F. tularensis sg heterogeniczne pod
wzgledem zawartosci S21 i mogg witgczaé¢ dowolny z trzech paralogéw S21 do aktywnie
translatujgcych rybosoméw, przy czym S21-2 wystepuje najobficiej sposréd nich, a
ekspresja S21-1 jest wyraznie nizsza od pozostatych paralogdéw (Trautmann & Ramsey,
2022). Zaobserwowano, ze brak S21-2 spowodowat znaczgce zmiany w proteomie,
niezwigzane ze zmianami w transkryptomie, m.in. zmniejszenie ekspresji biatek zwigzanych
z wirulencja. Defekt ten sg w stanie likwidowaé pozostate paralogi, S21-3 catkowicie, za$s
S$21-1 czesciowo, za co moze odpowiadaé nizsza zawarto$é tego paralogu w komérce w
stosunku do pozostatych. Co ciekawe, S21-1 jest z kolei w stanie przywrdci¢ prawidtowe
tempo wzrostu F. tularensis, czego nie jest w stanie zrobié¢ S21-3. Za to utrata zdolnosci do
przezycia wewnatrz makrofagéw cztowieka byta $cisle zwigzana z brakiem S21-2 i zaden z
pozostatych paralogdw nie byt w stanie jej przywrdci¢. Podsumowujac, poniewaz S21 bierze
udziat w inicjacji translacji, zaproponowano model, w ktdrym S21-2 wptywa na ekspresje
gendw poprzez modulowanie inicjacji translacji dla okreslonych mRNA, zwigzanych z

wirulencjg i wzrostem wewnatrz komérki gospodarza (Trautmann & Ramsey, 2022).

U E. coli rowniez wykazano heterogenicznosé rybosomow spowodowang sktadnikami
biatkowymi. W tej bakterii wystepujg po dwa paralogi dla biatek L31 i L36, odpowiednio
L31A i L31B oraz L36A i L36B (Lilleorg i in., 2019; Makarova i in., 2001). Wykazano, ze w
fazie wyktadniczej wiekszos¢ rybosomow zawiera biatka L31A i L36A, podczas gdy w fazie

stacjonarnej L31B i L36B sg dominujacymi paralogami. Ponadto w kolejnym badaniu
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zaobserwowano, iz rybosomy z L31A nadawaty przewage wzrostu w nizszych
temperaturach i skuteczniej utrzymywaty ramke odczytu translacji niz rybosomy z L31B, co

sprawia, ze mozna je zaklasyfikowac jako rybosomy wyspecjalizowane (Lilleorg i in., 2020).

U bakterii wystepujg rowniez przyktady posttranslacyjnej modyfikacji biatek
rybosomalnych. W E. coli poréwnawcza analiza proteomiczna wykazata, ze sze$¢ r-biatek
jest metylowanych (S11, L3, L11, L12, L16 i L33), trzy r-biatek jest acetylowanych (S5, S18 i
L12), a biatko S12 jest metylotiolowane (Nesterchukiin., 2011). Kilka biatek rybosomalnych
jest réznie acetylowanych lub fosforylowanych podczas wyktadniczej lub stacjonarnej fazy
wzrostu (Jooiin., 2022; B.J. Yuiin., 2008). W szczegdlnosci acetylacja L12 w E. coli zmienia
sie wraz ze wzrostem komdrek i zmniejszaniem sktadnikéw odzywczych, powodujac
zwiekszenie stabilnos$ci regionu rybosomu, nazywanego todyga, pod wptywem stresu
(Gordiyenko i in.,, 2008). Jednak nie powigzano tych modyfikacji z funkcjonalng

selektywnoscia rybosomoéw.

U B. subtilis wiekszos$¢ gendw kodujgcych biatka rybosomalne znajduje sie w duzym
klastrze genéw S10-spc-a, ktory grupuje 25 gendw r-biatek (Akanuma i in., 2012). Sposrdéd
57 gendw kodujacych biatka rybosomalne, z powodzeniem uzyskano indywidualne
mutanty delecyjne 22 r-biatek: L1, L9, L15, L11, L22, L23, L25.2, 28, L29, L31.1, L31.2, L32,
L33.1, L33.2, L34, L35, L36, S1, S6, S14.2, S20 i S21, co wskazuje na to, ze nie s3 to biatka
niezbedne dla wzrostu komérek B. subtilis (Akanuma i in., 2012). Zaskakujace jest to, ze
czes¢ z nich (L1, L15, L22, L23 i L29) jest zachowana we wszystkich trzech domenach zycia,
a mimo to okazaty sie nie by¢ wymagane dla wzrostu B. subtilis. Wiele sposréd pomyslnie
wyeliminowanych genow kodowato mniejsze biatka rybosomalne o masie czgsteczkowej

ponizej 10 kDa (L28, L29, L31.1, L31.2, L32, L33.1, L33.2, L34, L35, L36, S20i S21).

Genom szczepu 168 B. subtilis koduje pie¢ zduplikowanych par biatek rybosomalnych
(Barbe i in., 2009; Gabriel & Helmann, 2009). Zazwyczaj jedna postaé zawiera fragment
wigzgcy metal, ktérym jest cynk. W tym celu fragment ten zawiera cysteiny, w niektorych
przypadkach histydyny, podczas gdy w drugiej postaci te reszty chelatujgce metale sg

catkowicie lub czesciowo zastgpione.
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5. Wybrane paralogi biatek rybosomalnych: RomEB, RpsNB, RpmGC

5.1. Operon Zur

RpmEB (88 aa), RomGC oraz RpsNB (89 aa) to paralogi biatek rybosomalnych
odpowiednio L31, L33 oraz S14 (J. H. Shin & Helmann, 2016). Zastepujg one kanoniczne
biatka w warunkach niedoboru cynku (Akanumaiiin., 2006). Ich operony sg represjonowane
przez Zur (ang. zinc uptake regulator, pl. regulator wychwytu cynku) (Ryc. 1.55, 1.56),
reprezentujacy duzg klase bakteryjnych czynnikdw transkrypcyjnych, ktérych zdolnos$é
wigzania sie do DNA jest regulowana przez odwracalne wigzanie jondw metali (J. W. Lee &

Helmann, 2007; Panina i in., 2003).

——————————

Rycina 1.55. Konsensusowa palindromowa sekwencja DNA wykrywana przez Zur (Prestel i in.,
2015)

*% *k
AATCGTAATGATTTCGATTT
adcA  AATCGTTATCATTTTGATTT
folkB AATCGTAATAATTACTATTT
veiC  AATCGTAACAATTACGTTTT
rpsNB AATCGTAACAATTTCGATTT
rpmEB AATCGTAATAATTACGTTTT
yvrpF  AATCGTAATGTTTTCGATTT
rpmGC AAACGTAATCATTACGTTTT
Rycina 1.56. Dopasowanie konsensusowej sekwencji rozpoznawanej przez Zur z sekwencjg
promotorowa wybranych genéw represjonowanych przez Zur, w tym rpsNB, romEB i romGC

(Prestel i in., 2015). Nukleotydy rdznigce sie od sekwencji konsensusowej zaznaczono
pogrubieniem. Gwiazdki oznaczajg miejsca krytyczne dla wigzania Zur.

Zur wystepuje w postaci dimeru i wymaga strukturalnego jonu Zn%*do fatdowania i
dimeryzacji (Ma i in., 2011). Gdy poziomy cynku sg wystarczajgce, Zn** jest dodatkowo
zwigzany z miejscem regulatorowym w obrebie kazdego monomeru. Taka metaloproteina
jest w petni aktywnym represorem i oznacza sie jg jako Zurz:Zns. Zur ulega ekspresji na

stosunkowo jednolitym poziomie w catym zakresie warunkdéw wzrostu, a jego aktywnos¢
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jest regulowana przez odwracalne wigzanie jonédw Zn?* z regulacyjnym miejscem wigzania
(J. H. Shin & Helmann, 2016). Gdy komérki przechodzg od wystarczajgcej ilosci cynku do
niedoboru, Zur przechodzi najpierw do niepetnego dimeru Zur:Zns, a na koniec do
nieaktywnej formy spoczynkowej Zura:Zny, z Zn?* zwigzanym tylko w miejscach

strukturalnych (Ryc. 1.57) (Maiin., 2011).

Zur, Zn4 Zur, Zn3

~———’

aktywny czesciowo aktywny nieaktywny

Rycina 1.57. Schemat dziatania Zur w zaleznosci od zwigzanego cynku (J. H. Shin & Helmann, 2016)
- zmodyfikowane

Operony pod kontrolg Zur ulegajg derepresji w trzech réznych falach (J. H. Shin &
Helmann, 2016). Pierwszy obejmuje RpmEB i RomGC, ktére mobilizujg cynk z rybosomu do
cytoplazmy w celu jego redystrybucji oraz ZinT, ktéry pobudza komérke do importu Zn?*.
Drugi dotyczy transportera ZnuACB o wysokim powinowactwie do cynku i
metalochaperonu YciC. Gdy poziom Zn?* nadal spada dochodzi do derepresji RpsNB i FolE3,
co umozliwia odpowiednio sktadanie rybosoméw de novo i synteze kwasu foliowego.
Zastgpienie enzymoéw zaleznych od jednego jonu alternatywnym enzymem zaleznym od
innego metalu lub kofaktora niemetalicznego jest szeroko konserwatywnym
mechanizmem utatwiajgcym adaptacje do warunkédw wzrostu w S$rodowisku z
ograniczconym dostepem do wymaganego metalu (J. H. Shin & Helmann, 2016).
Podsumowujac, kolejno$¢ odpowiedzi adaptacyjnej na spadek poziomu cynku u B. subtilis
to mobilizacja z biatek rybosomalnych, wzmozone pobieranie cynku z otoczenia (ZnuABC) i
wreszcie zastepowanie biatek zaleznych od cynku (np. RpmE, FolE) paralogami

niewymagajgcymi tego pierwiastka (RpmEB, FolE3) (Chandrangsuiin., 2019).

Cynk, jako pierwiastek sladowy, jest niezbednym kofaktorem dla okoto 4-10%
wszystkich biatek, zarowno do aktywnosci katalitycznej, jak réwniez do strukturalnego
fatdowania w interakcjach biatko-biatko i biatko-DNA, ale jednoczesnie jest toksyczny, jesli

wystepuje w nadmiarze (Chandrangsuiin., 2019; L. J. Lee i in., 2005; Natoriiin., 2007). Pula
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wewnatrzkomdrkowego cynku musi by¢ regulowana i dzieje sie to m.in. poprzez
sekwestracje. Okreslono, ze B. subtilis zawiera srednio okoto 2,5 atomu cynku na rybosom
i ze prawdopodobnie jest to dolna granica, poniewaz luzno zwigzane biatka rybosomalne,
takie jak L31, sg fatwo tracone podczas oczyszczania (Gabriel & Helmann, 2009). W istocie,
nowsze doniesienie zwiekszyty tg liczbe do okoto 5,6 atomu cynku na rybosom, gdy komadrki
rosng w bogatej pozywce LB (Chandrangsu i in., 2019). Poniewaz rybosomy s3
najliczniejszym kompleksem makroczgsteczkowym (2-6 x 10* na komérke w zaleznosci od
tempa wzrostu), stanowig one znaczacy rezerwuar cynku (Gabriel & Helmann, 2009).
Rzeczywiscie, obliczono, ze cynk zwigzany z rybosomami (0,19 mM) stanowi okoto 20%
catkowitego cynku komdrkowego (0,88 mM) przy stezeniu rybosomdéw réwnym 2,5 x 10*
na komorke (Chandrangsu i in., 2019). W szczepach pozbawionych biatek rybosomalnych
wigzacych Zn, czyli RpmE, RpmGA i RomGB, catkowity cynk komdrkowy i cynk zwigzany z
rybosomami zmniejsza sie odpowiednio do 0,73 mM i 0,12 mM. Zgodnie z oczekiwaniami
oszacowana zawarto$¢ Zn na rybosom w szczepach pozbawionych L31 i L33 zmniejsza sie
Srednio o 2 atomy (Chandrangsu i in., 2019). Zatem mobilizacja cynku z rybosomu moze
potencjalnie redystrybuowaé okoto 5 x 10* atoméw cynku na komdrke (w zaleznosci od
catkowitej zawartosci rybosomu na komodrke na poczatku niedoboru cynku), co stanowi
znaczng pule Zn potrzebng do podtrzymania wzrostu. Mobilizacja tak zmagazynowanego

cynku moze zapewnic znaczng przewage wzrostu w warunkach niedoboru Zn.

Rybosomalne biatka wigzgce cynk sg zazwyczaj matymi polipeptydami o dtugosci
blisko 50 aminokwaséw, ktére chelatujg Zn?* poprzez dwa motywy Cys — X — X — Cys, przy
czym X to dowolny aminokwas, a cysteina moze by¢ zastgpiona niekiedy histydyng (J. H.
Shin & Helmann, 2016). Zaproponowano, ze duplikacja formy biatka zawierajacej motyw
wigzania cynku (C+) wystagpita przed rozejsciem sie gtéwnych linii bakteryjnych (Nanamiya
& Kawamuray, 2010). Nastepnie motyw wigzania cynku zostat utracony w jednym genie po
duplikacji, dajac forme C-, a nastepnie forma C+ zostata utracona w niektérych liniach.
Zgadza sie to z obserwacjami, ze wiekszos¢ bakterii nalezgcych do typu Firmicutes zawiera
tylko forme C- biatka L31. Réwniez duplikacje S14 znajdujg sie w genomach réznych bakterii
Gram-dodatnich, podczas gdy w genomach niektérych proteobakterii, takich jak E. coli jest
obecna tylko forma C- biatka S14. Jedli zaproponowana hipoteza o pochodzeniu form C- jest

prawdziwa, mogtoby to oznaczad, ze zaréwno biatko L31, jak i biatko S14 w B. subtilis sg w
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trakcie ewolucji, aby catkowicie zastgpi¢ potrzebe posiadania form C+ w genomie
(Nanamiya & Kawamuray, 2010). Formy C- biatek rybosomalnych zawierajg dodatkowe
fragmenty polipeptydowe, ktorych nie ma w formach C+, na przyktad RpsNB jest dtuzszy o
28 reszt aminokwasowych wzgledem RpsN, a biatko S14 u E. coli o 40 aminokwaséw. W
istocie, potwierdzono, ze sekwencja wydtuzajgca polipeptyd jest niezbedna dla

funkcjonowania RpsNB, jako biatka zastepczego wobec RpsN (Natori et al., 2007).
5.2. RpmEB jako paralog RpmE (L31)

L31 znajduje sie na powierzchni rybosomu, jest odstoniety i luzno z nim zwigzany
(Gabriel & Helmann, 2009). RpmE wykrywano w rybosomach w fazie wzrostu
logarytmicznego i byto ono zastepowane przez RpmEB w fazie stacjonarnej (Nanamiyaiin.,
2004). Dzieki temu, ze RpmEB silniej wigze sie z rybosomem, RpmEB wypiera RpmE z
dojrzatej makroczasteczki (Ryc. 1.58) (Akanuma i in., 2006). RpmE jest niestabilny w
warunkach niedoboru Zn%*, dlatego postuluje sie, ze moze ulegaé proteolizie jednocze$nie

uwalniajgc zwigzany cynk w celu jego redystrybucji (Nanamiya i in., 2004).
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Rycina 1.58. Schemat regulacji genu romEB przez Zur w warunkach a) dostepu cynku, b)
niedoboru cynku (Moore & Helmann, 2005) - zmodyfikowane
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Gen rpmEB posiada trzy miejsca startu transkrypcji, dwa z nich sg indukowane przez
alternatywny czynnik transkrypcyjny oB, ale s3 to stabe promotory (Nanamiya i in., 2004).
Trzeci jest transkrybowany przy udziale gtéwnego czynnika transkrypcyjnego oA, przy czym

to wtasnie on jest ttumiony przez Zur w warunkach dostepu cynku.

Co ciekawe, delecja rpmEB nie wykazata zadnego negatywnego wptywu na
kompetencje lub sporulacje (Nanamiya & Kawamuray, 2010), za to brak romE skutkuje
znaczgco opdzniong germinacja spor (Ryc. 1.59) (Sinai i in., 2015). Jest to prawdopodobnie
zwigzane z wyraznie opozniong translacja, ktérg w WT mozna wykry¢ juz po 5 minutach od

indukcji germinacji, zas w mutancie ArpmE dopiero po 40 minutach (Ryc. 1.60).

0 | 3p 120  [min]
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Rycina 1.59. Opdznienie germinacji spor u mutanta AromE w poréwnaniu do szczepu dzikiego
(WT) (Sinai i in., 2015). Spory sg widoczne jako jasne obiekty, a rozwijajgce sie z nich komorki
wegetatywne jako czarne.
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Rycina 1.60. Opdznienie w rozpoczeciu translacji biatek podczas germinacji spor mutanta ArpomE
w poréwnaniu do spor szczepu dzikiego (WT) (Sinai i in., 2015) - zmodyfikowane. A) Analiza typu
dot blot prébek biatka wyekstrahowanych ze spor 30 i 60 minut po indukcji germinacji wykonana w
dwoch powtdrzeniach. Prébki rozcienczono (1:100 i 1:10) i nakroplono na membrane, ktéra
nastepnie sondowano przeciwciatami antybiotynowymi. Uzyskany sygnat poréwnano ze znanymi
ilosciami biotynylowanej albuminy surowicy bydlecej. B) Zdjecia mikroskopii poklatkowej syntezy
biatka MalS-GFP w czasie rzeczywistym podczas germinacji spor. Biatko MalS zostato wybrane jako
reprezentatywne, poniewaz jest jednym z najwczesniej syntetyzowanych biatek w germinujgcych
sporach.
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Interesujace jest doniesienie, ze badanie obliczeniowe oparte o kinetyczny model
ekspresji gendw wykryto, iz transkrypcja rpomEB przy udziale alternatywnego czynnika
transkrypcyjnego oB moze wystepowac podczas germinacji i wzrostu spor (Vohradsky i in.,
2021), chociaz w badaniach eksperymentalnych nie zaobserwowano znaczgcych zmian w

ekspresji RomEB podczas germinacji i wzrostu spor (Swarge i in., 2020).

Gen rpmE znajduje sie poza klastrem S10-spc-a, a wiec ulega transkrypcji niezaleznie
od pozostatych biatek rybosomalnych (Eymann i in., 2002) U niektérych organizmoéw
cechujacych sie matym genomem L31 nie wystepuje (Galperin i in., 2021). Regulacja
ekspresji RpmE zachodzi na drodze autorepresji (Eckert & Weinberg, 2020). Oznacza to, ze
przy nadmiarze biatka RpmE, wigze sie ono do sekwencji liderowej mRNA wtasnego
transkryptu, tym samym blokujgc jego translacje. Ponadto, ekspresja RpmeE jest negatywnie

regulowana podczas odpowiedzi $cistej (Eymann iin., 2002).

=
N\

30S rotacja 10%_

30S (gtowa)

Rycina 1.61. Schemat zmiany konformacji RpmE podczas obrotu gtowy 30S u E. coli (Fischer i in.,
2015) - zmodyfikowane. 5S - 55 rRNA; h42 — 42-helisa 16S rRNA; NTD — N-koricowa domena L31; g
— gtowa podjednostki 30S; ¢ — ciato podjednostki 30S.

L31 prawdopodobnie jest czescig pomostu miedzy matymi i duzymi podjednostkami

i oddziatuje z 55 rRNA, 16S rRNA i biatkami rybosomalnymi L5, S13, S14 i S19 (Ryc. 1.61)

103



(Eckert & Weinberg, 2020; Fischer i in., 2015; Q. Liu & Fredrick, 2016). Zdolnos¢ domeny
gtowy 30S do obracania sie podczas etapu rozpoznawania kodonu przez kompleks
aminoacylo-tRNA-EF-Tu-GTP jest dostosowywana poprzez zmiany w elastycznej strukturze

L31 i jej interakcje miedzyczasteczkowe.
5.3. RpsNB jako paralog RpsB (S14)

W przeciwienstwie do biatek L31 i L33, S14 jest niezbedny i jest wymagany na
wczesnym etapie biogenezy rybosoméw (Gabriel & Helmann, 2009; J. H. Shin & Helmann,
2016). Zmutowane szczepy pozbawione rpsNB mogg nadal rosngé przy powaznych
ograniczeniach cynku, ale ich niezdolno$¢ do syntezy nowych rybosomoéw skutkuje
wzrostem liniowym, a nie wykfadniczym, zgodnie z przewidywaniem, ze kazda nowa
komodrka potomna dziedziczy tylko potowe rybosomdéw swojego rodzica. S14 jest
wymagane do skfadania matej podjednostki rybosomu, jego brak uposledza wiaczanie
biatek S2 i S3 do podjednostki 30S i skutkuje wadliwymi podjednostkami 30S, ktére nie
moga skutecznie tgczyc sie z 50S (Natori i in., 2007). Ponadto S14 jest czescig Srodowiska
peptydowego centrum transferazy peptydylowej, ktére bierze udziat w istotnym procesie
wydtuzania peptydu w zwigzku z czym jest tez zaangazowane w odpornos$é na antybiotyki

(Brochier i in., 2000).

W przeciwienstwie do L31, RpsNB nie wypiera RpsN z dojrzatych rybosomoéw, ale
stanowi sktadnik makroczasteczki sktadanej de novo w warunkach niedoboru cynku
(Ryc. 1.62) (Natori i in., 2007). Jest to zwigzane z tym, ze S14 jest zlokalizowane gteboko
wewnatrz rybosomu (Gabriel & Helmann, 2009), wiec wymiana biatka w dojrzatej
makroczasteczce wymagataby chwilowego odtgczenia réwniez innych polipeptyddéw. Tym
samym RpsNB nie uwalnia bezposrednio RpsN z rybosomdéw w celu redystrybucji cynku
wewnatrz komoérki (Nanamiya & Kawamuray, 2010). Na uwage zastuguje jednak fakt, ze
doniesiono, iz S14 zostat zakwalifikowany do sporej grupy biatek wymienialnych, co
zbadano na rybosomach fazy stacjonarnej u E. coli (Cate, 2010; Pulk i in., 2010). Aktywnos¢
translacyjna rybosomoéw wyposazonych w RpsNB wydaje sie poréwnywalna z rybosomami
zawierajgcymi RpsN, jednak RpsNB jest mniej skutecznie inkorporowany do rybosomu niz

biatko kanoniczne (Natori et al., 2007).
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Rycina 1.62. Schemat powstawania podjednostek rybosoméw 30S zawierajagcych RpsN oraz
podjednostek 30S zawierajgcych RpsNB (Natori i in.,, 2007) - zmodyfikowane. Przerywana linia
oznacza szlak w przypadku obecnosci cynku w komérce. Podjednostek 30S wyposazonych w RpsN
jest wiecej niz tych posiadajgcych RpsNB, poniewaz RpsNB jest inkorporowane do matej
podjednostki tylko podczas jej syntezy de novo, ponadto RpsN ma wyzsze powinowactwo do 30S
niz RpsNB.

Transkrypt rpsNB jest bardzo stabilny, jego czas péttrwania w komorce B. subtilis
wynosi ponad 15 minut (Hambraeus i in.,, 2003). Ekspresja RpsNB jest dodatkowo
negatywnie regulowana przez biatko YIxR, ktére nalezy do biatek zwigzanych ze strukturg
chromatyny bakteryjnej (NAP, ang. nucleoid-associated proteins) (Dillon & Dorman, 2010;
Oguraiin., 2020; Ogura & Kanesaki, 2018). NAP petnig funkcje podobng do eukariotycznych
histondw, wptywajg na transkrypcje, rekombinacje, kondensacje, rearanzacje i stabilnosé
chromosomu. NAP maja zdolno$¢ wigzania DNA, ktéra jest specyficzna lub niezalezna od
sekwencji, rozpoznajg tez lokalng strukture DNA. YIxR jest indukowane obecnoscig glukozy
i reguluje transkrypcje ponad 400 gendw, w tym geny metaboliczne zaangazowane w

synteze 12 aminokwasoéw i 4 nukleotydéw (Ogura & Kanesaki, 2018).

Gen na gtéwne biatko S14 u B. subtilis, czyli rpsN, znajduje sie wewnatrz operonu S10-
spc-a, ktéry koduje wiekszosé biatek rybososmalnych (Eymann i in., 2002). Co ciekawe,

ekspresja RpsN jest negatywnie regulowana podczas odpowiedzi Scistej (Eymann i in.,
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2002), ale zwieksza sie dwukrotnie po indukcji niskg temperaturg (15°C) (Beckering i in.,
2002).

Co ciekawe, préby zastgpienia RpsN u B. stubilis przez egzogenny odpowiednik RpsNB
pochodzacy z E. coli (S14Ec) lub Synechococcus elongatus (S14Se) skutkowaty wprawdzie
ztozeniem chimerycznych rybosomoéw 70S, ale znacznie mniejszg wydajnosciag translacji
oraz sporulacji, prawdopodobnie na skutek trudnosci w wigzaniu S2 i S3 do matej
podjednostki (Akanuma i in., 2021). Zmiana strukturalna miejsc sgsiadujgcych z S14,
spowodowana wprowadzeniem egzogennego, dtuzszego S14, moze réwniez wptywac na
aktywnos¢ elongacji translacji. Wydajnos¢ sporulacji w zmutowanych komérkach
zmniejszyta sie dwukrotnie, byly one réwniez powaznie upos$ledzone w tworzeniu spor
odpornych na ciepto (Akanuma i in., 2021). Zaobserwowano defekt w stadium inicjacji
sporulacji, poniewaz mutanty nie tworzyly asymetrycznej septy. Wykryto, ze mutowane
komorki cechowaty sie opdinionym i niewystarczajgcym wzrostem stezenia SpoOA.
Prawidtowy fenotyp zostat przywrdcony poprzez delecje spoOE catkowicie u mutanta z

S14Ec i cze$ciowo u mutanta z S14Se (Akanuma i in., 2021).
5.4. RpmGC jako paralog RpmGA i RomGB (L33)

Gen rpmGC jest pseudogenem, zawierajgcym mutacje przesuniecia ramki odczytu
(Ryc. 1.63). Naprawa tej mutacji powoduje tworzenie funkcjonalnego biatka, ktére ttumi
fenotyp stabszego wzrostu podwdéjnych mutantéw AromGAArpmGB, jednak nie zapewnia
przewagi adaptacyjnej w warunkach niedobory cynku, w przeciwieiAstwie do RpmEB i
RpsNB (Gabriel & Helmann, 2009). Pojedyncze mutanty AromGA oraz AromGB nie wykazujg
stabszego wzrostu, prawdopodobnie z powodu zastgpienia funkcji brakujgcego biatka przez
drugg forme, szczegdlnie, ze oba biatka zawierajg sekwencje wigzgcg cynk (Nanamiya &

Kawamuray, 2010).

Co ciekawe, zaobserwowano, ze zmniejszona ekspresja biatka RpmGB skutkowata
uposledzong sporulacjg, jednak wytgcznie kiedy byta ona przeprowadzana w wysokiej
temperaturze (47°C) (Ohashi i in., 2003). Ponadto ekspresja tego genu wzrastata na
poczatku procesu sporulacji (1,5 godziny po indukcji sporulacji, przed utworzeniem

asymetrycznej septy). Gen romGB znajduje sie w operonie sigH-romGB-secE (Geissler et al.,
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2023), a wiec, tak jak czynnik transkrypcyjny oH, jest represjonowany przez AbrB podczas

fazy wzrostu logarytmicznego.

AGCTCTTATTTGACAATTTGTGATGACG

TTGTATAAYAAAACGYARTCATTACGTT

TTATAAGGAGATGTTAATTATGAGAGTA
M R V

v
AATGTTACTTTAGCTTTGCACTGAAAC
N VvV T L A L H *

Rycina 1.63. Region promotora romGC (Gabriel & Helmann, 2009). Regiony -35i-10 sg pogrubione,
operator Zur jest przedstawiony w ramce, a miejsce startu transkrypcji jest zakreslone. Kodon
inicjujgcy jest podkreslony, a miejsce mutacji przesuniecia ramki zaznaczono wypetnionym
tréjkatem. Transkrypt tworzy skrocony produkt, ktéry konczy sie cztery aminokwasy w dét od
mutacji przesuniecia ramki odczytu.

Co ciekawe, zaobserwowano, ze zmniejszona ekspresja biatka RomGB skutkowata
uposledzong sporulacjg, jednak wytgcznie kiedy byta ona przeprowadzana w wysokiej
temperaturze (47°C) (Ohashi i in., 2003). Ponadto ekspresja tego genu wzrastata na
poczatku procesu sporulacji (1,5 godziny po indukcji sporulacji, przed utworzeniem
asymetrycznej septy). Gen romGB znajduje sie w operonie sigH-romGB-secE (Geissler et al.,
2023), a wieg, tak jak czynnik transkrypcyjny oH, jest represjonowany przez AbrB podczas

fazy wzrostu logarytmicznego.

L33 nalezy do biatek pdZno wtaczanych do podjednostki 50S (Jomaa i in., 2014) i
znajduje sie na powierzchni rybosomu (Chandrangsu i in., 2019), dzieki czemu mozliwa
bytaby wymiana poszczegdlnych form tego biatka na inne w dojrzatych juz rybosomach. Co
ciekawe, nie wykryto, aby ekspresja L33 byfta regulowana w odpowiedzi Scistej, w
przeciwienstwie do innych biatek zwigzanych z translacjg (Eymanniiin., 2002). U niektorych

organizmdw cechujgcych sie matym genomem L33 nie wystepuje (Galperiniin., 2021).
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Il. Hipoteza i cel pracy

Hipoteza wyspecjalizowanych rybosomoéw, zaktada istnienie w komdrce subpopulacji
rybosomow rdéznigcych sie strukturalnie i funkcjonalnie. Wptywajac na wynik translacji, np.
poprzez preferencyjne wigzanie sie z konkretnym podzbiorem transkryptéw, rybosom
zyskuje dodatkowa role, stajac sie aktywnym elementem w zarzgdzaniu przeptywem
informacji genetycznej, co dodaje nowy poziom w regulacji ekspresji genéw. Dowoddw
potwierdzajacych istnienie wyspecjalizowanych rybosomoéw przybywa, jednak hipoteza ta
wcigz pozostaje zagadnieniem kontrowersyjnym, gtdwnie przez trudnosci w wykryciu ich

specyficznej funkcjonalnosci.

Celem niniejszej pracy byto scharakteryzowanie potrdjnego delecyjnego mutanta
ArpmEBArpmGCArpsNB Bacillus subtilis (okreslanego w niniejszej pracy jako szczep 3KO) w
kontekscie przeprowadzania przez niego procesu sporulacji, w celu przeanalizowania roli,
jaka wyspecjalizowane rybosomy mogg odgrywac podczas tego procesu. B. subtilis zostat
wybrany jako model badawczy ze wzgledu na dobrze poznany genom oraz posiadang
zdolno$¢ do produkcji endospor, przy czym jest bakterig bezpieczng. Sam proces
powstawania spor jest bardzo dobrze poznany, $cisle kontrolowany przez komérke oraz

stosunkowo tatwo i wzglednie synchronicznie indukowany w warunkach laboratoryjnych.

Cel gtdwny zrealizowano poprzez cele szczegdtowe:
1. Analiza réznic fenotypowych miedzy szczepem 3KO a szczepem kontrolnym
B. subtilis 168 (okreslanym w niniejszej pracy jako szczep WT), w tym:
a. Badanie krzywej wzrostu obu szczepdw w pozywkach bogatych w
sktadniki odzywcze (LB i CH) oraz ubogich (BMM);
b. Badanie wptywu wybranych zwigzkéw chemicznych, w tym
antybiotykow, detergentdw i soli, na wzrost i rozwdj szczepow;
c. Badanie zdolnosci szczepdw do tworzenia biofilmu;
d. Badanie mobilnosci szczepdw.
2. Porédwnanie przebiegu procesu sporulacji przeprowadzanych przez oba
szczepy B. subtilis, na co sktadato sie:
a. Przeprowadzenie i analiza sekwencjonowania transkryptomdw (RNA-

seq) i translatoméw (RIBO-seq) obu szczepdw, pobranych w
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momencie indukcji sporulacji oraz co godzine przez siedem godzin
trwania procesu;

Przeprowadzenie i analiza obserwacji mikroskopowych komérek obu
szczepéw, w momencie indukcji sporulacji oraz co godzine przez
siedem godzin trwania procesu, wyznakowanych barwnikiem
SynaptoRed w celu monitorowania przebiegu procesu; DAPI w celu
lokalizacji chromosomu bakteryjnego; GFP w celu lokalizacji

rybosomow; OPP-Alexa w celu lokalizacji miejsc aktywnej translacji.

W trakcie pracy, na podstawie uzyskanych wynikéw, dodano dodatkowy cel, jakim

byto:

3. Pordwnanie przebiegu procesu germinacji przeprowadzanych przez oba

szczepy B. subtilis, na co sktadato sie:

a.

Badanie wydajnosci germinacji spor wytworzonych przez szczepy 3KO
i WT;

Badanie krzywej wzrostu germinujgcych spor wytworzonych przez oba
szczepy;

Przeprowadzenie i analiza obserwacji mikroskopowych komérek obu
szczepow, przed inkubacjg w wysokiej temperaturze, w momencie
indukcji germinacji oraz w wybranych punktach czasowych procesu
(co 30 minut przez pierwsze dwie godziny trwania procesu germinacji

oraz na trzy godziny po indukcji germinacji).
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lll. Materiaty i metody

1. Materiat biologiczny

Do badan uzyto trzy szczepy bakteryjne z gatunku Bacillus subtilis. Szczep dziki B.
subtilis 168CA pochodzi z kolekcji doktora Henrik'a Strahl von Schulten z Centrum Biologii
Komodrek Bakteryjnych Uniwersytetu w Newcastle, Wielka Brytania. Stanowit kontrole we
wszystkich eksperymentach i w dalszej czesci rozprawy jest okreslany skrétem WT. Jego
potrojny delecyjny mutant ArpmEBArpmGCArpsNB, w ktérym wszystkie trzy geny
zastgpiono kasetami odpornosci odpowiednio na kanamycyne, erytromycyne oraz
chloramfenikol, w dalszej czesci rozprawy jest okreslany skrétem 3KO i pochodzi z kolekg;ji
doktor habilitowanej Agaty Starosty z Pracowni Translatomiki Instytutu Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, Polska. Jako dodatkowg kontrole w eksperymencie
na oznaczenie ilosci tworzonego biofiolmu (podrozdziat 111.6.3) uzyto laboratoryjnego
szczepu B. subtilis 168 z Bacillus Genetic Stock Center, USA. W dalszej czesci rozprawy jest

on okreslany skrétem BGSC.

Do obserwacji mikroskopowych (podrozdziaty 111.6.7 oraz 111.6.10) uzyto mutantéw
szczepow WT i 3KO, w ktérych gen rpsB, kodujacy biatko rybosomalne S2, jest w fuzji z
sekwencjg na zielone biatko fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein), w celu
wizualizacji lokalizacji rybosomdéw. W dalszej czesdci rozprawy sg one okreslane skrétem
odpowiednio WT-GFP oraz 3KO-GFP. Pochodzg z kolekcji doktor habilitowanej Agaty
Starosty z Pracowni Translatomiki Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w

Warszawie, Polska.
2. Odczynniki

2.1. Podtoza komercyjne

Agar odzywczy (podtoze komercyjne, kompletna pozywka stata, Sigma-Aldrich)

e proszek Lab-Lemco 0,1% (w/v)

e ekstrakt drozdzowy 0,2% (w/v)

e pepton 0,5% (w/v)

e NaCl 0,5% (w/v)

e agar 1,5% (w/V)
pH=7,2-7,6
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Agar z purpurg bromokrezolowg, ang. purple agar (poditoze komercyjne, kompletna

pozywka stata, Sigma-Aldrich)

e Qagar
e purpura bromowo-krezolowa
e enzymatyczny hydrolizat kazeiny

e glukoza
e NaCl
o ekstrakt drozdzowy

pH=7,0-7,2

1,5% (w/v)
0,0015% (w/v)
1% (w/v)

1% (w/v)

0,5% (w/v)
0,15% (w/v)

LB Broth (podtoze komercyjne, kompletna pozywka ptynna, Sigma-Aldrich)

e NaCl

e trypton

o ekstrakt drozdzowy
pH=6,8-7,2

2.2. Zestawy komercyjne
RNA Clean & Concentrate -25 kit
MICROBExpress Bacterial mRNA Purification
Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina
DNA Clean & Concentrate -5 kit
Click-iT Plus OPP Alexa Fluor 488 Protein Synthesis Assay Kit
2.3. Antybiotyki
spektynomycyna
ampicylina
kwas fusydowy
tiostrepton
chloramfenikol
kanamycyna

erytromycyna

0,5% (w/v)
1% (w/v)
0,5% (w/v)

Zymo Research, USA
Invitrogen, USA

New England Biolabs, USA
Zymo Research, USA

Invitrogen, USA

Sigma-Aldrich
Polfa
Sigma-Aldrich
EMD Millipore
MP Biomedicals
TOKU-E

TOKU-E
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2.4. Aminokwasy
kwas L-glutaminowy
L-alanina
L-asparagina
tryptofan

2.5. Pozostate odczynniki
(CHsCO0),Mg
(NH34)2S04
10X TBE (powder)
Al;03
APS
ATP
C2HsOH 99,8%
C3HgO3
CaClz * 2 H,0
CHsCOOH
CHsCOOK
CHsCOONa
DAPI
EDTA
FeCls * 6 H,0
fiolet krystaliczny

Gel Loading Dye, Blue, 6X

Sigma-Aldrich
GERBU Biotechnik
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Chempur
Sigma-Aldrich
New England Biolabs
POCh
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
POCh
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England Biolabs
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Gel solution 40 (19:1)

Rotiphorese

- wodny roztwor podstawowy akryloamidu i bisakryloamidu

GMP-PNP

H20 traktowana DEPC
HCHO

hydrolizat kazeiny
KCl

KH2POg4

labZAP

lizozym

MgCl, * 6 H20
MgSO4 * 7 H,0
MNaza

MnCl; * 4 H,0
MnSO4 * 4 H,0
Na,COs3

Na;S04
NazCsHs07
NaHCO3
NH2CONH;

NH4Cl

NH4NO3
Quick-Load pBR322 DNA-Mspl Digest

rekombinowana DNAza |, wolna od Rnaz

Sigma-Aldrich
Ambion
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

A&A Biotechnology
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England Biolabs
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
lach:ner
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England Biolabs

Roche
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SDS

SYBR Gold

SynaptoRed C2

T4 PNK; bufor reakcyjny
TBE-Urea Sample Buffer (2X)
TEMED

Tris

TRITON X-100

Tween-20

ZnCl,

B-merkaptoetanol

Sigma-Aldrich

Life Technologies
Sigma-Aldrich

New England Biolabs
Invitrogen
Sigma-Aldrich
AlfaAesar

Acros Organics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Acros Organics

3. Roztwory wykorzystywane do wykonania pozywek

Wszystkie podfoza i roztwory sterylizowano w autoklawie mikrofalowym w

temperaturze 135°C pod cisnieniem 3,6 bara przez 60-80 sekund w zaleznosci od objetosci.

Podtoza i roztwory wymagajace innych warunkow sterylizacji zaznaczono w dalszej czesci

rozdziatu.
Roztwoér A

e FeCls *6 H,0
e MgCl; *6 H,0
L] |V|nC|2 *4 H20

Roztwor B
e NH4C
e NaySOq4
o KH>PO4
e NH4NOs3

0,098% (w/v)
0,83% (w/v)
1,979% (w/v)

5,35% (w/V)
1,06% (w/v)
0,68% (w/v)
0,97% (w/v)
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Roztwoér A+B

roztwor A
roztwor B

Roztwor G

hydrolizat kazeiny
kwas L-glutaminowy
L-alanina
L-asparagina
KH2PO4
NH4CI
Na,S04
NH4NO3
FeCls * 6 H,0

pH=7

4. Podfoza niekomercyjne

Podtoze CH

roztwoér G

0,05 M MnSQO4

0,1 M CaCl;

1 M MgS04 * 7 H,0
8 mg/ml tryptofan

Podtoze AB

roztwoér A+B

5% (w/v) kwas L-glutaminowy
0,1 M CaCl,

1 M MgSO4 * 7 H,0

8 mg/ml tryptofan

Podtoze BMM

Tris

(NH4)2S04
MgSO4 * 7 H,0
KCl

0,1% (v/v)
1% (v/v)

1,067% (w/V)
0,391% (w/v)
0,133% (w/v)
0,148% (w/v)
0,145% (w/v)
0,056% (w/v)
0,011% (w/v)
0,01% (w/v)

0,001%0 (W/v)

100 mL
0,2 mL
0,1 mL
0,04 mL
0,25 mL

90 mL
4 mL
1mL
4 mL
0,25 mL

50 mM
15 mM
8 mM

27 mM
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e NasCgHsO7

e (CaCl;

e FeCl; *6 H,0

e MnSO4

e kwas L-glutaminowy
pH=7,5

Pozywka LBGM

e LB

e 0,05M MnSO4

e 50% (v/v) C3HgO3
e 1M MgS0s4* 7 H,0

5. Roztwory wykorzystywane w procedurze RIBO-seq i RNA-seq

7 mM
2mM
1uM
10 uMm
4,5 mM

100 mL
0,2 mL
2 mL
1mL

Roztwory sterylizowano poprzez filtracje, stosujac filtry strzykawkowe (Membrane

Solutions) o srednicy poréw 0,22 um.

Roztwor lizujacy

e Tris(pH=17,6)

e (CHsCOO0),Mg

e (CH3COOK

e TRITON X-100

e [(-merkaptoetanol
° CaClz

e chloramfenikol

e GMP-PNP

e DNazal

Bufor do izolacji RNA z zelu poliakrylamidowego

e EDTA
e CH3COONa (pH =5)

Bufor alkaliczny do fragmentacji mRNA

e (0,1 M NaHCOs3
e 0,1 M NaxCOs
e 0,5MEDTA

20 mM
10 mM
150 mM
0,4% (v/v)
6 mM
5mM
1mM

2 mM
100 U/mL

5Mm
10 mM

220 pL
30 uL
1L
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6. Metody

6.1. Hodowla szczepdw Bacillus subtilis
Aby uzyska¢ hodowle bakteryjne, kazdorazowo 10, 25 lub 50 ml pozywki LB
inokulowano wybranym szczepem B. subtilis, a nastepnie hodowano w 30°C z
wytrzagsaniem przez noc. Nastepnego dnia kultury rozcienczano do gestosci optycznej
(ODe60o) réwnej 0,1 w pozywce zaleznej od eksperymentu (jezeli nie okreslono inaczej
pozywka tg byto LB) w celu uzyskania hodowli dziennej. W przypadku hodowli nocnych
szczepu 3KO, podtoza zawieraty dodatkowo chloramfenikol, erytromycyne i kanamycyne o

stezeniach odpowiednio 5 pg/mL, 1,5 ug/mLi5 pg/mL.

W celu wyznaczenia krzywej wzrostu, nocne hodowle szczepdw B. subtilis
rozcienczano i hodowano w 37°C z wytrzgsaniem na podtozach LB oraz CH (Sharpe i in.,
1998), ktore sg bogate w sktadniki odzywcze, a takze na ubogim podtozu BMM (Stulke i in.,
1993) i co 40 minut wykonywano pomiary gestosci optycznej hodowli z wykorzystaniem
spektrofotometru (NanoDrop One C, Thermo Scientific, USA). Eksperyment

przeprowadzono dwukrotnie w trzech powtdrzeniach biologicznych dla kazdego szczepu.

6.2. Metoda dyfuzji ptytkowej (ang. disc diffusion test)

Aby zbadaé wptyw wybranych zwigzkéw chemicznych na wzrost i rozwdj szczepdw B.
subtilis zastosowano metode dyfuzji ptytkowej. W tym celu, kiedy hodowle dzienne
osiggnety ODeoo = 0,5, pozywke LB, zmieszang z agarem odzywczym lub agarem z purpurg
bromokrezolowg w stosunku objetosciowym 1:1, inokulowano do 0,1% (v/v) zawiesing
bakteryjng, wylewano na ptytki Petriego i pozostawiano do zastygniecia. Na sterylne

bibutowe krazki nanoszono po 10 pl nastepujgcych roztwordéw:

e spektynomycyny o stezeniach:
20 pg/mL, 40 pg/mL, 60 pg/mL, 80 pg/mL, 100 pg/mL, 625 pg/mL,
1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5 mg/mL, 100mg/mL;

e ampicyliny o stezeniach:
6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL;

e tiostreptonu o stezeniach:
1 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5 pug/mL, 7,5 pg/mL, 10 pg/mL, 312,5 pg/mL, 625 pg/mL,
1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5 mg/mL;
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e kwasu fusydowego o stezeniach:
10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL, 312,5 pug/mL, 625 pg/mL,
1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5 mg/mL;
e SDS o stezeniach:
4%, 6%, 8%, 10%, 12%,;
e lizozymu o stezeniach:
625 pg/mL, 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL;
e 7ZnCl; o stezeniach:
25 mg/mL, 50 mg/mL, 0,1 g/mL, 0,2 g/mL, 0,4 g/mL;
e MnSO4 * 4 H,0 o stezeniach:
43,75 mg/mL, 87,5 mg/mL, 175 mg/mL, 350 mg/mL, 0,7 g/mL;
e NayS04 o stezeniach:
12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, 200 mg/mL;
e Tween o stezeniach:
5%, 10%, 15%, 20%, 25%.

Krazki po wyschnieciu nanoszono na zastygniete ptytki z zainokulowang pozywka
statg. Kazda ptytka posiadata kontrole — krazek nasgczony 10 ul roztworu kanamycyny o
stezeniu 50 mg/mL. Ptytki inkubowano w 30°C przez 24 godziny po czym mierzono srednice
obszaru inhibicji i/lub obserwowano réznice w zabarwieniu pozywki. Doswiadczenie
przeprowadzono dwukrotnie w dwdch powtdrzeniach biologicznych dla kazdego szczepu i

wariantu.

6.3. Oznaczenie iloSci tworzonego biofilmu

W celu oznaczenia ilosci tworzonego przez szczepy B. subtilis biofilmu, hodowle
dzienne po osiggnieciu fazy stacjonarnej rozcienczano 1:100 w pozywce LB lub w LBGM (Y.
Cheniiin., 2015), a nastepnie wprowadzano do probéwek szklanych i inkubowano przez 3
dni lub wprowadzano do probdéwek plastikowych i inkubowano przez 5 dni w 30°C w
warunkach stacjonarnych. Po tym czasie hodowle delikatnie zlewano. Pozostaty na
Sciankach probdéwek biofilm trzykrotnie przeptukiwano wodg dejonizowang w celu
usuniecia resztek hodowli, a nastepnie biofilm barwiono 0,1% roztworem fioletu
krystalicznego przez 10 minut. Po tym czasie wybarwiony biofilm ponownie przeptukano

trzykrotnie wodg dejonizowang dla usuniecia nadmiaru barwnika. Na zakoriczenie dodano
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30% kwas octowy w celu ekstrakcji fioletu krystalicznego i dokonywano pomiaru ODseo
otrzymanych roztworéw za pomoca spektrofotometru. Eksperyment przeprowadzono

dwukrotnie w pieciu powtdrzeniach biologicznych dla kazdego szczepu i wariantu.

6.4. Test mobilnosci (ang. swimming motility assay)

W celu okreslenia ruchliwosci szczepdw B. subtilis, 1 pul hodowli dziennej o ODeggo = 4
wktuwano na ptytki Petriego w pétptynne podtoze LB zawierajgce 0,22%, 0,25%, 0,3%,
0,33% lub 0,35% agaru. Ptytki inkubowano w 30°C przez 24 godziny, po czym obserwowano
roznice w migracji komorek, mierzgc $rednice obszaru zajmowanego przez bakterie.
Doswiadczenie przeprowadzono dwukrotnie w dwdch powtérzeniach biologicznych dla

kazdego szczepu i wariantu.

6.5. Indukcja sporulacji u Bacillus subtilis

Szczepy B. subtilis hodowano przez noc w pozywce LB w 30°C z wytrzasaniem, a
nastepnie rozcieficzano w pozywce LB do ODego = 0,1 i hodowano w 37°C z wytrzgsaniem.
W celu zaindukowania sporulacji, kiedy hodowle osiggaty ODeoo = 0,7 — 0,8, wymieniano
pozywke CH na ocieplone do 37°C sporulacyjne podfoze AB za pomocg filtrowania lub
wirowania (Sterlini & Mandelstam, 1969). Filtrowanie stosowano, jezeli w dalszej kolejnosci
przeprowadzano eksperyment sekwencjonowania RNA oraz profilowania rybosomow
(podrozdziat 111.6.6) lub obserwacje mikroskopowe procesu sporulacji (podrozdziat 111.6.7).
Hodowle przepuszczano wéwczas przez szklang aparature do filtrowania (511-0265, VWR
Collection, Belgia), a zgromadzone na membranowym filtrze MCE komérki wprowadzano
do pozywki AB. W pozostatych przypadkach, to jest dla okreslenia wydajnosci germinacji
(podrozdziat 111.6.8), krzywej wzrostu dla germinujgcych spor (podrozdziat 111.6.9) oraz
obserwacji procesu germinacji pod mikroskopem konfokalnym (podrozdziat 111.6.10), aby
usunac¢ podtoze CH uzywano wirowania przez 10 minut w 37°C przy 2 000 x g (Centrifuge
5702 R, Eppendorf, Niemcy). W celu zwiekszenia wydajnosci indukcji sporulacji, 3%
objetosci hodowli rosngcej w pozywce CH przenoszono do ocieplonego podtoza AB przed

wymiang pozywki.

6.6. Sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) i profilowanie rybosomoéw (RIBO-seq)
Procedure RNA-seq i RIBO-seq przeprowadzono w dwdch niezaleznych
powtdrzeniach biologicznych zgodnie z opublikowanym protokotem (Kopik i in., 2021).

Jedno powtérzenie zostato wykonane w Laboratorium Ekspresji Gendw w ECOTECH-
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COMPLEX UMCS w Lublinie i uczestniczytam w jego przeprowadzeniu, zas$ drugie
powtdrzenie wykonano w Pracowni Translatomiki Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie przez dr Olge Iwanskg i mgr Mariie Kovalenko, cztonkinie

zespotu dr hab. Agaty Starosty.

Hodowle badanych szczepdéw B. subtilis zbierano przed indukcjg sporulacji (TO), a
takze co godzine przez siedem godzin trwania procesu sporulacji (T1-T7). Przed zebraniem
hodowle traktowano chloramfenikolem o stezeniu koncowym 100 pg/mL w celu
zatrzymania translacji. Komérki zbierano poprzez filtracje i btyskawicznie zamrazano w

ciektym azocie.

Zamrozone osady komérek bakteryjnych rozcierano w schtodzonym ciektym azotem
mozdzierzu, w obecnosci tlenku glinu i swiezo przygotowanego, schtodzonego na lodzie
buforu lizujgcego. Otrzymane lizaty wirowano przez 5 minut w 4°C przy obrotach 20 000 x
g (MPW-150R, MPW MED. INSTRUMENTS, Polska). Klarowne lizaty dzielono w taki sposdb,
ze 0,5 mg RNA z kazdej prébki przeznaczany byt na profilowanie rybosoméw, za$ pozostatg
ilos¢ wykorzystywano na sekwencjonowanie RNA. Jezeli zawartos¢ RNA w probce wynosita
ponizej 1 mg RNA, wdéwczas na profilowanie rybosoméw przeznaczano 0,25 mg RNA.
Stezenie RNA w prébce okreslano za pomocg spektrofotometru (NanoDrop One C, Thermo
Scientific, USA) mierzac absorbancje swiatta UV dla trzech dtugosci fali: 230, 260 i 280 nm

wobec buforu lizujgcego jako préby Slepe;j.

Probki przeznaczone na RNA-seq oczyszczano za pomocg zestawu RNA Clean &
Concentrate -25, postepujgc zgodnie z protokotem producenta, z wyjatkiem jednej
modyfikacji: uzywano etanolu w objetosci 4,5-krotnie wiekszej niz objetosé prébki, zamiast
objetosci rownej objetosci prdobki. Poniewaz wyizolowane RNA bakteryjne zawiera gtéwnie
rybosomalne RNA (>90%), deplecja tej frakcji jest pozgdana, aby sekwencjonowanie mogto
dotyczy¢ przede wszystkim informacyjnej czesci transkryptomu (O’Neil i in., 2013). Dlatego,
w celu deplecji czagsteczek rRNA probki poddawano dziataniu zestawu MICROBExpress
Bacterial mRNA Purification (Ambion, Life Technologies) zgodnie z protokotem producenta
i ponownie oczyszczono zestawem RNA Clean & Concentrate -25. Oczyszczone mRNA
poddano fragmentacji z wykorzystaniem buforu alkalicznego, dodajgc go w stosunku
objetosciowym 1:1 i inkubujgc w 95°C przez 25 minut. W warunkach zasadowych grupa

hydroksylowa na atomie wegla 2' rybozy ulega deprotonacji, a ujemnie natadowany atom
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tlenu przeprowadza nukleofilowy atak na sasiedni fosforan (Ryc. 3.1) (Lemire i in., 2016).
Otrzymany 2',3'-cykliczny fosforan jest dalej hydrolizowany do 3'fosforanu, skutkujgc
powstaniem fragmentow RNA lub wolnych rybonukleotyddéw, w zaleznosci od stopnia

degradacji, z 5'-OH i 3'-fosforanami.

S’RNA 5’RNA 5’RNA

Z Z Z

zasada
zasada zasada zasada o
0} o] O
(o] O
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zasada zasada zasada OH
o} 0 0 zasada
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OH

OH

.

———QQ———C

3’'RNA

Rycina 3.1. Schemat fragmentacji RNA w warunkach alkalicznych (Lemire i in., 2016) -
zmodyfikowane

Aby zakonczy¢ reakcje fragmentacji RNA, dodawano 3 M octanu sodu o pH 5,5 do
koncowego stezenia 0,1 M, a nastepnie ponownie oczyszczano z wykorzystaniem zestawu
RNA Clean & Concentrate -25. Tak przygotowane mRNA poddawano defosforylacji koricéw
3’ oraz kolejnym procesom, ktérych procedura jest wspdlna z protokotem dla profilowania

rybosomow i zostang oméwione w dalszej czesci rozdziatu.

Probki przeznaczone na RIBO-seq trawiono z wykorzystaniem nukleazy mikrokokowej
(MNaza) o stezeniu kornicowym 712,5 U/1 mg RNA przez 45 minut w 25°C w warunkach
wytrzgsania, a nastepnie oczyszczano za pomocg zestawu RNA Clean & Concentrate -25. W
celu dokonania selekcji dtugosci uzyskanych odciskéw rybosoméw (ang. ribosomal
footprints) strawione RNA poddawano elektroforezie w 15% zelu poliakrylamidowym
(PAGE) z dodatkiem 8 M mocznika, w buforze TBE (90 mM Tris, 90 mM kwas borowy, 2 mM
EDTA), przy napieciu 180 V. Przed natozeniem prdébek, w celu ogrzania zelu, uruchamiano
na 15 min elektroforeze wstepng (ang. pre-run) przy tym samym napieciu 180 V. Po
zakonczeniu elektroforezy, zel wybarwiano barwnikiem SYBR Gold w celu wizualizacji RNA,
a nastepnie sterylng igtg wycinano fragmenty, zawierajgce odcinki mRNA o diugosci w

zakresie 26 — 32 nukleotydéw. Fragmenty zelu inkubowano z wytrzgsaniem w 10°C przez
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noc w buforze do izolacji RNA z zelu poliakrylamidowego. Wyizolowane RNA oczyszczano
za pomocy zestawu RNA Clean & Concentrate, a nastepnie poddawano defosforylacji

koncow 3’.

W wyniku zabiegdw molekularnych (fragmentacja oraz trawienie MNazg), zaréwno
pofragmentowane odcinki mRNA przeznaczone na RNA-seq, jak rowniez odciski
rybosomow przeznaczone na RIBO-seq, posiadajg odwrotnie zlokalizowane grupy OH i
fosforanowg na zakoniczeniach swoich czasteczek niz ma to miejsce naturalnie w kwasach
nukleinowych, tzn. na koricu 5' wystepuje grupa OH, a na 3’ kocu wolny fosforan. W
zwigzku z tym, przed tworzeniem bibliotek cDNA wymagana jest fosforylacja koricéw, aby
poszczegdlne odczynniki, takie jak adaptery 3’ i 5’, wykorzystywane w kolejnych etapach,
mogty zwigzaé sie prawidtowo. Pierwszym krokiem jest defosforylacja koncéow 3’ z
wykorzystaniem T4 PNK o stezeniu koncowym 0,5 U/uL. T4 PNK jest enzymem
bifunkcyjnym i posiada zaréwno wtasciwosci 3’-fosfatazy, jak réwniez 5’-kinazy, dla ktérej
substratem i donorem fosforanu jest ATP (L. K. Wang i in., 2002). Dlatego, po 1,5 godzinne;j
inkubacji w 37°C do mieszaniny reakcyjnej dodawano 3 pL 1 mM ATP i kontynuowano
inkubacje przez godzine w celu fosforylacji koncéw 5’, a nastepnie RNA oczyszczano

zestawem RNA Clean & Concentrate -25 i uzyto do przygotowania bibliotek cDNA.

Biblioteki cDNA przygotowano z wykorzystaniem zestawu Multiplex Small RNA
Library Prep Set for lllumina (New England Biolabs). Procedura jest wieloetapowa i
rozpoczyna sie ligacjg adaptera 3’, nastepnie hybrydyzowany jest primer RT, umozliwiajacy
przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrypcji (Ryc. 3.2). Taki kompleks poddaje sie
nastepnie ligacji do adaptera 5 i dopiero po tym etapie przeprowadza odwrotng
transkrypcje, dzieki ktdrej powstaje czgsteczka cDNA oflankowana sekwencjami
adapterowymi. Ostatnim krokiem przed sekwencjonowaniem jest dodanie indeksdw,
pozwalajgcych na pdiniejszg identyfikacje biblioteki, i namnozenie czgsteczek cDNA za

pomocg tancuchowej reakcji polimerazy (PCR).
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Defosforylacja 3' i fosforylacja 5'
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Rycina 3.2. Schemat przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania RNA-seq i RIBO-seq

(Kopik i in., 2021) - zmodyfikowane

Biblioteki wykonano postepujac zgodnie z protokotem producenta za wyjatkiem

nastepujacych rdznic:

e po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej 3' Ligation Reaction Buffer (2X) oraz 3'

Ligation Enzyme, inkubacje przeprowadzano w 37°C przez 2,5 godziny, zamiast

w 25°C przez 1 godzineg;

e hybrydyzacje primera do odwrotnej transkrypcji przeprowadzano wedtug

zmodyfikowanego programu: 5 minut w 75°C, 30 minut w 37°C, o= w 4°C,

zamiast 5 minut w 75°C, 15 minut w 37°C, 15 minut w 25°C, o= w 4°C;

e ligacje adaptera 5’ SR przeprowadzono w 37°C przez 2,5 godziny, zamiast w 25°C

przez 1 godzine.

Biblioteki cDNA poddawano elektroforezie PAGE w 6% zelu poliakrylamidowym w

buforze TBE. Przed natozeniem prdbek, w celu ogrzania zelu, uruchamiano elektroforeze
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wstepng (ang. pre-run) na 10 min przy napieciu 180 V. Wifasciwa elektroforeze
przeprowadzano przy napieciu poczatkowo 120 V, a nastepnie, po wejsciu probek w zel,
podwyzszano napiecie do 180 V. Po zakoriczeniu elektroforezy, zel wybarwiano barwnikiem
SYBR Gold, a nastepnie wycinano fragmenty, zawierajgce odcinki cDNA o dtugosci w
zakresie 135-180 nt dla RNA-seq oraz 135-170 nt dla RIBO-seq. Fragmenty zelu
inkubowano z wytrzgsaniem w 10°C przez noc w wodzie traktowanej DEPC w celu ekstrakgcji
cDNA. Wyekstrahowane biblioteki oczyszczano za pomocg zestawu DNA Clean &
Concentrate -5. Sekwencjonowanie 50 par zasad z jednego korica czgsteczki (ang. single-
end sequencing) zostato wykonane na urzgdzeniu Illumina NextSeq500 przez Genomed S.A.
(Warszawa, Polska) w przypadku pierwszego powtdrzenia lub przez Laboratorium

Specjalistyczne Genomiki CeNT (Warszawa, Polska) w przypadku drugiego powtdrzenia.

6.7. Obserwacje procesu sporulacji pod mikroskopem konfokalnym

W celu monitorowania procesu sporulacji, hodowle badanych szczepow B. subtilis
obserwowano pod mikroskopem konfokalnym. Prébki z hodowli pobierano przed indukcja
sporulacji (TO), a takze co godzine przez siedem godzin trwania procesu sporulacji (T1-T7).
Komorki szczepow WT-GFP oraz 3KO-GFP inkubowano przez 3 minuty z barwnikiem
SynaptoRed (stezenie koricowe 10 pg/mL) dla uwidocznienia bton komaérkowych oraz DAPI
(stezenie koricowe 5 pg/mL) dla uwidocznienia bakteryjnego DNA. Ponadto szczepy WT-
GFP oraz 3KO-GFP byty wyznakowane GFP na C-koncu biatka rybosomalnego S2 w celu
detekcji lokalizacji rybosoméw. W celu wizualizacji procesu translacji in vivo, komorki
szczepodw WT oraz 3KO barwiono O-propargilo-puromycyng (OPP) przy uzyciu zestawu
Click-iT Plus OPP Alexa Fluor 488 Protein Synthesis Assay Kit (Invitrogen), postepujac
zgodnie z protokotem producenta. Zasada dziatania zestawu polega na tym, ze po dodaniu
OPP do pozywki, jest ono pobierane przez komdrke, w ktérej nastepnie dochodzi do
inkorporacji OPP do nowo syntezowanych polipeptydéw (J. Liu i in., 2012). Jako
strukturalny analog aminoacylo-tRNA, OPP jest zdolne do wejscia do miejsca A rybosomu i
utworzenia kowalencyjnego wigzania z koncem karboksylowym powstajgcego polipeptydu,
co powoduje przedwczesng terminacje translacji i uwolnienie taicucha peptydowego
(Ryc. 3.3). Na koniec OPP jest chemoselektywnie wyznakowane fluorescencyjnym
barwnikiem Alexa Fluor, co umozliwia wykrycie zmodyfikowanych biatek za pomocg analizy

obrazowej. Poniewaz barwnik ten wykazuje fluorescencje o zblizonej dtugosci fali co GFP,
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przy barwieniu OPP-Alexa nie mozna byfo uzy¢ szczepédw WT-GFP oraz 3KO-GFP, dlatego

uzyto szczepdw niewyznakowanych GFP.
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Rycina 3.3. Schemat dziatania OPP (J. Liu i in., 2012) - zmodyfikowane

Barwienie komérek bakteryjnych B. subtilis zestawem Click-iT Plus OPP Alexa Fluor
488 Protein Synthesis Assay Kit przeprowadzano w nastepujgcy sposob. 200 pL zawiesiny
komodrkowej, pobieranej z hodowli w odpowiednich punktach czasowych (TO-T7),
inkubowano z Click-iT OPP o koncowym stezeniu 13 puM przez 20 minut w 37°C z
wytrzgsaniem. Nastepnie komadrki utrwalano, zawieszajgc w 100 pL 3,7% formaldehydu w
roztworze PBS o pH 7,2-7,6 iinkubujac przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Roztwér
formaldehydu usuwano, a utrwalone komérki permeabilizowano z wykorzystaniem
roztworu 0,5% Triton X-100 w PBS przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
komorki przemywano roztworem PBS i zawieszano w roztworze reakcyjnym (Click-iT® Plus
OPP reaction cocktail), przygotowanym wedtug protokotu producenta, i inkubowano 20
minut w ciemnosci w temperaturze pokojowej, w celu zwigzania OPP przez fluorochrom
Alexa 488. Na koniec przeptukano komorki roztworem Click-iT Reaction Rinse Buffer i

zawieszono w PBS.

Wybarwione komodrki immobilizowano na szkietku podstawowym pokrytym $wiezo
przygotowang cienkg warstwg 1% agarozy i przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Tak
przygotowane preparaty wykorzystywano do obserwacji mikroskopowych przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego przeprowadzonych wraz dr Matgorzatg Lichockg w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie w

dwdch powtdrzeniach biologicznych dla kazdego szczepu.
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Obserwacje wykonywano za pomocg mikroskopu konfokalnego zbudowanego na
bazie odwréconego mikroskopu Eclipse TE2000-E (Nikon) z gtowicg konfokalng C1 (Nikon).
W obserwacjach wykorzystano obiektyw CFI Plan Apochromat 100X Oil (N.A. 1.40). Do
analizy lokalizacji subkomdrkowej biatek tagowanych GFP lub Alexa Fluor 488 uzywano
lasera szafirowego o dtugosci fali 488 nm, zwierciadfa dichroicznego 505 oraz filtra
emisyjnego 515/30. W przypadku barwienia DAPI obrazowanie wykonano z uzyciem lasera
diodowego o dtugosci fali 408 nm, zwierciadta dichroicznego 455 i filtra emisyjnego 450/35.
Komérki barwione SynaptoRed C2 obserwowano wykorzystujgc laser gazowy helowo-
neonowy (He-Ne) o dtugosci fali 543 nm, zwierciadto dichroiczne 565 i filtr emisyjny

605/75 nm. Obrobki zdje¢ dokonywano w programie Fili.

6.8. Test wydajnosci germinacji (ang. germination frequency assay)

W celu zbadania wydajnosci germinacji szczepéw B. subtilis, zaindukowano proces
sporulacji tak, jak to opisano w sekgji /ll. 5. 5. Indukcja sporulacji u Bacillus subtilis. Komorki
bakteryjne pozostawiano w pozywce AB w 37°C w warunkach wytrzgsania przez noc, aby
spory dojrzaty. Nastepnego dnia hodowle rozcieinczano do ODeoo = 1,5 w objetosci 500 pL.
Potowe tak przygotowanej zawiesiny bakteryjnej inkubowano przez 40 minut w 90°C i
traktowano jako prébe badang, zas drugg potowe, niepodgrzewang do temperatury 90°C,
pozostawiono jako kontrole. Nastepnie, zaréwno dla préb kontrolnych, jak i badawczych,
wykonano szereg rozciericzeri (od 10! do 107) w 96-dotkowych ptytkach, a wybrane
rozcieficzenia (od 10* do 10°) wysiano na ptytkach Petriego z agarem odzywczym i
inkubowano przez 24 godziny w 30°C. Po tym czasie zaobserwowane kolonie zliczano i
obliczano procentowg wydajnos$é germinacji dzielgc liczbe kolonii uzyskanych ze spor
poddanych inkubacji w wysokiej temperaturze przez liczbe kolonii uzyskanych ze spor
niepoddanych inkubacji i mnozgc przez 100%. Eksperyment przeprowadzono pieciokrotnie

w trzech powtdérzeniach biologicznych dla kazdego szczepu.

6.9. Krzywa wzrostu dla germinujgcych spor Bacillus subtilis
W celu wyznaczenia krzywej wzrostu dla germinujgcych spor B. subtilis, poczgtkowo
eksperyment przeprowadzano podobnie jak dla okreslenia wydajnosci germinacji, tj.
komorki bakteryjne pozostawiano w pozywce AB w 37°C w warunkach wytrzgsania przez
noc, a nastepnie hodowle rozcienczano do ODeoo = 1,5 w objetosci 30 mL. Potowe tak

przygotowanej zawiesiny spor inkubowano przez 40 minut w 90°C i traktowano jako prébe
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badawczg, zas drugg potowe pozostawiono jako kontrole. Z tak traktowanych zawiesin spor
rozpoczynano nastepnie hodowle od ODggo = 0,1, przeprowadzajgc jg w 100 mL pozywki LB.
Co 40 minut wykonywano pomiar ODego hodowli z wykorzystaniem spektrofotometru.
Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie w trzech powtdérzeniach biologicznych dla

kazdego szczepu.

6.10. Obserwacje procesu germinacji pod mikroskopem konfokalnym

W celu monitorowania procesu germinacji, sporulacje i germinacje przeprowadzano
analogicznie, jak opisano w sekgcji //I.5.9. Krzywa wzrostu dla germinujgcych spor Bacillus
subtilis. Prébki pobierano przed inkubacjg dojrzatych, catonocnych spor w wysokiej
temperaturze (T-1); w momencie rozpoczecia hodowli z tak potraktowanych spor, co
traktuje sie w niniejszej rozprawie jako indukcja germinacji (TO); a takze co 30 minut przez
pierwsze dwie godziny trwania procesu germinacji (T1-T4) oraz na trzy godziny po indukcji
germinacji (T6). Pobrane probki poddawano obserwacji pod mikroskopem konfokalnym w
sposOb analogiczny, jak to opisano w sekcji /ll.5.7. Obserwacje procesu sporulacji pod
mikroskopem konfokalnym. Eksperyment przeprowadzono jednokrotnie w dwdch

powtdrzeniach biologicznych dla kazdego szczepu.
7. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki przedstawiono jako $rednia z powtdrzen z uwzglednieniem
odchylenia standardowego. Sprawdzenie normalnosci rozktadu zmiennych w badanych
grupach wykonano za pomocga testu normalnosci Shapiro—Wilka. Do zbadania réznic
pomiedzy dwiema grupami zastosowano test t-Studenta, a w przypadku niespetnienia
warunkéw do jego uzycia — test U Manna—Whitneya. Poréwnanie trzech grup wykonano
przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA wraz z testem HSD Tukeya.
Przyjeto poziom istotnosci p < 0,05, wskazujgcy na istnienie istotnych statystycznie réznic
lub zaleznosci. Jesli nie zaznaczono inaczej, otrzymane wyniki przedstawiono w postaci
Sredniej arytmetycznej z uwzglednieniem odchylenia standardowego (+ SD). Badania
statystyczne przeprowadzono z uzyciem oprogramowania komputerowego Statistica 13

(StatSoft, Polska).
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7.1. Pomiar dtugosci komorek bakteryjnych i spor szczepow B. subtilis oraz
intensywnosci fluorescencji GFP-RpsB i OPP-Alexa

Na podstawie zdje¢ uzyskanych spod mikroskopu konfokalnego (//1.6.7. Obserwacje

procesu sporulacji pod mikroskopem konfokalnym oraz 111.6.10. Obserwacje procesu

germinacji pod mikroskopem konfokalnym) dokonano pomiaru dtugosci komorek

bakteryjnych i spor oraz intensywnosci fluorescencji GFP-RpsB i OPP-Alexa. Pomiary

wykonywano programem Fili (Schindelin iin., 2012) na 300 komdrkach bakteryjnych lub na

50 sporach dla kazdego szczepu i punktu czasowego.

7.2. Stworzenie wykreséw sredniego natezenia fluorescencji
Wykresy $redniego natezenia fluorescencji OPP lub GFP w komdrce wykonano,
dzielgc kazdg komodrke bakteryjng na 50 odcinkéw, a nastepnie dla kazdego odcinka
obliczano srednie natezenie fluorescencji i przedstawiano jako reprezentacje komérki w

danym punkcie czasowym.

8. Analiza bioinformatyczna

Bioinformatyczna analiza danych zostata wykonana przy informatycznym wsparciu
mgr Przemystawa Latocha, cztonka grupy badawczej doktor habilitowanej Agaty Starosty,
Pracownia Translatomiki Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w
Warszawie, Polska. Dane zostaty przefiltrowane z adapterdw oraz odczytdw niskiej jakosci
przez firmy dokonujgce sekwencjonowania. Z otrzymanych danych za pomocg programu
Bowtie2 usunieto odczyty rRNA i tRNA (Langmead & Salzberg, 2012). Tak przefiltrowane
odczyty poddano kontroli jakosci przy uzyciu programu FastQC (Andrews, 2020) i
zmapowano za pomocg programu STAR (Dobin i in., 2013) do referencyjnego genomu
Bacillu subtilis 168. Liczbe odczytow znormalizowano, wykorzystujgc metode TPM (ang.
transcript per milion). Podobienstwo powtdrzen eksperymentu RNA-seq i RIBO-seq
sprawdzono, obliczajgc wspdtczynnik korelacji r-Pearsona. Wykresy PCA oraz mapy ciepta
tworzono przy uzyciu aplikacji DEBrowser v1.26.3 (Kucukural i in., 2019). Rdznice w
ekspresji genéw badano z wykorzystaniem programu DESeq2 (Love i in., 2014), a réznice w
translacji za pomocg programu Riborex (Li i in.,, 2017). Ich istotno$¢ statystyczng

sprawdzano testem Walda, a za poziom istotnosci przyjeto p < 0,01.
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IV. Wyniki

1. Charakterystyka fenotypowa szczepdw B. subtilis WT i 3KO
1.1. Krzywe wzrostu szczepow B. subtilis WT i 3KO

Pierwszy etap eksperymentéw dotyczyt badan przesiewowych przeprowadzanych dla

szczepow B. subtilis WT i 3KO w celu wykrycia réznic fenotypowych.

Pierwszym krokiem byto wyznaczenie krzywych wzrostowych dla szczepu
kontrolnego (WT) oraz szczepu badanego (3KO). Poréwnanie krzywych wykazato, ze oba

szczepy rosng podobnie we wszystkich zbadanych pozywkach, tj. LB, CH oraz BMM

(Ryc. 4.1).
LB CH BMM
5 4 0,6
4 3
0,4
g3 g g
a a? o
(O] @) @)
0,2
1 1
0 0 0
0 250 500 0 200 400 0 225 450
WT czas [min] czas [min] czas [min]
—o— 3KO

Rycina 4.1. Krzywe wzrostu dla szczepu kontrolnego (WT) oraz szczepu badanego (3KO) w
pozywce LB, CH i BMM.

1.2. Wptyw wybranych zwigzkéw chemicznych na wzrost i rozwéj szczepow

Nastepnie zbadano wptyw wybranych zwigzkéw chemicznych, w tym antybiotykow,
detergentéw i soli, na wzrost i rozwdj szczepow. Metoda dyfuzji dyskowe] nie wykryta
réznic pomiedzy szczepem kontrolnym a badanym dla zadnego z przebadanych zwigzkdow
chemicznych (Tab. 4.1). Rdznice w $rednicy obszaru inhibicji wzrostu pomiedzy szczepami
plasowaty sie w granicy btedu wyznaczonej przez kontrole (dysk nasgczony 50 ug/mL
kanamycyng), tj. 1 mm. Zakwaszenie podtoza, wskazujgce na metabolizowanie
weglowodandéw, wykryte za pomocg zastosowania agaru z purpurg bromokrezolows,

zaobserwowano dla obu szczepdw, kiedy badano Tween-20 o stezeniu co najmniej 10%.
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Tabela 4.1. Steienia oraz srednica obszaru inhibicji wzrostu dla wybranych zwigzkéw
chemicznych wykryte metodgq dyfuzji ptytkowej. ,-” oznacza brak obszaru inhibicji. Pogrubieniem
zaznaczono réznice miedzy szczepem kontrolnym (WT) a badanym (3KO).

Ptytki z agarem

Ptytki z agarem i purpurg
bromokrezolowa

cfzm:rfizcilr(\y stezenie Srednica WT s’rz?(r:)ica Srednica WT | srednica 3KO
25 pg/mL 9mm 9mm 8 mm 8 mm
ampicylina 50 pg/mL 12 mm 12 mm 10 mm 10 mm
100 pg/mL 15 mm 15 mm 13 mm 13 mm
5 pg/mL 8 mm 8 mm 7 mm 7 mm
kwas fusydowy | 109 yg/mL 12 mm 12 mm 14 mm 14 mm
15 pg/mL 14 mm 14 mm 16 mm 16 mm
2,5 mg/mL 12 mm 12 mm 10 mm 10 mm
spektynomycyna | 5 mg/m( 14 mm 14 mm 12,5 mm 12,5 mm
100 mg/mL 24 mm 24 mm 25 mm 25 mm
5 ug/mL 11 mm 11 mm 9 mm 9 mm
tiostrepton 7,5 pg/mL 13 mm 13 mm 11 mm 12 mm
10 pg/mL 14 mm 14 mm 12,5 mm 13,5 mm
1,25 mg/mL | 8 mm 8 mm - -
lizozym 2,5 mg/mL 9mm 9 mm - -
10 mg/mL 11 mm 11 mm 9 mm 8,5 mm
4% 12,5 mm 13 mm 11,5 mm 12 mm
Sbs 6% 13 mm 14 mm 12,5 mm 12,5 mm
8% 14 mm 14,5 mm 13,5 mm 13 mm
5% - - - -
Tween-20 15% - - - -
25% - - - -
12,5 mg/mL | - - - -
Na2504 50 mg/mL - = - -
200 mg/mL - = - i,
43,75 mg/mL | 11 mm 11 mm 9 mm 9 mm
MnS0Oq 87,5mg/mL | 13 mm 12,5 mm 10 mm 10 mm
175 mg/mL 14 mm 14 mm 12 mm 12 mm
25 mg/mL 10 mm 10 mm 10 mm 10,5 mm
ZnCl 50 mg/mL 13 mm 12,5 mm 11 mm 11,5 mm
100 mg/mL 19 mm 19 mm 16 mm 17,5 mm
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1.3.0znaczenie ilosci tworzonego biofilmu przez szczepy B. subtilis WT, 3KO i BGSC

W dalszej kolejnosci zbadano zdolnos¢ szczepdw B. subtilis WT i 3KO do tworzenia
biofilmu. W poréwnaniu do pozywki LB, zastosowanie pozywki LBGM znaczgco zwiekszyto
ilos¢ tworzonego biofilmu dla obu szczepdw oraz poprawito pordwnywalnos¢ wynikdw,
dlatego zdecydowano sie wykorzystywa¢ pozywke LBGM do inkubacji w warunkach
stacjonarnych. W zadnym wariancie eksperymentu (inkubacja przez trzy dni w szklanych
probdéwkach oraz inkubacja przez pie¢ dni w plastikowych falkonach) nie zaobserwowano
réznic w ilosci tworzonego biofilmu pomiedzy szczepami WT oraz 3KO (Tab. 4.2, Ryc. 4.2).
Pozywki w obu przypadkach pozostaty klarowne, a obecnos¢ komdrek bakteryjnych byta
wyraznie ograniczona niemal catkowicie do obszaru biofilmu, tworzonego na powierzchni
pozywki (Ryc. 4.3).

Tabela 4.2. Wartosci ODsgo biofilméw utworzonych przez szczepy B. subtilis: kontrolny (WT),
badany (3KO) oraz BGSC. Rdéznice istotne statystycznie oznaczono poprzez ,*” (p-value < 0,05).

Inkubacja przez trzy dni w szklanych probowkach:

Srednie ODsgp
WT 0,31 +0,037
3KO 0,31+0,043

Inkubacja przez pie¢ dni w plastikowych falkonach:

Srednie ODsgp

WT 0,61+0,118

3KO 0,68 +0,224

BGSC 0,19 + 0,084*
0,4 1

o -- 0
0,8

0,3 ’
! 0,7

8“‘ 0,2 g’ 0,5
3
0,15 0,4
0,3
0,1
’ ]
0,05 0,1
0 0
B wt M 3Ko W wt [ 3k0 [ BGSC

Rycina 4.2. Histogram tworzenia biofilmu przez szczepy B. subtilis: kontrolny (WT), badany (3KO)
oraz BGSC. A) Inkubacja przez trzy dni w szklanych probdwkach. B) Inkubacja przez pie¢ dni w
plastikowych falkonach. Rdznice istotne statystycznie oznaczono poprzez ,*” (p-value < 0,05).
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Dla dodatkowej weryfikacji poprawnosci wynikow uzyto dodatkowego szczepu
B. subtilis BGSC, ktéry jako udomowiony szczep laboratoryjny, powinien cechowac sie niska
zdolnoscia do tworzenia biofilmu (McLoon, Guttenplan, i in.,, 2011), co zostato
potwierdzone eksperymentalnie (Tab. 4.2, Ryc. 4.2). Hodowla szczepu B. subtilis BGSC
cechowata sie znaczaco stabiej rozwinietym biofilmem, ktéry fatwo odrywat sie i opadat na

dno oraz zmetnieniem pozywki (Ryc. 4.3).

=1

Rycina 4.3. Tworzenia biofilmu przez szczepy B. subtilis: kontrolny (WT), badany (3KO) oraz BGSC.
A) Inkubacja przez trzy dni w szklanych probéwkach. B) Inkubacja przez pie¢ dni w plastikowych
falkonach.

1.4.Test mobilnosci szczepow B. subtilis WT i 3KO

Kolejnym aspektem fenotypowym, ktéry zostat zbadany, byta mobilnos¢ szczepdw
B. subtilis WT i 3KO. Wykryto istotne statystycznie réznice w mobilnosci obu przebadanych
szczepow, jezeli pozywka zawierata £ 0,33% agaru, przy czym szczep 3KO wykazat znaczaco
mniejszg mobilnos¢ (test U Manna—Whitneya; U = 0; p < 0,05) (Tab. 4.3, Ryc. 4.4).

Tabela 4.3. Srednice hodowli szczepéw B. subtilis: kontrolny (WT) i badany (3KO) wyrazone w cm.
ns — nieistotne statystycznie (test U Manna—Whitneya; U = 2; p > 0,05)

Zawartos$¢ procentowa agaru w potptynnej pozywce LB

0,22% 0,25% 0,30% 0,33% 0,35%
WT 6,83+0,189 | 3,75+0,058 | 1,85+0,058 | 1,10 2,50+ 0,196
3KO 5,93 +0,096 | 3,20+0,082 | 1,48 +0,050 | 0,88 +0,050 | 2,17 + 0,191
réznica w Srednicy | 0,90 0,55 0,37 0,22 ns
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Rycina 4.4. Mobilnos¢ szczepow B. subtilis: kontrolny (WT) i badany (3KO) na ptytkach Petriego z
p6tptynnym podiozem LB zawierajacym 0,22%, 0,25%, 0,30%, 0,33% lub 0,35% agar

2. Analiza danych RNA-seq i RIBO-seq

2.1. Uzyskanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania RNA-seq i RIBO-seq

Przeprowadzenie hodowli bakteryjnych, zebranie osadu komérkowego, izolacja RNA,
jego oczyszczanie oraz skonstruowanie bibliotek cDNA zostato wykonane w dwdch
niezaleznych powtdrzeniach biologicznych, przy czym bezposrednio uczestniczytam w
realizacji jednego z nich. Wyniki pojedynczego powtdrzenia, zrealizowanego z moim

udziatem, przedstawiono ponize;j.

Generalnie, klarowne lizaty pozyskiwane ze 100 mL hodowli poszczegdlnych
szczepOw B. subtilis zawieraty $rednio 1-4 mg catkowitego RNA, przy czym ilos¢ RNA

spadata w miare postepu sporulacji (Tab. 4.4).

Tabela 4.4. Stezenie i zawartos$¢ catkowitego RNA w poszczegdlnych lizatach hodowli szczepéw
B. subtilis: kontrolny (WT) i badany (3KO)

Szczep ZZ‘LT;;IC:?;Z‘Q’ZI Ste[z:g”/'ESNA Zawa[::;c RNA | A260/A280 | A260/A230
TO 5845 3,2 1,57 0,83
T1 8385 4,6 1,62 0,83
T2 3568 2,0 1,42 0,60
wr L7 2645 1,5 1,27 0,48
T4 3525 1,9 1,38 0,56
TS5 3717 2,0 1,37 0,61
T6 1653 0,9 1,11 0,43
17 2513 1,4 0,87 0,30
3k0 | TO 7013 3,9 1,61 0,89
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T1 6275 3,5 1,58 0,79
T2 2416 1,3 1,40 0,61
T3 3439 1,9 1,42 0,65
T4 3690 2,0 1,39 0,59
T5 2967 1,6 1,35 0,61
T6 2394 1,3 1,26 0,56
T7 2989 1,6 0,9 0,35

Jak opisano w rozdziale ,Materiaty i metody”, klarowne lizaty podzielono na dwa
zestawy probek, jeden przeznaczony na RNA-seq, za$ drugi na RIBO-seq. Proébki
przeznaczone na RNA-seq po oczyszczeniu zawieraty Srednio 261 pg RNA, a ich jakos$¢

(mierzona stosunkiem A260/A280 oraz A260/A230) ulegta znacznej poprawie (Tab. 4.5).

Tabela 4.5. Stezenie i zawartos$¢ catkowitego RNA po oczyszczaniu w poszczegdélnych prébkach
przeznaczonych na RNA-seq

Szczep Z'De‘:)’:';tnic:apsr‘;";zi Ste[z:;/'ﬁSNA Zawar[ﬁ’;]c RNA | A260/A280 | A260/A230
T0 10274,1 513,7 2,14 2,35
T1 5671,3 283,6 2,14 2,24
T2 3441,9 172,1 2,13 2,22
T3 3206,6 160,3 2,13 2,17

VT, 5599,7 280,0 2,15 2,29
TS5 6562,2 328,1 2,08 2,31
T6 757 37,9 2,01 1,95
7 480 24,0 1,9 1,51
T0 8279,1 414,0 2,12 2,08
T1 10118,3 505,9 2,12 2,33
T2 3150,0 157,5 2,12 2,30

wo |3 2573,9 128,7 2,13 2,34
T4 5861,1 293,1 2,14 2,28
TS5 4865,3 243,3 2,13 2,29
T6 2073,1 103,7 2,12 2,33
7 1495,5 74,8 2,02 1,99

8 ug RNA kazdej prébki przeznaczonej na RNA-seq poddano deplecji rRNA, tak jak to
opisano w rozdziale ,Materiaty i metody”, uzyskujgc srednio 3,7 ug RNA, ktdre uznaje sie

za oczyszczone mRNA (Tab. 4.6). Tym samym usuwano srednio 46% zanieczyszczen, ktore
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stanowi rRNA. Nastepnie przeprowadzono fragmentacje mRNA, tak jak to opisano w

rozdziale ,,Materiaty i metody”.

Tabela 4.6. Stezenie i zawartos¢ mRNA po deplecji rRNA dla poszczegdlnych probek
przeznaczonych na RNA-seq

Szczep ZZ‘L’:';;?:ZS;";L Ste[zrfg/'ﬁSNA Zawar[ﬁ’gsic RNA | A260/A280 | A260/A230
T0 62,7 3,1 1,99 1,75
T1 78,8 3,9 1,98 1,81
T2 55,0 2,8 1,97 0,68

wr L3 66,1 3,3 2,00 1,69
T4 93,7 4,7 1,97 1,69
TS5 68,3 3,4 1,99 2,33
T6 85,0 4,2 1,97 2,00
7 90,1 4,5 1,89 1,74
T0 60,9 3 2,04 2,26
T1 59,3 2,9 2,00 2,16
T2 74,1 3,7 1,01 2,29

wo |13 135,7 6,3 2,03 2,29
T4 87,0 4,3 2,04 2,27
TS5 82,5 4,1 2,02 2,08
T6 55,8 2,7 1,99 1,88
7 86,1 4,3 1,97 1,95

Prébki przeznaczone na

RIBO-seq, po trawieniu MNazg i

oczyszczeniu, zawieraty

Srednio 43 ug RNA, a ich jakos¢ réwniez ulegta poprawie (Tab. 4.7).

Tabela 4.7. Steienie i zawarto$¢ catkowitego RNA po trawieniu nukleazg i oczyszczaniu w
poszczegdlnych prébkach przeznaczonych na RIBO-seq

Punkt czasowy

Stezenie RNA

Zawartos¢ RNA

S262€P | oy rania probld (ng/ul] L] A260/A280 | A260/A230
T0 1015 50,8 2,12 1,84
T1 715 35,8 2,10 1,64
T2 833,2 41,7 2,09 2,05
wr L7 927,3 46,4 2,10 0,94
T4 847,2 42,4 2,10 2,00
T5 983,6 49,2 2,09 2,16
T6 206 10,3 2,13 1,00
T7 156 7,8 2,04 1,67
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TO 1180,2 59,0 2,11 2,18
T1 1157,4 57,9 2,10 2,19
T2 658,1 32,9 2,09 1,52
SNRE 752,1 37,6 2,08 2,20
T4 885,1 44,3 2,11 1,69
5 750 37,5 2,09 2,15
T6 716,9 35,8 2,10 1,71
T7 646,9 32,3 2,11 2,26

Strawione nukleazg i oczyszczone probki przeznaczone na RIBO-seq poddano
nastepnie selekcji dtugosci z wykorzystaniem elektroforezy na 15% denaturujagcym zelu

poliakrylamidowym, wycinajgc fragmenty zelu pomiedzy 32 nt a 26 nt (Ryc. 4.5).

3KO 3KO 3KO 3KO 3KO 3KOO 3KO 3KO 3KO 3KO
T2 T3 4= TS5 8 T6 T2 T3 T4sET T5 T6

Rycina 4.5. Zdjecia reprezentatywnego 15% denaturujacego zelu poliakrylamidowego przed i po
wycieciu fragmentdéw zelu w celu izolacji odciskow rybosomoéw.

Zaréwno pofragmentowane i oczyszczone mRNA przeznaczone na RNA-seq, jak
rowniez wyizolowane odciski rybosomow przeznaczone na RIBO-seq, poddano
refosforylacji koricéw, a nastepnie wykonano na ich podstawie biblioteki cDNA, tak jak to
opisano w rozdziale ,,Materiaty i metody”. W dalszej kolejnosci dokonano selekcji dtugosci
otrzymanych bibliotek poprzez przeprowadzenie elektroforezy na 6% natywnym zelu
poliakrylamidowym i wyciecie fragmentéw zelu pomiedzy 135 nt a 180 nt dla prébek
przeznaczonych na RNA-seq (Ryc. 4.6) lub pomiedzy 135 nt a 170 nt dla prdbek
przeznaczonych na RIBO-seq (Ryc. 4.7).
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622 nt
404 nt
242 nt
180 nt
123 nt

90 nt
67 nt

Rycina 4.6. Zdjecia reprezentatywnego 6% natywnego zelu poliakrylamidowego przed i po
wycieciu fragmentow zelu w celu izolacji bibliotek cDNA przeznaczonych na RNA-seq. Jako
drabinke DNA zastosowano pBR322 DNA-Mspl Digest.

622 nt

404 nt
242 nt

180 nt

123 nt

90 nt
67 nt

Rycina 4.7. Zdjecia reprezentatywnego 6% natywnego zelu poliakrylamidowego przed i po
wycieciu fragmentow zelu w celu izolacji bibliotek cDNA przeznaczonych na RIBO-seq. Jako
drabinke DNA zastosowano pBR322 DNA-Mspl Digest.

2.2. llosciowa i jakosciowa analiza bibliotek cDNA

Wstepne sprawdzenie jakosci i ilosci bibliotek c¢DNA wykonata firma
przeprowadzajgca sekwencjonowanie, wykorzystujac w tym celu bioanalizer Agilent 2100.
Biblioteki wykazaty dobrg jako$é, o czym swiadczy wyglad wirtualnych zeli (Ryc. 4.8) oraz
elektroferograméw (Ryc. 4.9). Prazki na wirtualnych zZelach oraz piki na
elektroferogramach, ktére reprezentuja biblioteki dla RIBO-seq sg wezsze w poréwnaniu
do tych reprezentujacych biblioteki dla RNA-seq. Analiza elektroferograméw wskazuje na

to, ze biblioteki majg okoto 150 nt dtugosci, co zgadza sie z oczekiwanym rozmiarem
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bibliotek, biorgc pod uwage, ze adaptery i indeksy (ang. barcode) uzywane do
przygotowania biblioteki majg dtugos¢ 119 nt, za$ wstawki 29—30 nt dla RIBO-seq lub 25—
50 nt w przypadku RNA-seq. Okreslona srednia ilos¢ DNA na biblioteke wynosi 32 ng, co

zapewnia wystarczajacg ilos¢ materiatu genetycznego potrzebnego do sekwencjonowania

nowej generacji.

7000 nt

2000 nt
1000 nt
600 nt
500 nt
400 nt

300 nt

200 nt

150 nt
100 nt

35nt

3KO T1 RNA-seq
3KO T1 RIBO-seq
3KO T2 RNA-seq
3KO T2 RIBO-seq
3KO T3 RNA-seq
3KO T3 RIBO-seq
3KO T4 RNA-seq
3KO T4 RIBO-seq
WT TO RIBO-seq
WT T5 RNA-seq
WT T5 RIBO-seq

Rycina 4.8. Zdjecie reprezentatywnego wirtualnego zelu bibliotek cDNA przeznaczonych na RNA-
seq oraz RIBO-seq

[Ful 3KO T1 RNA-seq [Ful 3KO T1 RIBO-seq
1004
0 0— M
T T T I T T TTT 1T TT1 T T T I T T T1TTT 1T TT
35 150 300 500 1000 10380 [bp] 35 150 300 500 1000 10380 [bp]
[Ful WT T5 RNA-seq [Ful WT T5 RIBO-seq
150
500
100
50
0 0 ﬂ;
| I T T T Tl [N I T T TTrT T T
35 150 300 500 10380 [bpl 35 150 300 500 10380 [bpl

Rycina 4.9. Zdjecia wybranych elektroferogramoéw bibliotek cDNA przeznaczonych na RNA-seq
oraz RIBO-seq
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2.3. Bioinformatyczna analiza danych RNA-seq i RIBO-seq

Po przejsciu kontroli jakosci, biblioteki zostaty poddane sekwencjonowaniu 50 par
zasad, z jednego konca czasteczki, na urzadzeniu NextSeq500 Illumina, ktére wykonat
Genomed S.A. przy parametrach: 10 bibliotek na kanat oraz minimum 350 mln odczytdéw
na kanat. Sekwencjonowanie dato 30-57 milionéw odczytéw na prébke dla bibliotek RNA-
seq i 30-50 milionéw odczytow na probke dla bibliotek RIBO-seq. Po usunieciu adapteréw
(ang. trimming) oraz sekwencji o stabej jakosci, ilos¢ odczytéw zmniejszyta sie do 24—47 min
odczytéw na prébke dla prébek RNA-seq i 25—-50 min odczytéw na probke dla prébek RIBO-
seq. Mapowanie, przeprowadzone programem STAR, skutkowato 2,4-9,6 milionem
unikalnie zmapowanych odczytéw na probke dla probek RNA-seq (co stanowi 8-16,8%

ogdlnej liczby odczytéw) oraz 2,3-10,4 miliondw dla prébek RIBO-seq (7,7-22,1%).

Uzyskane dane poddano kontroli jakosci programem FastQC. Sekwencje o dtugosci
bedacej przedmiotem zainteresowania, wynoszgcej <32 nt dla RIBO-seq i <50 nt dla RNA-
seq, wykazywaty bardzo dobrg jakos¢ (Ryc. 4.10). Zawarto$¢ procentowa par GC byta
zgodna z rozktadem teoretycznym. Dodatkowy pik przy 72% na wykresie rozktadu GC dla
biblioteki RIBO-seq moze potencjalnie wskazywac na zanieczyszczenie rRNA, ktére mozna
usung¢ podczas analizy bioinformatycznej za pomoca filtracji rRNA (Cui i in., 2019;
Gerashchenko & Gladyshev, 2017; Verbruggen & Menschaert, 2019). Rozktad dtugosci
sekwencji jest waski dla bibliotek RIBO-seq, z pikiem przy 26-27 nt, podczas gdy rozktad
dtugosci dla bibliotek RNA-seq jest szerszy i waha sie od 15 do 50 nt.
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Rycina 4.10. Zdjecia wykresow (jakosci, zawartosci par GC oraz rozktadu dtugosci sekwencji)
wykonanych programem FastQC dla reprezentatywnych bibliotek

Poniewaz powtdrzenia biologiczne wykonano w rdznych miejscach, przeprowadzono
analize gtéwnych sktadowych (PCA), w celu sprawdzenia czy dane z obu powtdrzen sg ze
sobg prawidlowo skorelowane. Wykres PCA wykazat silng tendencje danych do
porzadkowania sie wzgledem postepu w procesie sporulacji, z wyraznym wyodrebnieniem
pierwszych trzech godzin sporulacji (Ryc. 4.11). Jednoczesnie wykres PCA w znaczgcym

stopniu pokazat podobienistwo duplikatdw. Potwierdzit je rowniez wspdtczynnik korelacji
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Pearsona, ktéry dla kazdego duplikatu wykazat silng korelacje, z mediang wynosz3aca

r=0,93 (Tab. 4.8).
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Rycina 4.11. Schematy wykreséw PCA dla obu powtorzern RNA-seq i RIBO-seq
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Tabela 4.8. Wyniki testu wspoétczynnika korelacji Pearsona dla poszczegdlnych powtdrzen.

p<22*107°

T0

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

WT RNA-seq

0,92

0,98

0,89

0,94

0,93

0,91

0,82

0,98

WT RIBO-seq

0,87

0,95

0,85

0,89

0,90

0,73

0,83

0,98

3KO RNA-seq

0,94

0,98

0,98

0,96

0,92

0,90

0,97

0,95

3KO RIBO-seq

0,90

0,97

0,96

0,97

0,93

0,91

0,95

0,95
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2.4. Analiza RNA-seq i RIBO-seq czynnikdow transkrypcyjnych oH, SpoOA, oF, ok, oG

i oK

Analizujgc wyniki RNA-seq w pierwszej kolejnosci zbadano ekspresje gtéwnych
czynnikdw transkrypcyjnych zwigzanych z procesem sporulacji, czyli oH, SpoOA, oF, oE, oG
oraz oK. Stworzona w tym celu ze znormalizowanych odczytéw mapa ciepta pokazuje
zgodne z oczekiwaniami grupowanie czynnikéow (Ryc. 4.12). oH oraz SpoOA, jako czynniki
wczesnej fazy stacjonarnej, znajdujg sie w oddzielnej grupie niz sporulacyjne czynniki
transkrypcyjne oF, oE, oG oraz oK. Wida¢ réwniez, ze ekspresja oH konczy sie wczesniej niz
Spo0A, ktéra ma miejsce jeszcze w czwartej godzinie po indukcji sporulacji. Mozna takze
zauwazy¢ tendencje do hierarchizowania sporulacyjnych czynnikdw transkrypcyjnych
wzgledem czasu pobrania prébki, a tym samym postepu procesu sporulacji. oF i oE

zgrupowane sg razem, nastepnie oG oraz oK, jako ostatni.

Mapa ciepta wyraznie grupuje oba szczepy w te same punkty czasowe (Ryc. 4.12).
Pokazuje tym samym brak réznic miedzy szczepami WT i 3KO pod wzgledem ekspresji

czynnikdéw oH, Spo0A, oF, oE, oG oraz oK na poziomie transkrypcji.

sigK 1

sigG

sigF

sigE

Spo0A -

sigH

SEESTETEATE TR SRR
KX a7 K57 Ko7 L7 L7 K

/07 &7 &7 07 &7 07
o NN @E N A

SN SR R S S SR S
Q7 Q ,\x/\,\x«,@' KV 27 o7 g™
/07,0 ’ &7 07 &7 07,0
A AF QDR R )

§§

Rycina 4.12. Mapa ciepta ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z procesem
sporulacji, czyli cH, Spo0A, oF, oE, oG oraz oK na poziomie transkrypcji
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2.5.

Analiza RNA-seq i RIBO-seq biatek zwigzanych z procesem sporulacji

W dalszej kolejnosci zbadano ekspresje gtdwnych 60 biatek zwigzanych z procesem

sporulacji, tworzagc w tym celu mape ciepta obu szczepdw dla wszystkim punktow

czasowych (Ryc. 4.13). Podobnie jak poprzednio, generalnie widaé na niej tendencje do

prawidtowego grupowania odczytéw pochodzacych z dwdch réznych szczepdw w te same

punkty czasowe. Ponadto geny uporzgdkowane sg w nastepujace grupy:

te wykazujgce wysokg ekspresje w fazie logarytmicznej (TO) i w pierwszej
godzinie trwania procesu sporulacji (T1). Charakteryzujg sie one jednoczesnie
wyraznie niskg ekspresjg w koicowych godzinach procesu (T5-T7);

te wykazujgce wysoka ekspresje w srodkowych etapach procesu sporulacji,
gtéwnie w drugiej godzinie od indukcji procesu (T2). Cechuja sie one réwniez
niskim poziomem transkrypcji w TO i T1, przy czym mozna zauwazy¢
wyrdzniong podgrupe posrednia, ktdrej transkrypcja jest juz aktywowana w
T1. Cata grupa charakteryzuje sie takze spadkiem ekspresji w koncowych
godzinach procesu (T5-T7);

te wykazujace wysoka ekspresje w trzeciej godzinie procesu sporulacji (T3).
Ich ekspresja we wczesdniejszych godzinach (T0-T2) jest na niskim poziomie.
Rowniez wykazujg spadek transkrypcji w koncowych godzinach procesu (T5-
T7) lecz w mniejszym stopniu niz poprzednia grupa;

te, ktorych transkrypcja jest indukowana w czwartej godzinie procesu

sporulacji (T4), przy czym ich ekspresja jest najwyzsza w pigtej godzinie (T5).

Oprdécz gendw, mapa ciepta wykazata tendencje do grupowania punktéw czasowych w

nastepujacy sposoéb:

moment indukcji sporulacji (TO) oraz jedna godzina po tym zdarzeniu (T1);
srodkowe godziny procesu sporulacji: druga (T2), trzecia (T3) i czwarta (T4);

koricowe godziny procesu sporulacji: pigta (T5), szésta (T6) i siddma (T7).
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Rycina 4.13. Mapa ciepta ekspresji biatek zwigzanych z procesem sporulacji na poziomie
transkrypcji

Mapa ciepta ekspresji na poziomie translacji (Ryc. 4.14), a wiec stworzona na podstawie
odczytéw RIBO-seq, dla tych samych 60 biatek jest bardzo zblizona do mapy ciepta
transkrypcji (Ryc. 4.13). Wyrazniej niz poprzednio (Ryc. 4.13), szczepy s prawidtowo

sparowane w te same punkty czasowe (Ryc. 4.14). Porzagdkowanie punktéw czasowych w
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trzy przedziaty: TO-T1, T2-T4 oraz T5-T7 rowniez jest zachowane. Grupowanie genow jest w

przyblizeniu podobne, z niewielkimi zmianami.

Ll . R S T 2 P T S . ol
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Rycina 4.14. Mapa ciepta ekspresji biatek zwigzanych z procesem sporulacji na poziomie translacji
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2.6. Ekspresja biatek rybosomalnych w trakcie trwania procesu sporulacji

Aby przyjrzeé sie aspektowi biosyntezy rybosomow w trakcie procesu sporulacji,
stworzono mape ciepta ekspresji 55 biatek rybosomalnych na poziomie transkrypcji

(Ryc. 4.15).
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Rycina 4.15. Mapa ciepta ekspresji biatek rybosomalnych na poziomie transkrypcji
W przeciwienstwie do poprzednio stworzonych map ciepta (Ryc. 4.12-14), powstaty wykres
nie pokazuje prawidtowego parowania szczepdw w te same punkty czasowe (Ryc. 4.15).

Transkrypcja biatek rybosomalnych wydaje sie wykazywaé wieksze podobienstwo
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pomiedzy nastepujgcymi po sobie godzinami w obrebie tego samego szczepu, np. para 3KO

TO i 3KO T1.

Trzy geny istotnie réznig sie od pozostatych, przedstawionych na mapie ciepta: rpsNB,
romGC i rpmEB. Lokalizujg sie one skrajnie od siebie, ujawniajgc znaczgce rdznice w swoich
wzorcach ekspresji. romGC i romEB wydajg sie generalnie charakteryzowac niskg
transkrypcjg przez wszystkie punkty czasowe w szczepie 3KO. W przypadku szczepu WT
romGC wykazuje dos¢ silng transkrypcje do czwartej godziny sporulacji, zas romEB przez
caly czas trwania procesu. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz transkrypcja dla genu
rpsNB zostata uwidoczniona przez mape ciepta dla wszystkich punktéw czasowych w

szczepie 3KO oraz dla punktow T1, T3 i T4 w szczepie WT.

O ile wzor ekspresji na poziomie transkrypcji dla genédw rpmEB i romGC byt zgodny z
faktem, iz w szczepie 3KO geny te sg usuniete, o tyle w przypadku rpsNB byt on zaskakujacy.
Z tego powodu sprawdzono ilo$¢ znormalizowanych odczytéw RNA-seq, a takzie
sprawdzono rozmieszczenie zmapowanych odczytéw w programie IGV. W przypadku
wszystkich trzech gendw, liczba ich znormalizowanych odczytéw plasowata sie mocno
ponizej Sredniej w kazdym punkcie czasowym. Gen rpsNB charakteryzowat sie najwieksza
iloscig znormalizowanych odczytéw w punkcie czasowym T1, dlatego wybrano ten punkt

jako reprezentacje dla wizualizacji mapowania odczytéw dla tego genu.

Wizualizacja zmapowanych do rpsNB odczytow RNA-seq i RIBO-seq pokazuje, ze ich
lokalizacja jest ograniczona do poczatku genu (Ryc. 4.16). Oznacza to, ze w szczepie 3KO,
pomimo istnienia puli odczytdw mapujacych sie do genu rpsNB, nie powstaje funkcjonalne

biatko, co jest zgodne z oczekiwaniami.
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Rycina 4.16. Wizualizacja zmapowanych odczytéw RNA-seq i RIBO-seq do genu rpsNB w szczepie
WT i 3KO w pierwszej godzinie po indukcji sporulacji (T1)

Gen rpmEB charakteryzowat sie najwiekszg iloscig znormalizowanych odczytéw w
punkcie czasowym T3, dlatego wybrano ten punkt jako reprezentacje dla wizualizacji

mapowania odczytow dla tego genu.

W przeciwienstwie do poprzedniej ryciny, wizualizacja zmapowanych do romEB odczytéw
RNA-seq i RIBO-seq w szczepie WT pokazuje, ze ich lokalizacja z rézng czestotliwoscia
dotyczy catego genu (Ryc. 4.17). Oznacza to, ze w szczepie WT najprawdopodobniej
powstaje funkcjonalne biatko. Za to w szczepie 3KO duza ilo$¢ sekwencji jest oznaczona
biatym kolorem, co oznacza, ze mapujg sie one do wielu miejsc w genomie i nie mozna ich
jednoznacznie przyporzagdkowaé do konkretnego genu. Ponadto odczyty te sg bardzo
krotkie i nie spetniajg kryteriow dtugosci, w zwigzku z czym mozna je odrzuci¢ z analizy.
Podsumowujac, gen romEB jest przyktadem genu o niskiej ekspresji w szczepie WT i braku

ekspresji w szczepie 3KO, co jest zgodne z oczekiwaniami.
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Rycina 4.17. Wizualizacja zmapowanych odczytéw RNA-seq i RIBO-seq do genu romEB w szczepie
WT i 3KO w trzeciej godzinie po indukcji sporulacji (T3)

Poniewaz ekspresja RpmEB, RpmGC oraz RpsNB jest celowo zablokowana w
szczepie 3KO, stworzono ponownie mape ciepta ekspresji biatek rybosomalnych na

poziomie transkrypcji, wykluczajgc tym razem z analizy wszystkie trzy powyzsze geny.

Po wytgczeniu z analizy RomEB, RpmGC oraz RpsNB prawidtowe grupowanie nie byto
juz zaburzane przez biatka, ktorych geny zostaly celowo usuniete w jednym z
porownywanych szczepéw, czyli 3KO (Ryc. 4.18). Tym samym, szczepy sg prawidtowo
sparowane w te same punkty czasowe. Porzgdkowanie punktéw czasowych w trzy
przedziaty wyglada w tym przypadku inaczej niz w poprzednich mapach ciepta (Ryc. 4.13-
15) i wskazuje na to, ze transkrypcja biatek rybosomalnych stopniowo spada (Ryc. 4.18).
Wzér ekspresji wszystkich przebadanych biatek jest tym razem podobny, jedynym
wyjatkiem jest gen ctc. Koduje on fakultatywne biatko rybosomalne L25, ktére jest
jednoczesnie ogdlnym biatkiem stresu i umozliwia wéwczas prawidtowg translacje

(Schmalisch i in., 2002). Jest to szczegdlnie istotne w sporulacji, poniewaz jego delecja
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powoduje zaburzenie prawidtowego przebiegu procesu. Tym samym szczyt jego ekspresji,

przypadajacy na srodkowe godziny sporulacji (T2-5) jest zgodny z przewidywaniami.
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Rycina 4.18. Mapa ciepta ekspresji biatek rybosomalnych na poziomie transkrypcji z wytaczeniem
genow rpmEB, romGC oraz rpsNB

Mapa ciepta ekspresji na poziomie translacji (Ryc. 4.19), a wiec stworzona na
podstawie odczytéw RIBO-seq, dla tych samych 55 biatek rybosomalnych, pokazuje
podobny wzér do mapy ciepta transkrypcji (Ryc. 4.18), tzn. translacja wszystkich biatek

stopniowo zmniejsza sie wraz z postepem sporulacji. Podobnie jak na mapie ciepfa
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transkrypcji (Ryc. 4.15), powstaty wykres nie pokazuje prawidtowego parowania szczepéw
w te same punkty czasowe (Ryc. 4.19). Zamiast tego grupuje dany szczep w nastepujgce po
sobie punkty czasowe, np. 3KO TO, 3KO T1 i 3KO T2. Tylko ostatnie dwie godziny procesu

sporulacji (T6-T7) sg potgczone razem w grupe, zawierajgcg zaréwno szczep WT, jak i 3KO.

-2

¢ ¢ & & ¢ ¢ & ¢ & Q& Q& ¢ ¢ & & Q&
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Rycina 4.19. Mapa ciepta ekspresji biatek rybosomalnych na poziomie translacji
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Geny romEB, romGCi rpsNB sg wyraznie oddzielone od reszty (Ryc. 4.19). RomEB, podobnie
jak w przypadku transkrypcji (Ryc. 4.15), wykazuje translacje przez caty czas trwania
sporulacji w szczepie WT i jej brak w szczepie 3KO (Ryc. 4.19). Wz6r ekspresji RomGC na
poziomie translacji jest zblizony do tego na poziomie transkrypcji i jest wykrywalny do pigtej
godziny po indukcji sporulacji (T5) w szczepie WT. Tak samo mapa ciepta pokazuje ekspresje
na poziomie translacji RpsNB, tym samym jest ona jednak sprzeczna z jego wzorem
ekspresji na poziomie transkrypcji. Jest to prawdopodobnie spowodowane bardzo matg
iloscig znormalizowanych odczytéw, co sprawia, ze ich fluktuacje wydajg sie bardziej

skrajne.

T T T T T T T T T T T T T
S e R e e M A A N N P
AL EO LGP OO PO
Rycina 4.20. Mapa ciepta ekspresji biatek rybosomalnych na poziomie translacji z wytaczeniem
genow rpmEB, romGC i rpsNB
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Woyfaczenie z analizy RomEB, RpmGC oraz RpsNB zmienia jedynie grupowanie probek
(Ryc. 4.20). Mapa ciepta tgczy woéwczas oba szczepy w dwugodzinne przedziaty, np. WT TO,
WT T1, 3KO T0, 3KO T1. Wzér ekspresji na poziomie translacji biatek rybosomalnych jest
podobny do wzoru ekspresji na poziomie transkrypcji (Ryc. 4.18), czyli maleje wraz z

postepem procesu sporulacji dla wszystkich r-biatek.

Aby sprawdzi¢ czy ekspresja przedstawionych na mapie ciepta (Ryc. 4.17) biatek
rybosomalnych zanika catkowicie w ostatnich dwéch godzinach sporulacji (T6-T7),
sprawdzono ilo$¢ znormalizowanych odczytéw RNA-seq, a takze sprawdzono
rozmieszczenie zmapowanych odczytdw w programie IGV. Generalnie, mimo spadku ilosci
znormalizowanych odczytdw RNA-seq dla r-biatek, przekraczaty one wartosci Srednie w
kazdym punkcie czasowym. Dla lepszej czytelnosci wynikéw, w tabeli zawarto jedynie te
geny biatek rybosomalnych, ktérych odczyty RNA-seq nie przekroczyty sredniej w

ktorymkolwiek punkcie czasowym (Tab. 4.9).

Tabela 4.9. Wykaz zbadanych genéw biatek rybosomalnych, ktérych znormalizowane odczyty
RNA-seq nie przekroczyty Sredniej. Krzyzykiem zaznaczono nieprzekroczenie Sredniej. Gen spollE
zastosowano jako przyktad genu, ktorego ekspresja w konkretnym punkcie czasowym jest istotna
dla prawidtowego przebiegu sporulacji.

c
(3]

O

rplGB
rpll
romGA
romGB
romJ
rpsD
rpsF
rpsT
spollE

3KO TO
3KOT1
3KO T2
3KO T3
3KO T4
3KO T5
3KO T6
3KO T7
WT TO
WTT1
WT T2
WT T3
WT T4
WT T5
WT T6
WT 17

Zmapowane odczyty RNA-seq i RIBO-seq widac réwniez w programie IGV, stuzgcym do
wizualizacji uzyskanych sekwencji. Dla lepszej czytelnosci wynikdw, na rycinie

przedstawiono tylko jeden gen, rpsB, jako reprezentacje (Ryc. 4.21).
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Rycina 4.21. Wizualizacja zmapowanych odczytéw RNA-seq i RIBO-seq do genu rpsB w szczepie
WT i 3KO w siédmej godzinie po indukcji sporulacji (T7)

Poczynione analizy wskazujg, ze mimo iz ekspresja gendw biatek rybosomalnych znaczaco
spada w trakcie procesu sporulacji, wcigz zachodzi nawet siedem godzin od indukcji

sporulacji, chociaz na znacznie nizszym poziomie.

2.7. Roéznice w ekspresji gendw pomiedzy szczepami B. subtilis WT i 3KO

Réznica w ekspresji gendw na poziomie transkrypcji miedzy szczepem 3KO i WT,
zbadana programem DESeq przez mgr Przemystawa Latocha, bioinformatyka i cztonka
grupy badawczej dr hab. Agaty Starosty, zostata wykryta dla 4 genéw w fazie logarytmicznej
(TO), a takze odpowiednio 6, 11, 4, 4, 2, 2 i az 182 gendéw dla kazdej mijajgcej godziny
trwania procesu sporulacji (T1-T7) (Tab. 4.10). Dla lepszej czytelnosci wynikéw, w
przypadku punktu czasowego T7, w tabeli zawarto jedynie geny, ktéore wykazaty ponad 2-
krotng rdznice w ekspresji. Réznice przedstawiono jako stosunek znormalizowanych

odczytéw RNA-seq szczepu 3KO do znormalizowanych odczytéw RNA-seq szczepu WT.

Sposrod 182 gendw wykazujgcych réznice w ekspresji gendw na poziomie

transkrypcji w punkcie czasowym T7, 67 charakteryzowato sie wyzszg ekspresjg w szczepie
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WT, za$ 115 w szczepie 3KO. Geny ytiB, luxS oraz ygjN charakteryzowaty sie najwiekszg

réznicg w ekspresji oraz byty wykrywane niemal w kazdym punkcie czasowym.

Tabela 4.10. Wykaz gendw, ktore wykazaty réinice w ekspresji na poziomie transkrypcji miedzy
szczepem badanym (3KO) a kontrolnym (WT) na podstawie analizy RNA-seq. Rdznice

przedstawiono

jako

stosunek

znormalizowanych odczytow RNA-seq

szczepu 3KO do

znormalizowanych odczytéw RNA-seq szczepu WT, co oznacza, ze wartosci >1 wskazujg na
nadekspresje w komadrkach szczepu 3KO (zaznaczone na czerwono), za$ wartosci <1 w komaérkach
szczepu WT (zaznaczone na zielono).

Punkt Gen Krotnos¢ réznicy w Wartosé p (test Skorygowana
czasowy translacji Walda) wartosc p
ytiB 24,2 6,53 * 104 2,88 * 10
luxS 14,2 8,79 * 1034 1,94 * 10
10 ygjiN 5,5 2,59 * 1078 3,81 %10
romEB 0,005 2,02 * 107 2,23 *10*
ytiB 17,1 3,61 *10% 1,28 * 10
luxS 9,6 6,44 * 102 1,14 * 105
yqjN 5,8 5,30 * 10-1 6,27 * 101!
™ argB 0,3 1,53 * 10° 7,78 * 1073
yagjL 0,1 1,32 * 10° 1,17 * 10°®
romEB 0,03 8,16 * 10°® 4,83 * 103
ytiB 18,6 3,74 * 10°%° 1,65 * 102
luxS 10,8 8,60 * 10 1,90 * 10
ygjiN 6,8 6,93 * 102 1,02 * 108
yngl 2,2 1,35 * 10°® 7,45 * 10*
sacT 0,5 1,18 * 10° 4,74 * 103
T2 ywecl 0,4 8,77 * 10°® 3,87 * 103
ydjM 0,3 2,97 * 10°® 2,28 * 10°
yhdX 0,3 4,73 * 10°® 2,32 %103
yozC 0,2 4,92 * 107 3,10 * 10*
yqijL 0,1 5,25 * 10 5,79 * 108
romEB 0,01 3,09 * 108 2,28 * 10°
ytiB 20,4 9,29 * 1012 4,10 * 108
luxS 10,7 1,71 *10° 2,51 *10°
i yozC 0,1 1,26 * 10°® 1,39 * 103
romEB 0,02 9,99 * 1010 2,20 * 10°®
ytiB 20,2 2,46 * 1010 5,42 * 107
luxS 17,5 2,10 * 10°1° 9,27 * 1013
T ygjiN 7,4 3,61 * 107 5,32 * 10*
romEB 0,02 4,05 * 10°® 4,47 * 103
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ytiB 14,2 7,65 * 10 3,37 *101
™ luxS 10,9 2,58 * 1014 5,69 * 101!
ytiB 12,9 4,38 * 10°® 9,83 * 103
Te luxS 11,0 6,13 * 10° 9,84 * 103
ytiB 18,5 1,10 * 103 7,25 * 102
luxS 15,4 4,18 * 10 5,53 * 103
gpsB 3,5 7,18 * 10° 1,29 * 10
purD 3,4 3,69 * 10* 3,44 * 103
rnpB 3,4 1,80 * 1010 3,97 * 108
yuzte 3,2 3,40 * 10* 3,19 * 103
bsrA 3,0 1,95 * 10* 2,13 *10°3
dapF 2,9 2,78 * 107 1,05 *10°
cotZ 2,7 3,05 * 10°1° 1,01 * 108
fisB 2,7 1,17 * 10° 1,99 * 10*
cotW 2,7 2,38 *101° 1,01 * 108
ytcC 2,4 4,69 * 108 2,82 *10°®
purQ 2,4 1,08 * 10* 1,33 * 103
ywrJ 2,4 1,33 * 10°¢ 3,44 * 10"
purl 2,4 1,95 * 106 4,70 * 10°
yabG 2,3 1,26 * 10° 1,67 * 107
yIbE 2,3 1,09 * 10° 1,88 * 10*
T7 purF 2,3 3,91 *10* 3,59 * 103
yubC 2,2 3,07 *10°® 6,55 * 10°
cgeC 2,2 1,14 * 10°® 9,41 * 107
purB 2,2 2,78 * 107 3,95 *10*
spsB 2,2 4,50 * 1010 7,45 * 108
purA 2,2 9,02 * 108 4,59 * 10°®
asd 2,2 9,02 * 101° 1,33 * 107
ytIR 2,2 3,89 *10* 3,59 * 103
cgeD 2,2 9,02 *10°® 1,57 *10*
yycQ 2,2 1,43 *10* 1,69 * 103
cotY 2,1 2,64 * 1010 5,00 * 10
ctaA 2,1 1,02 * 103 7,71 * 103
SpoVFA 2,1 4,49 * 10° 4,35 * 107
spoVIF 2,1 1,84 * 10°° 2,03 * 107
ispH 2,1 2,04 *10° 3,10 * 10*
yqcl 2,1 1,24 * 10 1,49 * 103
cotV 2,1 1,62 * 107 6,93 * 10°®
yodH 2,1 2,29 * 107 9,21 * 10°®
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cotX 2,1 4,60 * 107 4,35 * 107
yafQ 2,1 1,45 * 107 6,64 * 10°®
spsE 2,1 1,73 *10°® 1,20 * 10°
rplw 2,1 1,50 * 107 6,64 * 10°
infA 2,1 2,71 *10° 3,90 * 10"
spsL 2,1 8,02 * 108 4,42 * 10°
rpsm 2,1 5,06 * 10° 9,57 *10°
adk 2,1 6,19 * 10°® 1,14 * 10*
secY 2,0 8,31 * 10° 1,47 * 10"
yfnE 2,0 1,07 * 107 5,26 * 10°
spsD 2,0 3,75 * 10°® 2,37 *10°
yhcO 2,0 8,98 * 10°® 4,59 * 10°
yobW 2,0 2,70 * 10° 3,90 * 10"
ylbD 2,0 1,90 * 10°® 4,65 * 107
spsG 2,0 7,39 * 10°® 4,25 * 10°®
ymfD 0,5 1,56 * 10 1,75 * 103
yrzQ 0,5 1,44 * 10° 2,32 *10*
yusG 0,5 1,18 * 1073 8,72 * 103
yrrD 0,5 1,07 * 10°® 3,08 *10°
tcyA 0,5 5,22 * 10" 4,60 * 107
spoVAF | 0,5 4,93 *10° 6,28 * 10*
ylaJ 0,5 5,42 * 10" 4,72 * 107
yhcA 0,5 1,72 * 10° 2,69 * 10"
sspA 0,5 1,33 * 108 1,03 * 10°°
yugJ 0,4 8,04 * 10" 6,45 * 10’
ybfB 0,4 2,62 *10° 5,88 * 10°
csfG 0,4 6,29 * 107 2,15 *10°
yhb)J 0,4 3,65 * 10° 4,93 * 10"
glnQ 0,4 6,87 * 10" 5,55 * 10
yuzA 0,4 1,65 * 10°® 4,13 * 10°
IytH 0,4 3,91 *10° 5,22 *10*
sspD 0,4 6,31 * 107 2,15 *10°
yhcB 0,4 4,82 * 10° 6,20 * 10"
SpPoVAEA | 0,4 2,35 *10* 2,48 * 107
ypeB 0,4 3,40 * 10°® 6,93 * 10°
sspB 0,4 1,10 * 10°® 9,41 * 107
tepA 0,4 6,08 * 10 5,13 *10°
glcU 0,4 2,38 *10* 2,48 * 107
glnH 0,4 7,68 * 107 2,41 *10°
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sspN 0,4 3,36 * 10° 6,93 * 10
spoVAD | 0,4 1,12 * 10° 3,15 * 10
yveA 0,4 3,48 * 10° 6,99 * 10
ywel 0,4 9,23 * 107 2,78 * 10"
yfkD 0,4 1,47 * 10° 2,34 * 10
pdaA 0,4 2,87 * 10° 4,00 * 10"
gdh 0,4 4,05 * 10 8,00 * 10°
spoVAC | 0,4 2,96 * 10 6,42 * 105
yitF 0,4 1,49 * 10 1,70 * 10’
ykzP 0,3 1,70 * 10° 2,03 * 107
sspF 0,3 1,70 * 101 4,50 * 1013
gpr 0,3 7,81 * 107 2,41 * 10
treP 0,3 3,17 * 10 3,04 * 10°3
yteA 0,3 2,14 * 107 8,84 * 10°
ythB 0,3 3,12 * 10 3,02 * 1073
spoVAEB | 0,3 2,22 * 10° 5,16 * 10°
sleB 0,3 1,82 * 10°® 1,21 * 10°
spoVAB | 0,3 2,56 * 10 3,76 * 10
yfiG 0,2 6,49 * 107 2,15 * 10"

Z kolei rdéznica w translacji, zbadana programem Riborex réwniez przez mgr

Przemystawa Latocha, zostata wykryta jedynie dla 65 genéw w punkcie czasowym T7, czyli

po siedmiu godzinach od indukcji procesu sporulacji (Tab. 4.11). Dla 38 gendw poziom

translacji byt wyzszy w szczepie kontrolnym WT, zas dla 27 gendw byt on wyzszy w szczepie

badanym 3KO.

Tabela 4.11. Wykaz gendéw, ktore wykazaty réznice w poziomie translacji miedzy szczepem
kontrolnym (WT) a badanym (3KO). Réznice w translacji przedstawiono w stosunku do translacji
szczepu dzikiego (WT), co oznacza, ze wartosci >1 wskazujg na translacje wydajniejszg w komérkach
szczepu dzikiego (WT) (zaznaczono na czerwono), zas wartosci <1 w komérkach szczepu badanego
(3KO) (zaznaczono na zielono).

Gen Krotnosc¢ réznicy w Wartosc¢ p (test Skorygowana
translacji Walda) wartosc p
yurS 7,5 1,29 * 104 1,11 * 10"
ylgC 6,8 3,19 * 107 5,00 * 107
gyrA 5,7 7,76 * 10710 2,68 * 107
yloS 5,6 1,71 * 10°® 1,55 * 10*
mazF 5,5 4,02 *10° 2,09 * 103
cotW 5,4 1,86 * 10V 3,20 * 1014
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ybzG 5,3 5,03 * 107 6,89 * 107
fadR 5,2 8,11 * 107 3,33*10°3
cgeB 5,0 3,68 * 1013 2,12 *10°1°
yycQ 5,0 1,01 * 10°¢ 1,16 * 10*
cotP 4,3 1,19 * 10* 4,36 * 103
yIxM 4,3 3,09 * 10* 7,96 * 103
pbpA 4,2 8,46 * 10° 3,40 * 103
yOCA 4,1 2,23 *10* 6,53 * 103
ytiB 4,0 1,92 * 10* 5,90 * 103
gpsB 4,0 2,42 *10% 6,84 * 103
fisB 3,9 6,86 * 107 2,89 * 103
SpsF 3,7 9,40 * 101° 2,70 * 107
spsL 3,3 3,67 *10° 7,91 * 107
cgeD 3,3 3,06 * 10°® 2,64 *10%
secY 3,1 6,22 * 10° 4,88 * 10*
map 3,1 1,97 * 10° 1,21 * 103
purl 3,1 4,58 * 10° 2,14 * 103
ylbE 3,0 2,70 *10* 7,27 * 103
yvyG 3,0 3,32 *10* 8,41 * 103
spsG 2,9 1,58 * 10°® 1,55 * 10*
spsB 2,7 6,92 * 108 1,19 * 10°
cotV 2,7 7,36 *10°® 5,52 *10*
romC 2,7 5,52 * 107 2,38 * 103
ribH 2,7 1,32 * 10* 4,65 * 103
cgeC 2,6 3,66 * 10°® 3,00 * 10*
ytcC 2,6 1,50 * 10° 9,98 * 10*
atpC 2,6 1,23 * 10* 4,42 * 103
amyX 2,6 1,62 *10* 5,38 * 103
yheD 2,3 4,37 * 10° 2,14 * 103
cotR 2,2 1,39 * 10* 4,69 * 103
yfnF 2,1 2,51 * 10 6,97 * 10°3
cotY 2,0 3,94 * 10 9,57 * 103
cgeA 0,5 1,67 * 10* 5,42 * 103
ywsB 0,5 2,74 *10% 7,27 * 103
ykvP 0,4 5,19 * 107 6,89 * 107
secG 0,4 3,44 * 10° 1,98 * 103
romE 0,4 4,06 * 10° 2,09 * 103
ykzl 0,4 4,56 * 10° 2,14 * 103
yczM 0,4 4,92 * 10° 2,23 %103
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sspB 0,4 9,03 * 10° 3,49 * 10°
yjcZ 0,4 9,12 * 10° 3,49 * 10
rps! 0,4 1,35 * 10* 4,67 * 107
ptsH 0,4 2,74 * 10 7,27 * 10°
cysK 0,4 3,78 * 10* 9,46 * 107
yueG 0,4 3,89 * 10* 9,57 * 107
ykzV 0,3 1,10 * 10°® 2,10 * 10°
sscA 0,3 1,08 * 10° 1,17 * 10*
ymxH 0,3 1,62 * 10 1,55 * 10
sspF 0,3 1,05 * 10° 7,52 * 10*
phrl 0,3 1,87 * 10* 5,87 * 10°
yosA 0,2 1,09 * 10 4,71 % 10°®
ywzA 0,2 1,93 * 10° 4,75 * 107
yvgh 0,2 1,19 * 10° 8,24 * 10*
ybgB 0,2 1,79 * 10° 1,15 * 103
f’elgseiep endent |45 2,98 * 10° 1,77 * 103
yheF 0,2 3,95 * 10° 2,09 * 10°
phrF 0,2 4,13 * 10° 2,09 * 10?3
trep 0,2 5,31 *10° 2,35 * 103
yhdA 0,2 1,10 * 10* 4,11 * 103

3. Obserwacje procesu sporulacji pod mikroskopem konfokalnym

Do obserwacji mikroskopowych uzyto barwnikéw SynaptoRed w celu wizualizacji
postepu procesu sporulacji, wykorzystujac fakt, iz barwi on btony komérkowe; DAPI w celu
wizualizacji chromosomu oraz OPP-Alexa w celu wizualizacji miejsc aktywnej translacji, a
takze markera molekularnego GFP w fuzji z biatkiem rybosomalnym RpsB w celu detekcji
lokalizacji rybosomoéw. Aby sprawdzi¢ czy modyfikacja genetyczna, ktérej rezultatem byta
fuzja biatka RpsB z GFP niesie ze sobg niepozgdane skutki, np. wptywajgc w sposdb uboczny
na wzrost i rozwdj komadrek bakteryjnych, wykonano krzywe wzrostu dla szczepow WT, WT-

GFP, 3KO i 3KO-GFP (Ryc. 4.22).

Porédwnanie krzywych wykazato, ze szczepy WT-GFP i 3KO-GFP rosng podobnie do
swoich odpowiednikédw pozbawionych modyfikacji genetycznej znakujgcej biatko
rybosomalne RpsB. Tym samym, zdecydowano sie zastosowac szczepy WT-GFP i 3KO-GFP,
jako reprezentacja szczepow WT i 3KO, do lokalizacji rybosoméw pod mikroskopem

konfokalnym.
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Rycina 4.22. Krzywe wzrostu porownujgce szczepy WT i WT-GFP oraz 3KO i 3KO-GFP hodowane
w pozywce CH

Poniewaz fluorochrom Alexa Fluor 488 charakteryzuje sie emisjg Swiatta o dtugosci
fali zblizonej z GFP (Savchuk i in., 2019), uniemozliwiato to zastosowanie szczepéw WT-GFP
i 3KO-GFP przy barwieniu OPP-Alexa. Ponadto przyzyciowego barwnika SynaptoRed nie
mozna byto zastosowac¢ dla utrwalonych podczas barwienia OPP-Alexa komodrek. Tym
samym, do obserwacji mikroskopowych zdecydowano sie uzy¢ szczepéw B. subtilis WT-GFP
oraz 3KO-GFP w przypadku barwienia SynaptoRed i DAPI lub szczepéw WT oraz 3KO w
przypadku barwienia OPP-Alexa i DAPI.

Sporulujgce komérki szczepu WT Bacillus subtilis, obserwowane pod mikroskopem
konfokalnym, wykazaty cechy morfologiczne typowe dla prawidtowego przebiegu procesu
sporulacji (Errington, 2003; Lopez-Garrido iin., 2018). W fazie logarytmicznej komaorki miaty
ksztatt laseczki o sredniej dtugosci 3,2 um (Tab. 4.12). Na poczatku procesu sporulacji (T1)
ich dtugos¢ zmniejszyta sie do 2,1 um bez innych widocznych zmian morfologicznych
(Ryc. 4.23). Po dwdch godzinach od indukcji sporulacji (T2) komorki zwiekszyty swojg
dtugos¢ do 2,7 um i utworzyty asymetryczng przegrode, ktéra oddzielata podtkulisty
prespore od komdrki macierzystej, co wyznacza |l etap sporulacji. Wedtug literatury, w tym
momencie chromosomy sg juz przebudowane w wydfuzone wtékno osiowe, przy czym
okoto 1/3 czesci chromosomu przeznaczonego dla spory, znajduje sie w jej wnetrzu, za$
okoto 2/3 chromosomu aktywnie przemieszcza sie z komoérki macierzystej do przedziatu

prespory przy udziale translokazy SpolllE (Errington, 2003; Lopez-Garrido i in., 2018).
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Tabela 4.12. Srednie dtugosci komérek B. subtilis: kontrolny (WT) i badany (3KO) w fazie
logarytmicznej (T0), a takze po jednej (T1) i dwéch godzinach od indukcji sporulacji (T2) wyrazone
W m

TO T1 T2
WT | 3,16 +0,791 | 2,13 +£0,506 | 2,66 +£ 0,477
3KO | 3,14+0,755 | 2,15+0,538 | 2,68 £ 0,550

Poczgwszy od trzeciej godziny sporulacji (T3) mozna byto zaobserwowad etap llI, czyli
proces pochfaniania prespory przez komérke macierzysta (Ryc. 4.23). Sciana komérkowa
septy ulega wowczas przeksztatceniom (Khanna i in., 2019), a krawedzie bton komorki
macierzystej migrujg wokot cytozolu prespory w procesie podobnym do fagocytozy (Lopez-
Garridoiin., 2018). Kiedy przednie krawedzie migrujacej btony spotykajg sie na wierzchotku
prespory, taczg sie, uwalniajac jg do cytoplazmy komérki macierzystej. W konsekwenc;ji
prespora jest catkowicie zamknieta w cytoplazmie komadrki macierzystej i oddzielona od

niej dwiema bfonami o przeciwnej topologii (Lopez-Garrido i in., 2018).

Po pieciu godzinach sporulacji (T5), prespora byta zlokalizowana nieco dalej od
krawedzi komorki macierzystej, z powodu syntezy wokoét niej kory oraz ptaszcza
(odpowiednio etapy IV i V) (Ryc. 4.23). VI etap sporulacji, czyli dojrzewanie spor, jest na
zdjeciach mikroskopowych trudny do odrdznienia od poprzednich etapdéw, poniewaz
zmiany morfologiczne nie sg widoczne. Jednak siedem godzin po indukcji sporulacji (T7)
mozna byto zaobserwowaé pierwsze uwolnione spory oraz wybarwione na czerwono przez
SynaptoRed pozostatosci scian komdérkowych, co przypada na etap VII, w ktédrym zachodzi

liza komérki macierzyste;j.

Fluorescencja RpsB-GFP, ktéra wskazuje lokalizacje rybosoméw, byta wykrywana na
catej dtugosci komodrek szczepu WT B. subtilis podczas wzrostu logarytmicznego (T0) ze
stabo wyrdzniajagcymi sie skupiskami na obu biegunach komérki (Ryc. 4.23). W pierwszej
godzinie sporulacji (T1), akumulacja sygnatu GFP na biegunach komdrki gwattownie
wzrastata i byta wyraznie widoczna na zdjeciach mikroskopowych, co moze by¢
spowodowane skréceniem sie komorek, przypadajacym na ten wtasnie czas (Tab. 4.12)
i/lub tworzeniem wtékna osiowego. W drugiej i trzeciej godzinie sporulacji (T2-T3) w
presporach mozna byto zaobserwowac akumulacje fluorescencji DAPI, ktéra wizualizuje
lokalizacje bakteryjnego DNA, co koresponduje z przypadajgcg na ten czas translokacjg DNA
do wnetrza prespory. Fluorescencja GFP w presporach jest wéwczas ograniczona do
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obrzezy tego kompartmentu, zas w komdrce macierzystej jest dos¢ rGwnomierna na catej
dtugosci z akumulacjg na przeciwlegtym biegunie. Generalnie obserwowano negatywng
korelacje sygnatu GFP z DAPI, ktéra polegata na tym, ze miejsca cechujgce sie silng
fluorescencjg GFP charakteryzowaty sie jednoczesnie stabg fluorescencjg DAPI i odwrotnie.
W czwartej godzinie sporulacji (T4) mozina byto zaobserwowal pierwsze komorki
zawierajgce w petni pochtoniete prespory, ktdre rozpoczety synteze ptaszcza i kory, o czym
Swiadczy odsuniecie owalnej prespory od $Sciany komorki macierzystej. W komérkach na
tym stadium zaawansowania sporulacji, fluorescencja GFP w presporze jest bardzo
intensywna i przewyzsza te w komdrce macierzystej. W kolejnych godzinach sporulacji,

wzrasta ilos¢ komédrek o takim wzorze fluorescencji GFP.
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Rycina 4.23. Zdjecia mikroskopowe komoérek szczepu WT B. subtilis przed (T0) i w trakcie trwania
procesu sporulacji (T1-T7), wybarwione DAPI i SynaptoRed oraz wyznakowane RpsB-GFP wraz z
korespondujgcymi z nimi wykresami Sredniego natezenia fluorescencji RpsB-GFP w komérce.
Pasek skali odpowiada 2 um.
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Fluorescencja barwnika Alexa, ktéry uwidacznia swiezo syntezowane peptydy
znakowane OPP, byta wykrywana na catej dtugosci komérek szczepu WT B. subtilis podczas
wzrostu logarytmicznego (T0), przy czym tworzyta wyraznie widoczne dwa skupiska na
przeciwnych biegunach komérki (Ryc. 4.24). Poza tymi skupiskami dominowata
fluorescencja barwnika DAPI. Na poczatku procesu sporulacji oba skupiska intensywnej
translacji pojedynczo zanikaty, najpierw jedno z nich w pierwszej godzinie sporulacji (T1), a
nastepnie drugie w drugiej godzinie (T2). Generalnie obserwowano negatywng korelacje
sygnatu OPP-Alexa z DAPI, ktéra polegata na tym, ze miejsca cechujgce sie silng
fluorescencjg OPP-Alexa charakteryzowaty sie jednoczesnie stabg fluorescencjg DAPI i
odwrotnie. W trzeciej godzinie po indukcji sporulacji (T3) skupisko intensywnej
fluorescencji OPP-Alexa pojawia sie w poblizu asymetrycznie zlokalizowanej septy, a takze
Sledzi ja w jej wedrédwce wokét prespory podczas procesu pochtaniania. Mozna réwniez
zaobserwowaé, ze intensywnos¢ fluorescencji OPP-Alexa jest wéwczas czesto wyzsza w
presporze niz w komdrce macierzystej, co jest prawdopodobnie spowodowane mniejszg
objetoscig prespory. W czwartej godzinie sporulacji (T4) mozna byto zaobserwowad
pierwsze komorki, w ktorych sygnat OPP-Alexa ograniczat sie do otaczania prespory, ktéra
jest juz w petni pochtonieta przez komorke macierzystg i prawdopodobnie rozpoczeta
tworzenie ptaszcza i kory, o czym $wiadczy odsuniecie jej od brzegu komaérki macierzyste;j.
W kolejnych godzinach sporulacji (T5-T6) wzrastata ilos¢ komorek, w ktérych fluorescencja
OPP-Alexa coraz bardziej ograniczata sie do otoczki wokét prespory. W siédmej godzinie
sporulacji (T7) mozna zaobserwowac spadek intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa wokot
prespory w porownaniu do poprzedniej godziny, co prawdopodobnie oznacza konczenie

sktadania ptaszcza i kory.

164



4000 4000
9 9
8 3
€ 3000 f\ il £ 3000
@ il vl @
c (‘ [
& 2000/ | / £ 2000
£ / £
[ 555 \\ 'J/ i - /..../\'\
@ has VIR s pas VA g i .
v v

0 0

0 20 40 60 80 100
dtugosé komorki [%)

0 20 40 60 80 100
dtugos¢ komorki [%]

4000 4000
9 9
e ¢
€ 3000| € 3000
2 | “ >
[ 1 [ 4
2 2000 N £ 2000
a N M a
£ 1000 Wl < 1000
el o

0 0

0 20 40 60 80 100
dtugos¢ komorki [%)

0 20 40 60 80 100
dtugos¢ komorki [%]

4000 4000
o Ne)
Ny 4 N
2 2
s 3000 s 3000
@ x
c &
2 2000 2 2000
£ £
S ©
5 1000 5 1000
o Tttt o
2y LT ) WP —
0 0

0 20 40 60 80 100
dtugos¢ komorki [%]

0 20 40 60 80 100
dtugos¢ komorki [%]

4000 4000
Nl el
N1 A
g p
€ 3000 € 3000
3 a
é 2000 .iz 2000
° ol o
£ 1000 ¢ \| £ 1000
& 8 ’-f”\\_//ﬁ\‘b—\

0

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
dtugos¢ komorki [%) — dtugos¢ komorki [%)

Rycina 4.24. Zdjecia mikroskopowe komoérek szczepu WT B. subtilis przed (T0) i w trakcie trwania
procesu sporulacji (T1-T7), wybarwione DAPI i OPP-Alexa oraz korespondujace z nimi wykresy
sredniego natezenia fluorescencji OPP w komérce. Pasek skali odpowiada 2 pm.

Ksztatt i wielkos¢ komorek szczepu 3KO B. subtilis nie réznity sie od szczepu dzikiego,
podobnie jak przebieg sporulacji i wzér fluorescencji GFP (Tab. 4.12, Ryc. 4.25). Wydaje sie
jednak, ze w siddmej godzinie sporulacji w przypadku szczepu 3KO rzadziej jest

obserwowana liza komérek macierzystych w poréwnaniu ze szczepem WT.
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Rycina 4.25. Zdjecia mikroskopowe komorek szczepu 3KO B. subtilis przed (T0) i w trakcie trwania
procesu sporulacji (T1-T7), wybarwione DAPI i SynaptoRed oraz wyznakowane RpsB-GFP. Pasek
skali odpowiada 2 um.

Intensywnos¢ emisji OPP-Alexa w komodrkach WT i 3KO, we wszystkich punktach
czasowych za wyjgtkiem szdstej godziny sporulacji (T6), byta zblizona do siebie, chociaz nie
pokrywata sie catkowicie (Ryc. 4.26). W szdstej godzinie sporulacji wykryto obecnos$¢
subpopulacji komdrek 3KO, ktéra cechowata sie znacznie mniejszg intensywnoscia emisji
OPP-Alexa. Wskazuje to, ze istnieje subpopulacja komédrek 3KO, ktora w koncowej fazie
sporulacji przeprowadza translacje znacznie mniej wydajnie. Ponadto mozna zauwazyé, ze
ogodlna intensywnos¢ emisji OPP-Alexa wahata sie na tym samym poziomie przez wiekszos¢
punktow czasowych, ale ulegta zmniejszeniu w pigtej godzinie sporulacji (T5) zaréwno dla

komodrek WT, jak i 3KO.
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Rycina 4.26. Zdjecia mikroskopowe komérek szczepu 3KO B. subtilis przed (T0) i w trakcie trwania
procesu sporulacji (T1-T7), wybarwione DAPI i OPP-Alexa oraz korespondujgce z nimi histogramy
przedstawiajace poréwnanie logarytmicznej wartosci intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa w
obu szczepach. Kolorem rézowym zaznaczono obszar wspdlny dla obu szczepdw. Pasek skali
odpowiada 2 um.
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4. Poréwnanie germinacji spor szczepow B. subtilis WT i 3KO

Wykryto istotne statystycznie réznice w germinacji spor obu przebadanych szczepéw,
przy czym spory szczepu 3KO wykazaty znaczgco mniejszg wydajno$¢ germinacji (test
U Manna-Whitneya; U = 0; p < 0,05) (Ryc. 4.27). Srednia wydajno$¢ germinacji spor szczepu
WT wynosita 61,5% + 2,98, zas dla spor szczepu 3KO byta niemal dwukrotnie mniejsza i

wynosita 30,2% + 12,78.
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10

H wt H 3K0

Rycina 4.27. Histogram wydajnosci germinacji spor uzyskanych ze szczepow B. subtilis:
kontrolnego (WT) i badanego (3KO)

Roznice w germinacji potwierdzity rowniez krzywe wzrostu dla spor (Ryc. 4.28). Dla
obu szczepdw gestos¢ optyczna poczatkowo nieznacznie malata, co jest spowodowane
morfologicznymi zmianami w ptaszczu i korze (Sella i in., 2014). Po 210 minutach ODsgo
ponownie wzrastato, przy czym gesto$¢ optyczna dla szczepu 3KO byta wyraznie nizsza

wzgledem szczepu WT. Tendencja ta utrzymywata sie przez wszystkie kolejne punkty

czasowe.

0,0
0 250 500

—e—WT czas [min]
—o— 3KO

Rycina 4.28. Krzywa wzrostu dla spor uzyskanych ze szczepow B. subtilis: kontrolnego (WT) i
badanego (3KO)
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Z powodu zaobserwowania wyraznych rdznic w germinacji spor, przeprowadzono
obserwacje mikroskopowe réwniez dla tego procesu. Obserwacji poddano dojrzate,
catonocne spory przed (T-1) i po (TO) inkubacji w wysokiej temperaturze 90°C przez 40
minut, a takze po 30, 60, 90, 120 i 180 minutach od indukcji germinacji (T1-T4, T6). Za
moment indukcji germinacji uznaje sie w niniejszej pracy moment zatozenia hodowli w
pozywce LB z dojrzatych, catonocnych spor, potraktowanych dziataniem wysokiej
temperatury.

Tabela 4.13. Srednie dtugosci spor B. subtilis: kontrolny (WT) i badany (3KO) w trakcie trwania

procesu germinacji wyrazone w pum. Réznice istotne statystycznie oznaczono poprzez ,*” (p-value
< 0,05).

Punkt czasowy T-1 TO T1 T2 T3 T4 T6

Czas od indukgcji
germinacji [min]

-40 0 30 60 90 120 180

134+ 130+ | 1,21+ | 1,36+ | 1,24+ | 1,27+ | 1,32+

WT 0,117 | 0,159 | 0,119 0,147 0,117 0,149 0,114
310 1,36+ | 1,25+ | 1,17+ | 1,24+ | 1,14+ | 1,20+ | 1,20+
0,166 | 0,102 | 0,221 | 0,092 | 0,075 | 0,118 | 0,159
Istotnos¢ statystyczna * * * *
* *
*
— 1,4
€ *
=
z
o 13
&
3
o
o 12
a
1,1
-40 0 40 80 120 160 200
—WT Czas [min]
—8—3KO

Rycina 4.29. Wykres zmian dtugosci spor B. subtilis: kontrolny (WT) i badany (3KO) w trakcie
trwania procesu germinacji. Roznice istotne statystycznie oznaczono poprzez ,*” (p-value < 0,05).

Na podstawie zdje¢ wykonanych pod mikroskopem konfokalnym dokonano pomiaru
dtugosci spor szczepdw WT i 3KO (Tab. 4.13). Spory szczepu 3KO cechowaty sie srednio
mniejszg dtugoscig niz spory szczepu WT, jednak rdznica ta nie byta istotna statystycznie
przed (TO) ani po 30 minutach od indukcji germinacji (T1). Spory obu szczepéw cechowaty
sie podobnym wzorem zmian w dtugosci, tj. naprzemiennym spadkiem i wzrostem tej
wartosci przez pierwsze dwie godziny od indukcji germinacji (T1-T4) (Ryc. 4.29). Jednakze

poczgwszy od 60 minut od indukcji germinacji réznica w dtugosci spor pomiedzy szczepami
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jest juz istotna statystycznie. Ponadto, wydaje sie, ze spory szczepu 3KO nie zwiekszajg
swojej dtugosci w trzeciej godzinie po indukcji germinacji (T6) w przeciwienstwie do spor

szczepu WT.

W celu obserwacji mikroskopowych procesu germinacji, spory byly wybarwiane
barwnikiem SynaptoRed w celu wizualizacji bton komérkowych, DAPI w celu wizualizacji
chromosomu oraz OPP-Alexa w celu wizualizacji miejsc aktywnej translacji, a takze markera
molekularnego GFP w fuzji z biatkiem rybosomalnym RpsB w celu detekcji lokalizacji
rybosomow, analogicznie jak w przypadku obserwacji mikroskopowych procesu sporulacji.
Tak jak poprzednio, szczepy WT-GFP i 3KO-GFP uzyto jako reprezentacja szczepéw WT i
3KO do lokalizacji rybosoméw pod mikroskopem konfokalnym. Tym samym, do obserwacji
mikroskopowych szczepy WT-GFP oraz 3KO-GFP barwiono SynaptoRed i DAPI, za$ szczepy
WT oraz 3KO barwiono OPP-Alexa i DAPI.

Analizujac zdjecia wykonane pod mikroskopem konfokalnym, zaobserwowano
roznice w wybarwieniu spor, ktdra utrzymywata sie przez wszystkie zbadane punkty
czasowe (TO-T6) za wyjatkiem stanu sprzed inkubacji w wysokiej temperaturze (T-1).
Generalnie, spory szczepu WT wydajg sie wyraznie czesciej charakteryzowac zielonym

wybarwieniem (Ryc. 4.30), zas szczepu 3KO czerwonym (Ryc. 4.31).
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Rycina 4.30. Zdjecia mikroskopowe spor szczepu WT B. subtilis przed inkubacja w wysokiej
temperaturze (T-1), a takze przed (T0) i w trakcie trwania procesu germinacji (T1-T6), wybarwione
DAPI, GFP i SynaptoRed. Pasek skali odpowiada 2 um.
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Rycina 4.31. Zdjecia mikroskopowe spor szczepu 3KO B. subtilis przed inkubacjag w wysokiej
temperaturze (T-1), a takze przed (T0) i w trakcie trwania procesu germinacji (T1-T6), wybarwione
DAPI, GFP i SynaptoRed. Pasek skali odpowiada 2 um.

W celu sprawdzenia, czy powodem zaobserwowanej réznicy jest stabszy sygnat GFP
spor szczepu 3KO, przeanalizowano zdjecia mikroskopowe, wykluczajgc kanat Swiatta
czerwonego i niebieskiego i zliczono spory wykazujgce zielong fluorescencje. Nastepnie

postgpiono analogicznie dla zliczenia spor wykazujgcych niebieska fluorescencje.
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Rycina 4.32. Procent spor wykazujacy zielong fluorescencje, spowodowang obecnoscig RpsB-GFP
oraz procent spor wykazujacy niebieska fluorescencje, wywotang barwieniem DAPI

Stwierdzono znaczacg réznice w procencie spor wykazujgcych zielong fluorescencje.
100% spor obu szczepdw wykazywato zielong fluorescencje przed 40 minutowg inkubacja
w wysokiej temperaturze (T-1) (Ryc. 4.32). Nastepnie, w przypadku szczepu WT procent
spor wykazujgcych zielong fluorescencje utrzymywat sie w przedziale od 76% do 100%, zas
dla szczepu 3KO gwattownie spadt do 30% i nie przekroczyt 52%. Jednoczesnie procent spor
wykazujgcych niebieska fluorescencje przed i w momencie indukcji germinacji réznit sie
pomiedzy szczepami i byt niemal o potowe nizszy dla szczepu WT, jednak w kolejnych
badanych punktach czasowych byt do siebie zblizony w obu szczepach i wykazywat

tendencje wzrostowa.

Aby zwiekszy¢ obiektywnos¢ otrzymanego wyniku, dokonano pomiaréw
intensywnosci sygnatu fluorescencji RpsB-GFP za pomocg programu Fili (Ryc. 4.33, 4.34).
Potwierdzity one, ze w punktach czasowych TO-T6 sygnat RpsB-GFP, reprezentujgcy
rybosomy, pochodzacy ze spor szczepu WT charakteryzuje sie wyzszg intensywnoscig niz
ze spor szczepu 3KO oraz ze rdznice te sg istotne statystycznie (Ryc. 4.34, Tab. 4.14), przy

jednoczesnym braku réznic w punkcie T-1 (Ryc. 4.33, Tab. 4.14).
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Rycina 4.33. Histogramy przedstawiajace porownanie logarytmicznej wartosci intensywnosci
fluorescencji RpsB-GFP w sporach szczepow WT i 3KO dla punktu czasowego T-1
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Rycina 4.34. Histogramy przedstawiajgce poréwnanie logarytmicznej wartosci intensywnosci
fluorescencji RpsB-GFP w sporach szczepéw WT i 3KO dla punktéw czasowych TO-T6
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Tabela 4.14. Wyniki testu U Manna-Whitneya dla intensywnosci fluorescencji RpsB-GFP w
sporach szczepow WT i 3KO

Punkt U 7 Mediana dla Mediana dla

Cczasowy P WT 3KO

T-1 rdznica nieistotna statystycznie > 0,05 685,356 605,676

TO 289 -6,62 3,5*10%1 339,438 7,847

T1 698 -3,92 9,0 * 10° 255,814 3,244

T2 855 -2,72 6,5* 103 300,041 2,537

T3 529 -5,75 8,9*10° 359,066 222,077

T4 931 -3,08 2,1*10°3 275,476 73,780

T6 492 -5,74 9,5 *10° 660,464 24,774

W przypadku barwienia OPP-Alexa, charakterystyczna dla tej metody zielona
fluorescencja jest wtasciwie niewidoczna, zaréwno w sporach szczepu WT, jak i 3KO, jednak

byta ona wykrywana przez program Fili na bardzo niskich poziomach (Ryc. 4.35).
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Rycina 4.35. Zdjecia mikroskopowe spor szczepu WT oraz 3KO B. subtilis przed (T0) i w trakcie
trwania procesu germinacji (T1-T4), wybarwione DAPI i OPP-Alexa wraz z odpowiadajgcymi im
wykresami przedstawiajagcymi poréwnanie logarytmicznej wartosci intensywnosci fluorescenciji
OPP-Alexa. Pasek skali odpowiada 2 um. Rdéznice istotne statystycznie oznaczono poprzez ,*” (p-
value < 0,05).
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Wykryto réznice istotne statystycznie w intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa, ktora

reprezentuje aktywnie przeprowadzang translacje, pomiedzy sporami szczepéw WT i 3KO

dla dwdch punktéw czasowych, ktére odpowiadajg 30 minutom oraz 2 godzinom od

indukcji germinacji (Tab. 4.15). Ponadto generalnie wida¢ tendencje wzrostowg w

intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa wraz z postepem germinacji.

Tabela 4.15. Wyniki testu U Manna-Whitneya dla intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa w
szczepach WT i 3KO

Punkt U 7 5 Mediana dla Mediana dla
Cczasowy WT 3KO
T-1 rdznica nieistotna statystycznie > 0,05 26,365 24,990
TO rdznica nieistotna statystycznie > 0,05 40,655 42,865
T1 866 -2,64 8,2*103 39,355 33,946
T2 rdznica nieistotna statystycznie > 0,05 37,496 48,662
T3 rdznica nieistotna statystycznie > 0,05 72,451 71,104
T4 397 -5,877 4,2 *10° 62,954 7,994
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V. Dyskusja

Krzywa wzrostu szczepu badanego 3KO Bacillus subtilis nie odbiegata od krzywej
wzrostu szczepu kontrolnego WT B. subtilis we wszystkich zbadanych pozywkach, a wiec
zarowno w mediach bogatych w sktadniki odzywcze (LB, CH), jak rowniez w ubogich (BMM)
(Ryc. 4.1). Szczep 3KO jest pozbawiony trzech biatek potencjalnie zwigzanych z radzeniem
sobie z niedoborem cynku (RpmEB, RomGC i RpsNB). Mimo to, brak réznicy we wzroscie
szczepu 3KO w pozywce BMM, ktéra nie posiada dedykowanego zrddta cynku, nie jest
niepokojacy. W literaturze zwrdcono uwage, ze poniewaz bakterie majg niezwykle
skuteczne systemy pobierania tego pierwiastka, sg w stanie dobrze rosngé¢ w pozywkach,
do ktérych nie dodano cynku, prawdopodobnie z powodu $ladowego zanieczyszczenia nim
innych odczynnikéw (Gabriel & Helmann, 2009). Wiekszo$¢ badan nad niedoborem cynku
wykorzystywata silne chelatory jondw metali w celu ograniczenia tego pierwiastka (Gaballa
i in., 2002; Gaballa & Helmann, 1998; Gabriel & Helmann, 2009; J. H. Shin & Helmann,
2016). Niestety, to podejscie wprowadza dodatkowe komplikacje, poniewaz chelatory
czesto naktadajg ograniczenia na wiele wymaganych przez komorki jonédw metali (Gabriel
& Helmann, 2009). Raportowano o wydajnym wzroscie delecyjnych mutantéw B. subtilis
nawet po wielokrotnym przepasazowaniu komdrek bakterii w minimalnych pozywkach
niezawierajacych cynku, do wykonania ktérych uzywano odczynnikdw o najwyzszej
dostepnej czystosci i potraktowanych Chelexem w celu zmniejszenia ilosci zanieczyszczen
metalami sladowymi (Gabriel & Helmann, 2009). Prawidtowa delecja genéw romEB, romGC
oraz rpsNB w szczepie 3KO, wykorzystywanym w niniejszej pracy, zostata potwierdzona
reakcjami PCR stwierdzajgcymi brak wymienionych wyzej gendw oraz obecnos¢ wiasciwych
kaset odpornosci o odpowiednich wielkosciach, a takze sekwencjonowaniem. Ponadto, w
przypadku kazdego eksperymentu hodowle nocne szczepu 3KO zawieraty w swoich

pozywkach wszystkie trzy antybiotyki selekcyjne w odpowiednich stezeniach.

Szczep 3KO nie wykazat réznic wzgledem WT we wzroscie ani rozwoju po traktowaniu
szerokim zakresem zwigzkéw chemicznych, takich jak antybiotyki, detergenty i sole
(Tab. 4.1). Stosowanie statego stezenia kanamycyny jako kontroli, zapewniato

monitorowanie poprawnosci przeprowadzania metody dyfuzji ptytkowe;j.
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Poniewaz gtéwny czynnik transkrypcyjny procesu sporulacji, SpoOA, wptywa réwniez
na inne zachowania komérek B. subtilis (Fujita i in., 2005; Kovacs, 2016; Schultz i in., 2009),
jak to opisano we Wstepie, zdecydowano sie zbada¢ zdolnos¢ do tworzenia biofilmu
zmutowanego szczepu. Szczep 3KO nie réznit sie od szczepu WT pod wzgledem
wytwarzanego biofilmu, za to szczep BGSC znaczgco odbiegat od dwdch pozostatych (Tab.
4.2, Ryc. 4.2, Ryc. 4.3). Jak zwrécono uwage w literaturze, nieudomowione szczepy
B. subtilis majg zdolnos¢ ruchu petzajgcego po powierzchni i tworzenia biofilmu, za to wiele
szczepow laboratoryjnych stracito te umiejetnosci na skutek mutacji i utraty wymaganych
plazmidéw i tworzy jedynie cienkie biofilmy (Branda i in., 2001; Hayes & Patrick, 2022;
Hughes & Kearns, 2017; Kearns i in., 2003; Kearns & Losick, 2003; Lombardia i in., 2006;
McLoon, Guttenplan, iin., 2011; Patrick & Kearns, 2009). Zwrdcono réwniez uwage, ze nie
wszystkie szczepy oznaczone jako ,168” sg takie same, a ich wtasciwosci mogg réznic sie w
zaleznosci od kolekcji, z ktérych pochodzg (McLoon, Guttenplan, iin., 2011). Taka sytuacja
ma miejsce w niniejszej pracy, kiedy to szczep BGSC, jako udomowiony, cechowat sie
charakterystyczng stabg zdolnoscig do tworzenia biofilmu, ktéry powstawat jako cienka i
nietrwata btonka na powierzchni stojgcej pozywki ptynnej (Ryc. 4.3). W przeciwienstwie do
niego, szczep WT, réwniez okreslany jako 168, tworzyt rozbudowany i trwaty biofilm, co
Swiadczy o tym, ze jest to szczep nieudomowiony. Brak réznic miedzy nim a 3KO wskazuje
na to, ze jednoczesny brak trzech gendw rpmeEB, romGC oraz rpsNB nie wptywa na tg

zdolnos¢ komérek bakteryjnych.

Innym zachowaniem B. subtilis, zwigzanym z odpowiednim poziomem czynnika
transkrypcyjnego SpoOA jest ruch $lizgowy (Fujitaiin., 2005; Grauiin., 2015; Kovacs, 2016),
jak to opisano we Wstepie, dlatego jako kolejng ceche fenotypowga, zbadano mobilnosé
szczepow 3KO i WT. Szczep 3KO wykazat zmniejszong mobilnos¢ w poréwnaniu do WT w
potptynnym podtozu LB o stezeniu agaru < 0,33%, przy czym wraz ze zmniejszaniem sie
stezenia agaru w podtozu, zwiekszata sie rdoinica w mobilnosci pomiedzy szczepami
(Tab. 4.3). Jednoczes$nie rdznice w mobilnosci w podtozu poétptynnym o stezeniu agaru
wynoszgcym 0,35% byty nieistotne statystycznie. B. subtilis ma zdolnos¢ do trzech réznych
rodzajow ruchu zwanych ptywaniem (ang. swimming), petzaniem (ang. swarming) i
$lizganiem (ang. sliding) (Ryc. 5.1) (Hughes & Kearns, 2017; Losick, 2020). Generalnie

stezenie agaru ponizej 0,3% w pozywcze potptynnej umozliwia wykrycie ruchu ptywajgcego
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komorek bakteryjnych, zas powyzej 0,3% ruchu petzajacego, chociaz specyficzne warunki
sg zalezne od gatunku (Kearns, 2010). Na podstawie morfologii kolonii obserwowanych na
ptytkach Petriego mozna zauwazy¢, ze w badanych warunkach komorki B. subtilis rosngce
na potptynnej pozywce LB o stezeniu agaru wynoszacym 0,33% poruszaty sie ruchem
ptywajgcym wewnatrz medium, za$ w przypadku stezenia 0,35% poruszaty sie ruchem
petzajgcym po jej powierzchni. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna wiec
wywnioskowaé, iz szczep 3KO wykazuje stabsze zdolnosci do ruchu ptywajacego w

poréwnaniu do szczepu WT, zas nie wykazuje réznic w ruchu pefzajacym.
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Rycina 5.1. Schemat trzech rodzajow ruchu B. subtilis: ptywanie, petzanie i slizganie (Kearns, 2010)
- zmodyfikowane

Wyijasnienie tej rdznicy nie jest oczywiste, poniewaz nie wykryto rdznic w poziomie
translacji w fazie logarytmicznej (TO) zbadanej metodg RIBO-seq. Zaobserwowano jedynie
réznice w ekspresji na poziomie transkrypcji dla czterech gendéw: ytiB, luxS, yqjN, romEB, z

czego trzy pierwsze byty nadekspresjonowane w 3KO, zas ostatni w WT (Tab. 5.1).

180



Tabela 5.1. Mapa ciepta ekspresji genéw wykazujacych réznice na poziomie transkrypcji w fazie
logarytmicznej (T0) miedzy szczepem badanym (3KO) a kontrolnym (WT). Rdznice przedstawiono
w jako stosunek znormalizowanej liczby odczytdw RNA-seq szczepu 3KO do znormalizowanej liczby
odczytéw RNA-seq szczepu WT, co oznacza, ze wartosci >1 wskazujg na wyzszg transkrypcje w
komérkach szczepu 3KO, zas wartosci <1 w komdrkach szczepu WT. Gen rpsB dodano jako przyktad
genu nie wykazujgcego réznicy.

Krotno$¢| Warto$¢p |Skorygowana

Gen |[WTTO1p|WT_TO2p|3KOTO 1p|3KOTO 2p it | e Wikl | o edE

ytiB 24,2 6,53 * 10 |2,88 * 10"
luxs 14,2 8,79 * 103* |1,94 * 10
yaiN 5,5 2,59 * 10" | 3,81 * 105

romEB 0,005 2,02 *10" 2,23 *10%
rpsB 1,0 0,96 1

Rdéznica w ekspresji romEB na poziomie transkrypcji jest tatwa do wyttumaczenia,

jako, ze szczep 3KO nie posiada tego genu. Ponadto brak réznicy obserwowany na mapie
ciepta przy jednoczesnym jej wykryciu w tescie statystycznym wskazuje na to, ze jest ona
istotna statystycznie oraz ze szczep WT, w fazie logarytmicznej (ODeoo = 0,7-0,8), wigcza
ekspresje tego genu na bardzo niskim poziomie (Tab. 5.1). W przeciwienstwie do romEB,
rpsB, ktéry réwniez nie wykazuje réznic pomiedzy szczepami wedtug mapy ciepta, nie

wykazuje ich rowniez w tescie statystycznym.

ytiB to gen stabo poznany, prawdopodobnie koduje enzym, ktory jest podobny pod
wzgledem sekwencji aminokwasowej do anhydrazy weglanowej (Strop i in., 2001). Znajduje
sie w operonie ytiB-luxS pod kontrolg alternatywnego czynnika oB (Arrieta-Ortiziin., 2015;

Nicolasiin., 2012).

Najbardziej obiecujgcym genem, ktéry mogtby pomdc wyttumaczyé wykrytg rdznice
w mobilnosci szczepow WT i 3KO, jest luxS. Koduje on liaze S-rybozylohomocysteiny, ktéra
jest zaangazowana w wykrywanie kworum (ang. quorum sensing), poprzez syntezowanie
uniwersalnego autoinduktora, Al-2, furanozylo-boran-diesteru (Duanis-Assaf i in., 2016;
Hullo i in., 2007; Lombardia i in., 2006; Xavier & Bassler, 2003). Wykryto iz LuxS jest
wymagany do tworzenia biofilmu, a takze do ruchu $lizgowego nieudomowionych
szczepOw B. subtilis (Duanis-Assaf i in., 2016; Lombardia i in., 2006). Mimo iz LuxS nie
wptywa na rozwdj spor, jego transkrypcja jest negatywnie regulowana przez SpoOA. W

literaturze donoszono réwniez, ze ekspresja /uxS stale wzrasta podczas logarytmicznego
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wzrostu, az do swojego maksimum osigganego na godzine przed poczatkiem fazy
stacjonarnej, a nastepnie maleje (Lombardia i in., 2006). Otrzymane z RNA-seq dane
wskazujg na 14-krotnie wiekszg ilos¢ znormalizowanych odczytéw w szczepie 3KO w TO, co
oznacza, ze W szczepie tym znaczgco przekroczona jest ekspresja genu [uxS
charakterystyczna dla szczepu WT. Mozliwe, ze jest to spowodowane dostepnoscig cynku,
poniewaz LuxS dziata jako homodimer, ktéry zawiera dwa miejsca wigzania Zn?* (Hilgers &
Ludwig, 2001; Ruzheinikov i in., 2001). Kuszgca bytaby spekulacja, ze szczep 3KO B. subtilis,
ktéry na skutek delecji gendw romEB, romGC i rpsNB posiada potencjalnie zaburzong
redystrybucje cynku, wykrywa nieprawidtowosci w dziataniu biatka LuxS, spowodowane
niewystarczajgca iloscig tego pierwiastka sladowego, i promuje indukcje jego ekspresiji, jako
sposdb poradzenia sobie z niedoborem aktywnosci LuxS. Jednak enzymdw, uzywajacych Zn
jako kofaktora, jest wiele w organizmie bakteryjnym, dlatego nasuwa sie pytanie dlaczego

akurat to biatko bytoby nadekspresjonowane.

Wymog LuxS dla zdolnosci do ruchu slizgowego niekoniecznie ttumaczy zmniejszong
mobilnos¢ szczepu 3KO, wykrytg w niniejszej pracy. Réznica w mobilnosci dotyczy ruchu
ptywajacego, ktdry jest uznawany za regulowany przeciwnie do ruchu slizgowego i biofilmu,
ktore z kolei, wedtug literatury, wydajg sie by¢ przejawami tego samego zjawiska, poniewaz
korzystajg z tych samych zwigzkéw chemicznych, np. surfaktyny (Hughes & Kearns, 2017;
Losick, 2020). Poniewaz ruchy ptywajacy i slizgajagcy maja rézng mechanike, wymagaja

réznych gendw, do ich wykonywania.

Znacznie zwiekszona w szczepie WT transkrypcja genu ytiB (24-krotna) moze by¢
zwigzana z kolokalizacjg w operonie z genem /uxS lub nieodkrytg funkcjg tego genu. W
literaturze transkrypt /uxS okresla sie jako monocistronowy (Hullo i in., 2007; Lombardia i
in., 2006), a wiec mozliwa jest ta druga opcja, dlatego ciekawe jest jaka role naukowcy

przyporzadkujg YtiB w przysztosci.

Jednak najbardziej prawdopodobne jest, iz duza ilo$¢é transkryptow dla gendw [uxS i
ytiB, zaobserwowanych dla wszystkich zbadanych w niniejszej pracy punktéw czasowych,
to artefakty spowodowane modyfikacjami genetycznymi. W B. subtilis w bezposrednim
sgsiedztwie operonu ytiB-luxS znajduje sie gen romEB (Ryc. 5.2), ktéry w szczepie 3KO,
zostat zastgpiony kasetg opornosci na kanamycyne. Istnieje prawdopodobienstwo, ze na

skutek manipulacji genetycznych przed operonem ytiB-luxS powstato silne miejsce
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indukujace transkrypcje, co powoduje kilkunastokrotne zwiekszenie ilosci uzyskanych

odczytéw RNA-seq.
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Rycina 5.2. Schemat lokalizacji genu romEB w Bacillus subtilis (Pedreiraiin., 2022)

Podobnie mato wiadomo o genie ygjN. Jego funkcja moze by¢ zwigzana z degradacja
aminokwasow, a sekwencja wskazuje na to, ze do jego translacji moze by¢ wymagany
czynnik EF-P ze wzgledu na obecnos¢ kilku kolejnych reszt proliny (Doerfel i in., 2013;
Nicolasiin., 2012; Pedreiraiin., 2022). Réwniez jego nadekspresja moze by¢ wyttumaczona
lokalizacjg na chromosomie bakteryjnym, poniewaz znajduje sie on ponizej genu romGC,
ktory w szczepie 3KO zostat zastgpiony kasetg opornosci na erytromycyne (Ryc. 5.3). Co
ciekawe, dla genu ygjL, ktéry znajduje sie pomiedzy nimi wykryto nizszg ekspresje w
szczepie 3KO niz w szczepie WT w punktach czasowych T1i T2, co moze by¢ zwigzane z jego

odwrotng orientacjg na chromosomie (Tab. 4.10).
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Rycina 5.3. Schemat lokalizacji genu romGC w Bacillus subtilis (Pedreira i in., 2022)

Bardzo prawdopodobne jest, ze ani RNA-seq, ani RIBO-seq nie dostarczajg informacji,
wymaganych do wyjasnienia réznic w mobilnosci szczepdéw 3KO i WT, poniewaz zbieranie
prob do sekwencjonowan odbywato sie w innych warunkach niz przeprowadzanie testu na
mobilnos¢. Wprawdzie réznice wykryto dla ruchu ptywajgcego, a hodowle wykorzystane do
sekwencjonowania przeprowadzano w ptynnej pozywcze, ale energicznie mieszanej, a nie
w potptynnej i inkubowanej stacjonarnie, jak to miato miejsce w tescie na mobilnosc.
Dlatego tez wyniki sekwencjonowania transkryptomu B. subtilis fazy logarytmicznej (T0O), a
takze innych punktéw czasowych (T1-T6), dostarczajg tylko ogdlnej informacji, iz réznice w

transkrypcji dotyczg znikomej i raczej statej ilosci gendéw.
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Do obserwacji mikroskopowych, zaréwno sporulacji, jak i germinacji, uzyto
barwnikdéw SynaptoRed w celu wizualizacji bton komdérkowych; DAPI w celu wizualizacji
chromosomu oraz OPP-Alexa w celu wizualizacji miejsc aktywnej translacji, a takze markera
molekularnego GFP w fuzji z biatkiem rybosomalnym RpsB w celu detekcji lokalizacji
rybosomow. Zastosowano szczep B. subtilis WT-GFP oraz 3KO-GFP w przypadku barwienia
SynaptoRed i DAPI lub szczepdéw WT oraz 3KO w przypadku barwienia OPP-Alexa i DAPI, ze
wzgledu na naktadajace sie fale emisji GFP oraz OPP-Alexa. Szczepy WT-GFP i 3KO-GFP nie
wykazaty réznic we wzroscie w poréwnaniu do szczepdw WT i 3KO, dlatego zastosowano
je jako swoje wzajemne odpowiedniki (Ryc. 4.22). Stosowanie fuzji biatka rybosomalnego
RpsB z zielonym biatkiem fluorescencji jest powszechnie wykorzystywane w celu detekgji

rybosomow (Hunt i in., 2006; Lewis i in., 2000).

Obserwacje mikroskopowe procesu sporulacji wskazujg, ze szczepy WT i 3KO
przeprowadzajg go stosunkowo synchronicznie (Ryc. 4.23-26). Zaobserwowano rdznice w
siddmej godzinie procesu sporulacji, ktéra polegata na rzadszym wykrywaniu oznak lizy
komorki macierzystej w przypadku szczepu 3KO (Ryc. 4.25) w pordwnaniu ze szczepem WT
(Ryc. 4.23). Réznicy tej nie zaobserwowano podczas barwienia OPP-Alexa i DAPI, co moze
by¢ spowodowane wielokrotnym ptukaniem komérek podczas przeprowadzania procedury
(Ryc. 4.24i4.26). Wzory fluorescencji RpsB-GFP i OPP-Alexa nie sg identyczne, ale pokazujg
podobne tendencje zmian w fazie logarytmicznej (TO) oraz przez pierwsze dwie godziny
procesu sporulacji (T1-T2), przy czym sygnat OPP-Alexa cechuje sie precyzyjniejszg
lokalizacja, co zgadza sie z przewidywaniami (Ryc. 4.23 i 4.24). Ponadto generalnie przez
catly obserwowany okres, fluorescencja GFP, tak jak OPP-Alexa, wykazywata negatywng
korelacje z DAPI, ktéra polegata na tym, ze miejsca cechujgce sie silng fluorescencja
GFP/OPP-Alexa charakteryzowaty sie jednoczesnie stabg fluorescencjg DAPI i odwrotnie, co
wskazuje na fizycznie rozdzielenie chromosomu bakteryjnego od rybosomoéw i produktéw
translacji i koresponduje z najnowszym odkryciem, ze transkrypcja i translacja u B. subtilis
sg od siebie bardziej rozdzielone niz przypuszczano do tej pory, wnioskujgc na podstawie
przebiegu tych proceséw u E.coli (Johnson iin., 2020; B. Wang & Artsimovitch, 2021; York,
2020). W kolejnych godzinach sporulacji (T3-T7) fluorescencja OPP-Alexa kolokalizuje z
asymetrycznie pofozong septg, towarzyszac jej w wedréwce wokdt prespory podczas

procesu pochtaniania, a nastepnie Scisle otacza prespore w trakcie syntezy ptaszcza i kory.
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Poniewaz barwienie OPP-Alexa uwidacznia swiezo syntezowane peptydy, zgadza sie to z
przebiegiem procesu sporulacji, ktéory wymaga biosyntezy wielu biatek sporulacyjnych,
m.in. zwigzanych z tworzeniem tzw. kanatéw odzywczych oraz sktadaniem warstw
ochronnych przysztej spory, co opisano szczegdétowo we Wstepie. Ciekawe obserwacje
poczyniono wzgledem prespor, ktdre zakonczyty proces sporulacji i rozpoczety tworzenie
ptaszcza i kory, o czym $wiadczy odsuniecie prespory od brzegu komodrki macierzyste;j.
Zaobserwowano w nich intensywng fluorescencje GFP z jednoczesng niskg fluorescencja
DAPI lub niskg fluorescencje OPP-Alexa z jednoczesng wyrazng fluorescencjg DAPI, w
zaleznosci od barwienia. Mozliwe, ze OPP i Alexa miaty utrudniony dostep do prespory w
takim stadium rozwoju i dlatego fluorescencja wewnatrz niej jest stabo wykrywalna,
przeczy temu jednak obecnosé¢ barwnika DAPI. Drugg ewentualnoscia jest to, iz znaczgco
niska fluorescencja OPP-Alexa reprezentuje stan faktyczny, czyli niski poziom translacji
wewnatrz prespory od IV etapu sporulacji. Sama niekonsekwencja w intensywnosci
fluorescencji DAPI w zaleznosci od barwienia jest za to prawdopodobnie spowodowana tym
ze barwienie SynaptoRed i DAPI odbywato sie przyzyciowo, zas w przypadku barwienia
OPP-Alexa i DAPI komorki byty utrwalane. DAPI tatwiej wnika do martwych komdrek
(Wallberg i in., 2016), dlatego mozliwe jest wybarwienie prespory pochtonietej przez
komodrke macierzystg i o rozpoczetej syntezie ptaszcza i kory, jesli poddano je utrwaleniu,
ale to samo stezenie DAPI moze by¢ niewystarczajgce do pokonania takiej ilosci warstw w

warunkach przyzyciowych.

Analiza sekwencjonowania transkryptoméw oraz translatoméw szczepéw WT i 3KO
wykazata, ze ekspresja czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z procesem sporulacji, czyli
oH, Spo0A, oF, ok, oG oraz oK jest zgodna z przewidywaniami i charakterystyczna dla
kolejnych etapdéw sporulacji. Co istotne, nie wykazata rdoznic pomiedzy szczepami na
poziomie transkrypcji ani translacji. Na podstawie tych wynikdw mozna wysnu¢ wniosek,
ze oba szczepy przechodzg przez kolejne etapy procesu sporulacji wzglednie
synchronicznie. Potwierdza to réwniez analiza RNA-seq i RIBO-seq 60 biatek zwigzanych z

procesem sporulacji (Ryc. 4.13-14) oraz obserwacje mikroskopowe (Ryc. 4.23-26).

Mapa ciepta, bedgca rezultatem analizy transkryptomu 60 biatek zwigzanych z
procesem sporulacji (Ryc. 4.13), pokazata tendencje do porzgdkowania punktow

czasowych w trzy grupy: moment indukcji sporulacji (TO) oraz jedna godzina po tym
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zdarzeniu (T1), Srodkowe godziny procesu sporulacji: druga (T2), trzecia (T3) i czwarta (T4)
oraz koncowe godziny procesu sporulacji: pigta (T5), szosta (T6) i siddma (T7).
Koresponduje to z wykrytymi wzorami ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych oH, SpoOA, oF,
oE, oG oraz oK (Ryc. 4.12), a takze obserwacjami mikroskopowymi (Ryc. 4.23-26). W trakcie
pierwszej godziny po indukcji sporulacji komdrka bakteryjna, wykorzystujgc czesto spory
zakres biatek fazy wegetatywnej, dokonuje kondensacji chromosoméw do wtdkna
osiowego (Breier & Grossman, 2007; Kloosterman i in., 2016; van Baarle i in., 2013) oraz
rozpoczyna synteze asymetrycznie zlokalizowanej septy (Barak i in., 2019; Khanna i in.,
2021). Zdjecia mikroskopowe z drugiej godziny po indukcji sporulacji pokazuja, ze wiekszosé
komodrek zawiera juz swiezo zsyntetyzowang septe (Ryc. 4.23-26), o czym S$wiadczy jej
prosty ksztatt (Ryc. 1.1). Uwypukla sie ona w kierunku komérki macierzystej w trzeciej
godzinie sporulacji, sprawiajac ze prespora przybiera ksztatt owalu, prawdopodobnie na
skutek transportu do mniejszej komodrki chromosomu prespory oraz modyfikacji
peptydoglikanu septy (Khanna i in., 2020; Lopez-Garrido i in., 2018; Ojkic i in., 2016), co
zostato omdéwione we Wstepie. Tym samym, na podstawie obserwacji mikroskopowych,
mozna wywnioskowaé, ze od godziny drugiej do czwartej zachodzi etap pochtfaniania
prespory przez komdrke macierzystg na skutek dziatania przypominajgcego fagocytoze
(Khanna i in., 2020; Rudner & Losick, 2001). W kolejnych trzech godzinach mozina
zaobserwowad, ze prespora byta zlokalizowana nieco dalej od krawedzi komorki
macierzystej, co prawdopodobnie wigze sie z jej dojrzewaniem, czyli m.in. sktadaniem
wokét niej kory oraz ptaszcza. Tym samym trzy grupy gendw mogg w pewnym zakresie
odpowiadaé trzem znaczacym zmianom morfologicznym: asymetrycznemu podziatowi,
pochtonieciu i dojrzewaniu prespory. Szczegétowa analiza mapy ciepta ekspresji gendw na
poziomie transkrypcji dla 60 biatek zwigzanych z procesem sporulacji zdaje sie to

potwierdzac (Ryc. 4.13).

Wsréd biatek wykazujgcych ekspresje juz w fazie logarytmicznej (TO) na szczegdlng uwage
zastuguje AbrB (Ryc. 4.13). To przyktad biatka, ktérego transkrypcja ma miejsce gtéwnie w
fazie wzrostu i jest ona wdéwczas na wysokim poziomie, a nastepnie ulega zmniejszaniu
wraz z inicjacjg i postepem sporulacji (Fujita & Sadaie, 1998; Olson i in., 2014; Pedreiraiin.,

2022; Peregoiin., 1988).
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Do biatek wykazujacych wysoka ekspresje w fazie logarytmicznej (TO) oraz w pierwszej
godzinie (T1) trwania sporulacji nalezg SpoOE, SpoOB, SpoOF, YnzD, YisL, FtsH, ktére
odpowiadajg za regulacje phosphorelay, FtsA, FtsZ, EzrA, ZapA, ktére sg zwigzane z
tworzeniem septy, ComN, MinD, MinJ, DivIVA, ktére biorg udziat w zwigzaniu
chromosomoéw bakteryjnych tworzacych widékno osiowe do biegundéw komorki, a takze
SpolllE transportujgcy DNA spory do odpowiedniego przedziatu (Ryc. 4.13). Ich ekspresja
zanika w czwartej (T4) i pigtej (T5) godzinie po indukcji sporulacji. Jest to zgodne z
oczekiwaniami, poniewaz zdecydowana wiekszos¢ tychze biatek petni réwniez funkcje
spoza procesu tworzenia spor. Phosphorelay zarzadza réwniez innymi niz sporulacja
zachowaniami B. subtilis, typu biofilm, ruch slizgowy czy kanibalizm (Banseiin., 2011; Fujita
i in., 2005; Kovacs, 2016). FtsA, FtsZ, EzrA i ZapA to biatka budujgce kompleks zwany
divisomem, odpowiadajgcy na podziat komorki, réwniez ten symetryczny (Adams &
Errington, 2009; Bardk i in., 2019; den Blaauwen i in., 2017). MinD, MinJ czy DivIVA to z
kolei stosunkowo uniwersalne biatka kotwiczace do btony komérkowej (Bramkamp & van
Baarle, 2009; Hammond i in.,, 2021; Kloosterman i in., 2016). Ponadto generalnie
transkrypcja wszystkich tych biatek zalezy od gtéwnego czynnika transkrypcji cA (Pedreira
i in., 2022). Z literaturg zgadza sie rowniez fakt, ze SpolllE jest wyrazany konstytutywnie

(Sharp & Pogliano, 2002).

Na mapie ciepta wyrdznia sie zgrupowanie gendw spollAA, spollAB, spollE, racA, refZ i
spollGA (Ryc. 4.13). Na jej podstawie mozna wysnuc wniosek, ze transkrypcja tychze gendw
jest wigczana w pierwszej godzinie po indukcji procesu sporulacji (T1). Jest to zgodne z
oczekiwaniami. SpollAA, SpollAB i SpollE sg transkrybowane juz przed asymetrycznym
podziatem i biorg udziat w szlaku aktywacji oF (Bradshaw & Losick, 2015; Dworkin & Losick,
2001; Hilbert & Piggot, 2004). SpollE zwigzana jest rowniez z tworzeniem septy (Bardkiiin.,
2019; Bardk & Muchov4, 2018; Khannaiin., 2021), tak jak RefZ (Ben-Yehuda & Losick, 2002;
Margolin, 2002; Wagner-Herman i in., 2012), zas SpollGA z aktywacjg czynnika oE (Diez i
in., 2012; Hilbert & Piggot, 2004; Imamura i in., 2008) i tym samym poprzedza go w
ekspresji. RacA to z kolei biatko wigzgce sie do chromosomoéw bakteryjnych, biorgc udziat
w kondensowaniu materiatu genetycznego we wtdkno osiowe (Ben-Yehuda i in., 2003b;

Carniol i in., 2005; Schumacher i in., 2016). Transkrypcja wszystkich tych biatek jest
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aktywowana przez SpoOA (Pedreira i in.,, 2022), co ttumaczy ich wzér ekspresji,

rozpoczynajacy sie gwattownie w T1.

Biatka znajdujace sie pod kontrolg czynnikdw oF i oE nie sg wyraznie rozdzielone na mapie
ciepta i wydaja sie tworzy¢ jedng grupe (Ryc. 4.13). Moze byc¢ to spowodowane faktem, ze
indukcja oE, wywotana posrednio przez oF poprzez ekspresje SpollR, musi zaj$¢ stosunkowo
szybko, poniewaz oE aktywuje transkrypcje biatek, ktére m.in. zapobiegajg tworzeniu
drugiej septy w obrebie komdrki macierzystej (Chary i in., 2010; Eichenberger i in., 2001;
Handler i in., 2008). Odpowiadajg za to SpollM SpolID i SpollP, przedstawione na mapie
ciepta. Geny kodujace te biatka sg na niej zgrupowane razem ze spolllAA, spolllAH, spollQ,
odpowiadajgcymi za tworzenie proponowanych kanatéw odzywczych oraz spolVFA,
spolVFB, bofA, ktérych produkty zwigzane sg z aktywacjg oK. Wszystkie te trzy kompleksy
kolokalizujg ze sobg podczas procesu pochtaniania (Ryc. 1.39). W grupie tej, widocznej na
mapie ciepta, znajdujg sie rowniez rsfA i lonB, kodujace regulatory transkrypcji gendw
zaleznych od oF oraz gerR i spollID, dziatajgce analogicznie dla oE. Jak wspomniano we
Wstepie, ofF odpowiada réwniez za ekspresje gendéw zwigzanych z ochrong lub
kietkowaniem zarodnikéw, dlatego w grupie tej znajdujg sie tez katX, ktéry koduje katalaze
chronigcg spory przed nadtlenkiem, gpr, ktérego produktem jest proteaza zaangazowang
w degradacje biatek SASP podczas kietkowania spor. Nie mniej wazna jest obecnos$é w tej
grupie spolVA, spoVM i spoVID, ktdérych ekspresja jest wymagana do zainicjowania
sktadania ptaszcza (Ryc. 1.41) oraz spoVD, zwigzany z korg. Mimo iz te ostatnie geny s3
funkcjonalnie zwigzane z ostatnimi etapami sporulacji, to ich ekspresja jest indukowana
przez tzw. wczesny czynnik sporulacji komorki macierzystej, czyli oE (Pedreira i in., 2022).
Tym samym potgczenie powyzszych gendw w jedng grupe na mapie ciepta (Ryc. 4.13) nie

odbiega od przewidywan.

Geny gerA, gerB, gerK, spoVT, spoVA, sspA, splB, pdaA i sleB tworzg kolejng grupe na mapie
ciepta i wykazujg wysokg ekspresje w T3 i T4 (Ryc. 4.13). Jest to zgodne z oczekiwaniami,
poniewaz ich transkrypcja zalezy od czynnika oG, ktérego szczyt ekspresji przypada na
trzecig godzine po indukcji sporulacji (Ryc. 4.12) (De Hoon i in., 2010; Hilbert & Piggot,
2004; P. Setlow, 2007; Steil i in., 2005; Tobin i in., 2023). Geny te sg zwigzane odpowiednio
z tworzeniem receptoréw odzywczych umozliwiajgcych germinacje spor, regulacjg

transkrypcji zalezng od oG, syntezg kwasu dipikolinowego, wypetniajgcego rdzen spory,
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ochrong DNA spor, synteza unikalnego sktadnika peptydoglikanu kory, a takze koduja

enzym lityczny ptaszcza.

Na uwage zastuguje réwniez, wyrdzniona przez mape ciepta jako podgrupa, para gendw,
cotZ oraz gerE (Ryc. 4.13). CotZ to przyktad biatka, ktérego ekspresja nalezy do jednych z
najpdzniejszych (T5 i T6). Jest to zgodne z oczekiwaniami, poniewaz zalezy ona od
ostatniego w kaskadzie sporulacyjnego czynnika transkrypcyjnego, oK, oraz aktywatordw
GerR i GerE, a jego funkcja jest sktadanie najbardziej zewnetrznej warstwy spory, jaka jest

skorupa.

Jak wskazano w Wynikach, réznica w ekspresji gendw na poziomie transkrypcji
zostata wykryta dla odpowiednio 4, 6,11, 4, 4, 2, 21 182 gendéw w poszczegdlnych punktach
czasowych (TO-T7), reprezentujacych postep trwania sporulacji (Tab. 4.10). Sposrod 182
gendw wykazujgcych réznice w punkcie czasowym T7, 67 charakteryzowato sie wyzszg
ekspresjg w szczepie WT i prawie dwa razy wiecej, bo 115, w szczepie 3KO. Jednakze dla
identyfikacji roli wyspecjalizowanych rybosoméw gtéwne znaczenie odgrywa
sekwencjonowanie rybosoméw, ktére wykrywa rdéznice w translacji, uwzgledniajgc
odpowiednio poziom mRNA (Li i in., 2017). Sposrdd gendw ytiB, luxS oraz ygjN, ktore
charakteryzowaty sie zaréwno najwiekszg réznicg w ekspresji na poziomie transkrypcji, jak
rowniez byty wykrywane niemal w kazdym punkcie czasowym, jedynie gen ytiB wykazywat
rowniez réznice w poziomie translacji, jednak miata ona charakter odwrotny. Podczas
analizy transkryptéw, ytiB wykazywat wyzszy poziom odczytow w szczepie 3KO (Tab. 4.10),
zas analiza translatomu wskazata, ze jego translacja zachodzita wydajniej w szczepie WT

(Tab. 4.11).

Jak pokazano w Wynikach, réznice w translacji miedzy szczepami WT i 3KO wykryto
jedynie w siédmej godzinie po indukcji sporulacji (T7). Sposréd 65 zidentyfikowanych
genow najwiekszg grupe o znanej funkcji stanowity geny zwigzane z tworzeniem ptaszcza,
zewnetrznej powtoki ochraniajgcej spore (15 genéw) (Tab. 5.2). Co interesujace, sposréd
tych gendw az 11 dotyczy najbardziej zewnetrznej warstwy ptaszcza, czyli skorupy.
Ponadto, jedynie w przypadku dwdch gendw wydajnosc¢ translacji jest wieksza w szczepie
3KO, we wszystkich pozostatych przypadkach wydajnosé translacji jest wieksza w szczepie
WT. Produkty gendw tej grupy sg generalnie dobrze poznane, a literatura naukowa, ktora

ich dotyczy jest obszerna.
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Tabela 5.2. Wykaz gendw zwigzanych z tworzeniem ptaszcza, w tym skorupy, ktére wykazaty
réznice w poziomie translacji miedzy szczepem kontrolnym (WT) a badanym (3KO). Réznice w
translacji przedstawiono w stosunku do translacji szczepu dzikiego (WT), co oznacza, ze wartosci >1
wskazujg na translacje wydajniejszg w komdrkach szczepu dzikiego (WT) (zaznaczono na czerwono),
zas$ wartosci <1 w komérkach szczepu badanego (3KO) (zaznaczono na zielono).

Krotnosc Skorygowana
Gen réznicy w wartosé p testu Funkcja
translacji Walda
cotW 5,4 3,20 * 10
cgeB 5,0 2,12 * 1010
SpsF 3,7 2,70 * 107
spsL 3,3 7,91 * 107
cgeD 3,3 2,64 * 10*
spsG 2,9 1,55 * 10 Zwigzana ze
cotV 2,7 5,52 * 10* skorupa
spsB 2,7 1,19 * 10°
cgeC 2,6 3,00 * 10*
cotY 2,0 9,57 * 103
cgeA 0,5 5,42 * 103
cotP 4,3 4,36 * 103
yheD 2,3 2,14 *10° Zwigzana z
cotR 2,2 4,69 * 103 ptaszczem
SscA 0,3 1,17 * 10*

Generalnie, biatka kodowane przez cotVW, sps i cgeAB wptywajg na strukture
skorupy spor, wzgledng hydrofobowos¢ powierzchni i zakotwiczenie warstwy

polisacharydowej (Shuster, Khemmani, Abe, i in., 2019).

CotW, CotV i CotY to biatka skorupy (McKenney i in., 2010). Ich geny znajduja sie w
operonie cotVWXYZ i sg transkrybowane jako policistronowe mRNA na pdinym etapie
sporulacji w komérkach macierzystych. Operon ten ma trzy promotory Pcotvwx , Pcotx i Peotvz,
ktdre sg najpierw pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego oE i pozytywna regulacjg SpollD,
a nastepnie czynnika oK i pozytywng regulacjg GerE (Eichenbergeriin., 2004; Imamuraiin.,
2011; Mader i in., 2002; Steil i in., 2005; J. Zhang i in., 1994). Najsilniej ekspresjonowanym
biatkiem w pdznych stadiach sporulacji jest CotY, nastepnie CotW i CotV (Shuster,
Khemmani, Abe, i in., 2019). Zgadza sie to z doniesieniami, ze CotY jest najbardziej obfitym
biatkiem w skorupie, a CotV w dalszej kolejnosci, ale stwierdzono iz CotW jest stabo

rozmieszczone szczegdlnie w niedojrzatych sporach, gdzie moze by¢ nawet nieobecne
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(Bartels i in., 2019). Dlatego wydaje sie, ze CotW jest wigczany do skorupy pdino.
Pierwotnie stwierdzono, ze jednoczesny brak trzech biatek CotXYZ uniemozliwia
prawidtowq lokalizacje biatka CotW w skorupie (McKenney i in., 2010), ale pdzniejsze
doniesienia moéwity, iz pojedyncze delecje nie wptywajg na prawidtowg lokalizacje CotW
(Shuster, Khemmani, Abe, i in., 2019), a nawet, ze w szesciokrotnym delecyjnym mutancie
cgeA-cotVWXYZ, catkowicie pozbawionym skorupy, lokalizacja ektopowo wyrazanego
CotW jest niezmieniona (Bartels i in., 2019). Stwierdzono za to, ze nieco zaburza jg brak
biatek ptaszcza zewnetrznego, CotH, CotB i YwrJ, w zwigzku z tym zaproponowano, ze CotW
lezy doktadnie na granicy ptaszcza zewnetrznego i skorupy. Mutant z delecjg genu cotW lub
cotV wykazuje nierébwnomierne rozmieszczenie warstw polisacharydu skorupy (Shuster,
Khemmani, Abe, i in., 2019). AcotV daje tagodniejszy fenotyp, z nieco ciefiszg skorupa
catkowicie otaczajgcg spore, podczas gdy AcotW posiada zdezorganizowang skorupe, ktora
oddziela sie od reszty ptaszcza zewnetrznego i nie otacza spory catkowicie. Ponadto CotW
odgrywa role w utrzymaniu integralnosci strukturalnej skorupy w kolejnych dniach po lizie
komérki macierzystej, zapewniajac, ze CgeA, inny skfadnik tej warstwy, pozostanie
zwigzany z powierzchnig spor. CotW, CotV oraz CotY wykazujg zdolno$¢ do
samoorganizowania sie w uporzgdkowane struktury, przy czym kompleks CotW-CotV
tworzy witdkna, a CotY multimery utozone w warstwy (S. Jiangiin., 2015). CotY jest biatkiem
bogatym w cysteine (zawiera 15 reszt Cys), co sprzyja sieciowaniu dwusiarczkowemu (S.
Jiangiin., 2015; Ursem i in., 2021). Brak CotY zmniejsza hydrofilowos¢ spor do okoto 61%,
brak CotV 59%, za$ brak CotW az do 17% wzgledem szczepu dzikiego (Shuster, Khemmani,
Abe, iin., 2019). Wiadomo réwniez, ze CotV i CotY sg biatkami o ujemnym tadunku, ponadto
CotV ma réwniez wysoki udziat hydrofobowych reszt aminokwasowych (Krajcikova i in.,

2017).

Z kolei SpsB, SpsG, SpsF oraz SpsL nalezg do rodziny biatek Sps (ang. spore
polysaccharide synthesis, pl. syntezy polisacharydu spor) (Arrieta-Ortiz i in., 2015). Ich geny
znajdujg sie w operonie spsA-spsB-spsC-spsD-spsE-spsF-spsG-spsl-sps)-spsK-spsL, jednym z
najdtuzszych transkrybowanych w komdrce macierzynskiej (Ryc. 5.4) (Presecan iin., 1997).
Za jego ekspresje odpowiada czynnik transkrypcyjny oK oraz GerE i GerR, jako regulatory
pozytywne (Cangiano i in., 2014; Eichenberger i in., 2004). Ponadto hipotetyzowano, ze w

operonie nad spsG znajduje sie wewnetrzny promotor dla oE (Eichenberger i in., 2004),
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jednak zostato to wykluczone w pdzniejszych eksperymentach (Cangiano iin., 2014). SpsB
jest przewidywang glikozylotransferazg; SpsL bierze udziat w biosyntezie ramnozy,
weglowodanu, stanowigcego skfadnik skorupy; SpsG w biosyntezie kwasu CMP-
legionaminowego; zas SpsF jest odpowiedzialny za transport tego kwasu na powierzchnie
spor (Dubois i in., 2020). Kwas legionaminowy jest wymagany do ztozenia skorupy, a jego
brak powoduje, ze spory sg bardziej hydrofobowe i mniej ujemnie natadowane, co
przektada sie na ich wiasciwosci adhezyjne. Jednocze$nie zaobserwowano, ze zaréwno brak
wszystkich gendw z rodziny sps, jak réwniez brak spsA, nie zmienia odpornosci na lizozym
(Cangiano i in., 2014). W obu przypadkach stwierdzono za to nieco wolniejszg i mniej
wydajng germinacje spor, przy czym defekt ten obserwowano tylko we wczesnych
punktach czasowych, do 10 minut od rozpoczecia kietkowania. Ponadto brak SpsA
powodowat wzrost hydrofobowosci, zas brak wszystkich biatek z rodziny Sps skutkowat
tworzeniem sie skupisk spor, prawdopodobnie na skutek dalszego wzrostu
hydrofobowosci, a przez to wtasciwosci adhezyjnych. Sugerowano, ze SpsB jest

zlokalizowany w ptaszczu zewnetrznym.

GerE
Geer oK ﬁ?
[spsA > spsB >I spsc>| spsD »[ spsE >| spsG >| sps>| spsJ [spsK>
GerEgyk [ Biosynteza ramnozy
[ Biosynteza kwasu CMP-legionaminowego
< phyC || spsM > < msrB ]< msrA |~ [ ] Przypuszczalna glikozylotransferaza

Rycina 5.4. Schemat lokalizacji gendw sps w chromosomie bakteryjnym B. subtilis oraz ich funkcji
(Dubois i in., 2020) - zmodyfikowane

CotP jest biatkiem ptaszcza wewnetrznego, jego gen znajduje sie w operonie ydgB-
ydgA-cotP i jest pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego oK oraz GerE jako represora
(McKenney & Eichenberger, 2012). Z kolei CotR jest termostabilnym biatkiem ptfaszcza
zewnetrznego i petni funkcje enzymu lipolitycznego, odpowiadajgac za hydrolize
lizofosfolipidéw (Kato i in., 2010). Donoszono, ze delecja genu cotR nie ma wptywu na
odpornosc¢ na lizozym i wysokg temperature oraz germinacje (Katoiin., 2010; Little & Driks,
2001). Jednak brak innego enzymu lipolitycznego ptaszcza, LipC, powoduje wadliwe
kietkowanie spor (Masayama i in., 2007). Zaproponowano, ze LipC modyfikuje lipidy btony

zewnetrznej podczas sporulacji w celu poprawy przepuszczalnosci germinantdéw, czyli
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zwigzkoéw indukujacych germinacje (Masayama i in., 2010). Jednak CotR bezposrednio nie
jest aktywowany przez germinanty, takie jak Ca%*, DPA lub Ca-DPA (Kato i in., 2010). Jego
fizjologiczna rola pozostaje niejasna, chociaz stwierdzono iz enzymatyczne witasciwosci
CotR s3 hamowane obecnoscig Mg?*, co jest wyjatkowg wtasciwoscig. Gen cotR wymaga

do transkrypcji czynnika oK (Little & Driks, 2001).

Biatka CgeABCD odpowiadajg za dojrzewanie najbardziej zewnetrznej warstwy spory,
prawdopodobnie poprzez glikozylacje biatek skorupy (Bartels i in., 2019; Roels & Losick,
1995). Udowodniono, ze CgeA jest jej sktadnikiem (Shuster, Khemmani, Abe, i in., 2019).
Geny cge znajduja sie w operonach cgeAB i cgeCDE pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego
oK i GerE jako aktywatora (Steil i in., 2005). Operon cgeAB jest niezbedny do tworzenia
skorupy, za$ cgeCDE bierze udziat w syntezie polisacharydéw (Shuster, Khemmani, Abe, i
in., 2019). Uscislajgc, mutant AcgeB jest catkowicie pozbawiony skorupy, za$ u mutanta
AcgeA wydaje sie by¢ ona luzniej przymocowana do powierzchni spor niz w szczepie dzikim.
Ponadto mutanty te nie majg warstwy polisacharydu (Shuster, Khemmani, Abe, iin., 2019),
w przeciwiedstwie do mutanta delecyjnego AcgeD, ktéry posiada rozbudowang jego
warstwe (Shuster, Khemmani, Nakaya, i in., 2019). CgeA jest biatkiem o ujemnym tadunku
i wysokim udziale hydrofobowych reszt aminokwasowych (Kraj¢ikova i in., 2017), co
przektada sie na wtasciwosci spor. Mutanty delecyjne AcgeA i AcgeB wykazujg silne
fenotypy o zmniejszonej hydrofilowosci spor do odpowiednio 3% i 6% wzgledem szczepu
dzikiego (Shuster, Khemmani, Abe, iin., 2019); AcgeD staby, do 76%; a AcgeCA nie wykazuje
zmian (Shuster, Khemmani, Nakaya, i in., 2019). W innym badaniu stwierdzono za to, ze
AcgeD wydawat sie gorzej ulega¢ adhezji, a potrojny mutant AcgeCDE nie rézni sie od
szczepu dzikiego (Bartels i in., 2019). Brak genu cgeA powoduje agregacje spor (Imamurai
in., 2010; Shuster, Khemmani, Abe, i in., 2019). Funkcja CgeB jest nieznana, chociaz biatko
to zawiera przypuszczalng domene glikozylotransferazy (Bartels i in., 2019; Shuster,
Khemmani, Abe, i in., 2019), zas jego brak powoduje akumulacje nieznanego cukru,
podobnie jak w przypadku braku wszystkich biatek SpsA-L (Bartelsiin., 2019). CgeD réwniez
wykazuje znaczgce podobienstwo sekwencji do glikozylotransferaz (Bartels i in., 2019;
Roels & Losick, 1995). Ciekawe jest, iz CgeD jest paralogiem SpsA, oba to domniemane
glikozylotransferazy, ale wykazujg one odwrotne fenotypy pod wzgledem hydrofobowosci

spor. CgeA jest prawdopodobnie najrzadziej wystepujgcym sposrdd wszystkich biatek
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skorupy (Bartels i in., 2019). Wydaje sie, ze niedojrzate spory zawierajg go wiecej, a
nastepnie, wraz z dojrzewaniem spory, jego ilos¢ maleje lub zanika catkowicie, co wskazuje
na role CgeA we wczesnym rozwoju skorupy. Proponuje sie CgeA jako centrum glikozylacji

skorupy, ktore odgrywa role w koordynowaniu tego procesu.

YheD to biatko ptaszcza wigzgce ATP (Driks & Eichenberger, 2016). Jego gen znajduje
sie w operonie yheC-yheD, ktéry jest pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego oE i SpollID
jako aktywatora (Eichenberger i in., 2004; McKenney & Eichenberger, 2012). Biatko YheD
jest zlokalizowane w podstawnej warstwie ptaszcza wewnetrznego (Driks & Eichenberger,

2016; Van Qoij i in., 2004).

SscA jest zaangazowany w sktadanie ptaszcza, m. in. wigczenia CotB, CotG i CotH
(Kodama i in., 2011). Transkrypt sscA nalezy do 46 najliczniej wystepujacych w uspionych
sporach (Korza i in., 2019). Znajduje sie pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego oK i GerE
jako aktywatora (Kodamaiin., 2011). Brak SscA powoduje mniej wydajng germinacje spor,
prawdopodobnie posrednio, na skutek zaburzenia we wtgczeniu CotH do ptaszcza, ktére to
biatko jest wymagane do kietkowania. Sekwencja sscA jest podobna do yjcZ, genu, ktéry w
niniejszej pracy, réwniez wykazat wydajniejszg translacje w szczepie badanym 3KO w

poréwnaniu do szczepu kontrolnego WT (Tab. 4.11).

Druga najliczniejszg grupa gendw, ktdére w niniejszej pracy wykazaty rdzinice w
translacji byty biatka stresu (Tab. 5.3). Na uwage zastuguje fakt, iz wszystkie ulegaty

wydajniejszej translacji w szczepie 3KO niz w szczepie WT.
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Tabela 5.3. Wykaz gendw ogdinych biatek stresu, ktére wykazaty réznice w poziomie translacji
miedzy szczepem kontrolnym (WT) a badanym (3KO). Rdéznice w translacji przedstawiono w
stosunku do translacji szczepu dzikiego (WT), co oznacza, ze wartosci >1 wskazujg na translacje
wydajniejszg w komdrkach szczepu dzikiego (WT), zas wartosci <1 w komdrkach szczepu badanego
(3KO) (zaznaczono na zielono).

Krotnos¢ Skorygowana
Gen réznicy w wartosé p testu Funkcja

translacji Walda

ywsB 0,5 7,27 * 1073

ykzl 0,4 2,14 * 103

ywzA 0,2 1,93 *10° ogdlne biatka

yvgN 0,2 8,24 * 10* stresu

ybgB 0,2 1,15 * 103

yhdA 0,2 4,11 * 103

YvgN, YwzA, Ykzl i YwsB zostaty okreslone jako ogdlne biatka stresu na podstawie
swojej ekspresji, zaleznej od alternatywnego czynnika transkrypcyjnego odpowiedzi na
stres, oB (Hoper i in., 2005; Petersohn i in., 2001). Wiadomo o nich mniej niz o biatkach

poprzedniej grupy.

YvgN to reduktaza glioksalu i ogdlne biatko stresu, katalizuje zalezng od NADPH
reakcje przeksztatcenia substratu do alkoholu (Hoper i in., 2005; Lei i in., 2009; Sakai i in.,
2001). Sugeruje sie, ze moze odgrywac role w detoksykacji bakterii, poprzez odtruwanie
roznych aldehydéw pochodzacych ze stresu bakteryjnego, w tym aldehydu DL-
glicerynowego, metyloglioksalu i dihydroksyacetonu, ktére mogg powstawaé w
ekstremalnych warunkach. Ponadto doniesiono, iz brak biatka YvgN powoduje defekt w

sporulacji (Thomaides i in., 2007).

Promotor genu ywzA jest indukowany etanolem oraz w niewielkim stopniu wysoka
temperaturg (Yeak i in., 2023). Proponowang funkcjg YwsB jest przetrwanie stresu
spowodowanego etanolem i zasoleniem (Gamba i in., 2015). Na podstawie danych
informatycznych, przewiduje sie, ze ywzA oraz ywsB moze by¢ ekspresjonowany podczas

germinacji (Vohradsky i in., 2021)

YbgB to mate biatko hydrofobowe (Cao i in., 2003), o domniemanych funkcjach
odpornosciowych przeciwko toksycznym peptydom (Butcher & Helmann, 2006;
Eiamphungporn & Helmann, 2008; Mascher i in., 2007). Jego gen znajduje sie pod
transkrypcyjng kontrolg alternatywnego czynnika oY, ktéry jest zwigzany z reagowaniem
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na stres Srodowiskowy oraz inicjowaniem transkrypcji gendw niezbednych do
przystosowania sie do stresu (Cao i in., 2003; Mendez i in., 2012). oY odgrywa role w
produkgcji i odpornosci na antybiotyki, a w budowie swojego operonu przypomina operon
kanibalizmu skf, wspomniany we Wstepie (Mendez i in., 2012). Co ciekawe, brak oY

powoduje opdzniong sporulacje (Mendeziin., 2012).

YhdA to termostabilna oksydoreduktaza FMN zalezna od NADPH, zapewniajgca
ochrone przed stresem oksydacyjnym (Deller i in.,, 2006). Udowodniono, ze YhdA
przeciwdziata cytotoksycznemu i genotoksycznemu dziataniu wewnatrzkomérkowych i
zewnatrzkomodrkowych induktoréw rodnikéw tlenowych, w tym powstajgcych podczas
redukcji sze$ciowartosciowego chromu (Valenzuela-Garcia i in., 2020). Jego gen znajduje
sie w operonie yhcY-yhcZ-yhdA, ktoéry jest pod kontrolg LiaR, regulatora transkrypcji
odpowiedzi na stres (Jordan i in., 2006; Mascher i in., 2003; Valenzuela-Garcia i in., 2020;
Wolf i in., 2010). Doniesiono, ze transkrypcja yhdA jest indukowana szokiem niskiej

temperatury (Delleriin., 2006).

Podsumowujac, mozna zauwazy¢, ze generalnie produkty powyzszej grupy genéw nie
s uznawane za biatka $cisle zwigzane ze sporulacjg, a ich transkrypcja w siédmej godzinie
sporulacji jest ogdlnie niska, w przeciwienstwie do grupy gendw zwigzanych z ptaszczem, w
tym ze skorupa (Ryc. 5.5). Mozna wiec przypuszczaé, ze wydajniejsza translacja tych
transkryptow jest przejawem zaburzen, majgcych miejsce w komadrkach szczepu 3KO w
siédmej godzinie trwania procesu sporulacji. Warto rowniez zauwazy¢, ze mapa ciepta
pogrupowata odczyty wedtug prawidtowych punktéw czasowych, wskazujgc na to, ze
poziomy transkrypcji tych gendw nie réznity sie pomiedzy szczepami WT i 3KO, dodatkowo

potwierdzajac, ze rdznica dotyczy jedynie poziomu translacji.
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Rycina 5.5. Mapa ciepta transkrypcji genoéw, wykazujacych réinice w translacji, do ktorych
przyporzadkowana funkcjg zwigzang z ptaszczem spor lub ogélnym stresem

Najwiekszg réznice w wydajnosci translacji wykazywaty geny yurS, ylqC, gyrA, yloS,
mazF i wszystkie one ulegaty wydajniejszej translacji w szczepie WT w pordéwnaniu do
szczepu 3KO (Tab. 5.4). Cechuja sie one dosc¢ zréznicowang funkcjg, ale mozna zauwazyc,
ze trzy sposréd nich kodujg biatka, ktorych rola jest zwigzana z kwasami nukleinowymi,

chociaz wiedza na temat yurS i ylqC jest niewielka i/lub nieugruntowana.

Tabela 5.4. Wykaz gendw, ktore wykazaty najwieksze roznice w poziomie translacji miedzy
szczepem kontrolnym (WT) a badanym (3KO). Rdznice w translacji przedstawiono w stosunku do
translacji szczepu dzikiego (WT), co oznacza, ze wartosci >1 wskazujg na translacje wydajniejszg w
komarkach szczepu dzikiego (WT) (zaznaczono na czerwono), zas wartosci <1 w komérkach szczepu
badanego (3KO).

Krotnos¢
Gen réznicy w SkorygoY\{ana Funkcja
translacji wartosc p
yurS | 7,5 1,11 * 1011 biatko sporulacyjne o nieznanej funkcji
ylgC | 6,8 5,00 * 10° domniemane biatko wigzgce RNA
gyrA | 5,7 2,68 * 107 gyraza DNA
yloS | 5,6 1,55 * 10* pirofosfokinaza tiaminy
mazF | 5,5 2,09 * 103 toksyna, programowana $mier¢ komérki

yurS znajduje sie w operonie sspG-yurS, ktéry jest pod kontrolg czynnika
translacyjnego oK i GerE jako aktywatora (Bagyan i in., 1998). Donoszono, ze delecja yurS
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nie powoduje réznic w przebiegu procesu sporulacji ani germinacji spor. SspG nalezy do
rodziny biatek SASP, odpowiadajgcych za ochrone DNA, znajdujacego sie w rdzeniu
zarodnikdw. Ekspresja YurS w siédmej godzinie sporulacji ma wiec uzasadnienie, jednak

jego funkcja nie jest znana.

Przypuszcza sie, ze YIqC to biatko wigzgce RNA (Wicke i in., 2023), poniewaz sktada
sie ono wytgcznie z tzw. domeny KH, ktéra znana jest ze swojej zdolnosci do rozpoznawania
kwaséw nukleinowych (Valverde iin., 2008). Moduty KH znajdujg sie w wielu biatkach, ktére
biorg udziat w réznych procesach biologicznych, w tym splicingu, regulacji transkrypcji i
kontroli translacji. KH mogg wigzac szeroka game motywow sekwencji. Za tg specyficznosc
prawdopodobnie odpowiadajg sekwencja aminokwaséw i doktadna struktura
rozpoznawanego motywu, ktére nie sg jednak znane dla YIqC. Kilka ostatnich badan
wykazato, ze YlgC moze wigzac sie z matymi regulatorowymi RNA (sRNA), mRNA i tRNA,
jednak pula konkretnych liganddw rdézni sie w zaleznosci od organizmu (Olejniczak i in.,
2022). Generalnie, wptyw biatek z domeng KH moze by¢ zaréwno negatywny, jak i
pozytywny, dla ekspresji danego genu, i w przypadku YIqC pozostaje w duzej mierze
nieznany. Najlepiej scharakteryzowang rolg fizjologiczng, w jakg zaangazowany jest YlqC,
jest wydtuzanie komorek u Streptococcus pneumoniae. Koresponduje to z faktem, ze wigze
on mRNA, kodujgce biatka podziatu komdrkowego, w tym FtsA, ktére jest regulowane
negatywnie. Wykryto, ze w mutantach delecyjnych AylgC ilo$¢ FtsA jest wieksza przy
niezmienionym poziomie transkryptu, w poréwnaniu do szczepu dzikiego (Zheng i in.,
2017). Wskazowek dotyczgcych fizjologicznej roli biatek YlgC, naukowcy doszukujg sie
rowniej w pofozeniu jego genu (Olejniczakiin., 2022). ylqC jest silnie konserwatywna z rpsP,
kodujgcym biatko rybosomalne S16, jak rdwniez rimM, kodujgcym czynnik dojrzewania 16S
rRNA i trmD, kodujgcym metylotransferaze tRNA. Co ciekawe, zwrdcono uwage, ze gen
innego biatka, zawierajgcego domene KH, jag znajduje sie w operonie ze spolllJ, kodujgcym
translokaze, niezbedng dla aktywnosci oG w stadium lll, ktéra bierze udziat w sktadaniu
kompleksu SpolllAH-SpollQ (Serrano i in., 2003), a takze rpmH, kodujgcym biatko
rybosomalne L34 i rnpA, odpowiadajacy za dojrzewanie tRNA (Pedreira i in., 2022).

Faktycznie, stanowi to interesujgce pole dla przysztych badan.

gyrA koduje podjednostke A enzymu gyrazy DNA (Arjes i in., 2022). Enzym ten

odpowiada za hamowanie inicjacji replikacji DNA, poprzez zmniejszenie powigzania biatka
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DnaA z oriC (Samadpour & Merrikh, 2018). Zaprzestanie kolejnych rund replikacji jest
kluczowe dla prawidtowego przebiegu procesu sporulacji (Scholefield i in., 2011), dlatego

ekspresja gyrA jest uzasadniona.

yloS koduje pirofosfokinaze tiaminy, czyli witaminy B1, ktéra jest niezbednym
kofaktorem wielu waznych enzyméw w metabolizmie weglowodandéw i aminokwaséw
(Melnick i in., 2004; Schyns i in., 2005). Znaczenie ekspresji yloS w siddmej godzinie

sporulacji jest niejasne.

mazF koduje toksyne i jest elementem dwusktadnikowego uktadu toksyna-
antytoksyna, bardzo dobrze scharakteryzowanym we Wstepie. W przeciwienstwie do
MazF-ec E. coli, ktéry specyficznie tnie sekwencje ACA, MazF-bs B. subtilis jest interferaza
mRNA, ktdra specyficznie tnie sekwencje o pieciu zasadach, UACAU (Park i in., 2011).
Stwierdzono, ze homologi MazF powszechnie wystepujgce w bakteriach Gram-dodatnich
s3 wysoce homologiczne z MazF-bs. Stwierdzono, ze rozpoznawana przez MazF-bs
sekwencja AUCAU jest nadreprezentowana w genach B. subtilis zwigzanych z biosyntezg
metabolitéw wtérnych i dlatego zasugerowano, ze MazF-bs moze braé¢ udziat w ich
regulacji. Co interesujgce z perspektywy procesu sporulacji, doniesiono, ze MazF
odpowiada za lize komérek u bakterii Myxococcus xanthus, ktdra jest obligatoryjna dla
wytworzenia tzw. myxospor (Nariya & Inouye, 2008). Uzasadnione jest wiec
przypuszczenie, ze ekspresja MazF u B. subtilis w siddmiej godzinie sporulacji jest zwigzana
z lizg komérek macierzystych, umozliwiajgc uwolnienie endospor. Ponadto zwiekszona
wydajnos$¢ translacji tego genu w szczepie WT koresponduje z obserwacjami
mikroskopowymi, w ktérych zaobserwowano czestsze oznaki lizy komdérkowej wiasnie w

tym szczepie w poréwnaniu do szczepu 3KO (Ryc. 4.23 i 4.25).

Generalnie mozna zauwazyé, ze rdoznice w translacji bardzo czesto dotyczyty gendéw
ekspresjonowanych w komadrce macierzystej, pod kontrolg charakterystycznych dla tego
przedziatu czynnikdw transkrypcyjnych, gtdwnie oK, ale réwniez oE. Otrzymane wyniki
mogg reprezentowad stan faktyczny. Inng mozliwoscia jest to, ze obserwowana tendencja
moze by¢ spowodowana faktem, iz wraz z postepem sporulacji dostep do wnetrza prespory
jest coraz bardziej utrudniony. Tym samym istnieje ewentualno$é, iz analizowane odczyty
byty wzbogacone o transkrypty pochodzgce z komérki macierzystej. Nie podwaza to jednak
otrzymanych wynikéw, a jedynie dopuszcza mozliwos¢ istnienia wiekszej ilosci gendw
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roznigcych sie wydajnoscia translacji, ktore bytyby zalezne od czynnikdw transkrypcyjnych

prespory, a ktére nie zostaty wykryte w niniejszych badaniach.

Warto tez zauwazyé, ze wiekszo$¢ gendw, wykazujgcych réznice w translacji,
znajdowata sie wewnatrz operondéw (Ryc. 5.6). Moze to wskazywac, ze faktycznie dochodzi

do preferencji translacji wybranych transkryptow.

3KO T7 RIBO-seq (0-405]
. ——
WT T7 RIBO-seq [0-405]
. —— —
Gen
E

rpsP ylqC

Rycina 5.6. Wizualizacja zmapowanych odczytéw RIBO-seq do gendw rpsP i ylgC w szczepie WT i
3KO w siodmej godzinie po indukcji sporulacji (T7) jako przyktad genu, wykazujacego réznice w
translacji (ylqC), ktéry znajduje sie w operonie z genem nie wykazujgcym roznicy (rpsP)

W powyzszym kontekscie, wydaje sie logiczne, aby wykryta w niniejszej pracy rdznica
w wydajnosci germinacji, prawdopodobnie spowodowana odmienng odpornoscig na
wysokg temperature, byta konsekwencjg réznic w ekspresji gendw, ktore zostaty wykryte

w siédmej godzinie sporulacji.

Rdéznica w wydajnosci germinacji zostata wykryta w wyniku testu, ktéry polegat na
zliczaniu kolonii wyhodowanych na statym podtozu z catonocnych, dojrzatych spor,
potraktowanych wysokg temperaturg. Test ten pozwolit okresli¢, ze srednia wydajnos¢
germinacji spor szczepu WT byta okoto dwukrotnie wieksza niz szczepu 3KO (Ryc. 4.27).
Réznica w wydajnosci germinacji zostata réwniez potwierdzona w krzywych wzrostu
ptynnych hodowli, zapoczgtkowanych z tak samo przygotowanych spor (Ryc. 4.28).
Konsekwencjg zaobserwowania réznic w wydajnosci germinacji spor byto przeprowadzenie

obserwacji mikroskopowych réwniez dla tego procesu.
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W wyniku obserwacji mikroskopowych, wykryto znaczaca réznice w intensywnosci
fluorescencji, ktorej zrédtem byto GFP w fuzji z RpsB (Ryc. 4.33, 4.34; Tab. 4.14). Réznica
byta istotna statystycznie dla wszystkich punktéw czasowych za wyjatkiem T-1, ktory
reprezentuje czas przed inkubacjg spor w temperaturze 90°C przez 40 minut. W punkcie T-
1100% spor obu szczepéw charakteryzowato sie intensywnym sygnatem GFP, zas w
kolejnym punkcie odsetek ten gwattownie zmalat w przypadku spor szczepu 3KO i do konca
obserwacji byt o okoto potowe mniejszy niz dla szczepu WT (Ryc. 4.32). Tym samym,
bezposrednim czynnikiem réznicujgcym spory obu szczepdédw okazato sie by¢ poddanie ich
dziataniu wysokiej temperatury. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna wysnué
wniosek, ze subpopulacja spor szczepu 3KO wykazuje brak odpornosci na wysoka
temperature, ktéra powoduje denaturacje biatek w ich rdzeniu, co przejawia sie

zmniejszeniem fluorescencji GFP.

W przeciwienstwie do sygnatu GFP, sygnat DAPI byt wykrywany u okoto dwdch razy
wiecej spor szczepu 3KO niz WT w dwdch pierwszych punktach czasowych (T-1iT0), a wiec
przed indukcjg germinacji (Ryc. 4.32). W kolejnych punktach czasowych odsetek spor
wykazujgcych fluorescencje wywotang przez barwnik DAPI jest zblizony do siebie pomiedzy
szczepami i wykazuje tendencje wzrostowg. Moze byé to spowodowane rdznicg w
przepuszczalnosci spor na ten zwigzek, przy czym spory szczepu 3KO wykazywatyby wyzszg
przepuszczalnosé. Koresponduje to z faktem, iz spory mutantéw, u ktéorych usunieto geny
odpowiadajgce za tworzenie pfaszcza, wykazywaty wyziszg przepuszczalnos¢ dla wody
(Knudsen i in., 2016). Ttumaczytoby to réwniez obserwowang tendencje wzrostows,
poniewaz spory zwiekszajg swojg przepuszczalnos¢ wraz z postepem germinacji (Behravan
iin., 2000; Black & Gerhardt, 1962; Bruno, 2015; Moiriin., 2002; Trunetiin., 2017). Zblizony
procent spor wykazujgcych fluorescencje DAPI od punktu czasowego T1, oznaczajgcego 30
minut od indukcji germinacji, takze jest uzasadniony, poniewaz wykazano, ze spory zabite
wysokg temperaturg sg przepuszczalne dla barwnika fluorescencyjnego na podobnym
poziomie co germinujgce zarodniki (Black & Gerhardt, 1962; Mtimetiin., 2017; Trunetiin.,
2019). Ponadto warto zwréci¢ uwage, ze zmiany w difugosci spor (Ryc. 4.29) negatywnie
korelujag z odsetkiem spor wykazujgcych fluorescencje DAPI (Ryc. 4.32) w punktach
czasowych od T1 do T4, tj. gdy dtugos$é spor zmniejsza sie, to zwieksza sie odsetek spor

wykazujgcych tg fluorescencje. Jest to prawdopodobnie spowodowane tym, ze przy
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niezmienionej zawartosci chromosomu bakteryjnego, mniejsza objeto$é spor powoduje
jego zageszczenie i implikuje tym samym wyzszy sygnat fluorescencji DAPI, ktéry jest

czesciej wykrywany.

W literaturze zwraca sie uwage, ze wiele efektéw wykrywanych podczas szukania
wyspecjalizowanych rybosoméw moze byé spowodowanych zmniejszeniem ogdlnej liczby
rybosomoéw (Ferretti & Karbstein, 2019; Gay i in.,, 2022). W niniejszej pracy nie
zaobserwowano réznicy w intensywnosci biatka RpsB-GFP, ktére reprezentuje rybosom w
komoérkach wegetatywnych (Ryc. 4.23 i 4.25), jak i dojrzatych, catonocnych sporach
(Ryc. 4.33).

Wz6r ekspresji biatek rybosomalnych w szczepie 3KO nie wydaje sie odbiegac od
szczepu WT (Ryc. 4.18) chociaz w siddmej godzinie sporulacji wykryto réznice w poziomie
transkrypcji dla genéw rpsM i rpl/W, dla ktérych byta ona wyzsza w szczepie 3KO oraz dla
genu rps/, dla ktérego byta wyzsza w szczepie WT (Tab. 5.5). rpsM koduje niezbedne biatko
rybosomalne S13, zas rp/W koduje L23 o niejasne] obligatoryjnosci i oba znajdujg sie w
gtéwnym operonie S10-spc-a, zas gen rpsl, kodujgcy niezbedne biatko S9, znajduje sie w
oddzielnym operonie z rp/M (Akanuma i in., 2012; Kobayashi i in., 2003; Pedreira i in.,
2022).

Wykryto zwiekszong translacje biatka RomE w szczepie 3KO, ktéry pozbawiony jest
genu jego paralogi, czyli romEB, jednak nie zaobserwowano tego dla pozostatych
usunietych gendw, czyli dla biatek RpsN oraz RomGA i RomGB (Tab. 5.5). Zamiast tego w
szczepie WT wykryto zwiekszong translacje dla genu rpmC, ktéry koduje biatko

rybosomalne L29.

Tabela 5.5. Wykaz genow biatek rybosomalnych, ktére wykazaly réznice w ekspresji genéw
miedzy szczepem kontrolnym (WT) a badanym (3KO). Na czerwono zaznaczono wyiszg
transkrypcje/translacje wykrytg dla szczepu 3KO, zas na zielono dla szczepu WT.

Gen Krotnos¢ | Skorygowana | Réznica w ekspresji

roznicy wartosc p gendw na poziomie
rosM | 2,1 6,64 * 10°
rpsl | 2,5 5,00 * 107 transkrypcji
rosM | 2,1 9,57 *10°
romC | 2,7 2,38 * 103

translacji

romeE | 2,5 2,09 * 103
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Mozliwe iz rdznice ekspresji powyzszych biatek rybosomalnych w siddmej godzinie

sporulacji s préba rekompensaty braku biatek RomGC, RomEB i RpsNB w szczepie 3KO.

W przypadku barwienia OPP-Alexa, ktére wykrywa aktywng translacje,
charakterystyczna dla tej metody zielona fluorescencja jest wtasciwie niewidoczna,
zarowno w sporach szczepu WT, jak i 3KO (Ryc. 4.35). Byta ona jednak wykrywana przez
program Fili na bardzo niskich poziomach i generalnie wykazywata tendencje wzrostowa
wraz z postepem germinacji (Tab. 4.15). Zgadza sie to z faktem, iz translacja zachodzi juz
od pierwszej fazy germinacji, czyli kietkowania, chociaz do niedawna uwazano, ze translacja
ma miejsce dopiero w pdzniejszych etapach (Sinai i in., 2015; B. Zhou i in., 2022). Wykryta
istotna statystycznie réznica w intensywnosci fluorescencji OPP-Alexa dla dwdch punktow
czasowych, ktdre odpowiadajg 30 minutom (T1) oraz 2 godzinom od indukcji germinacji
(T4), wskazujg na statystycznie istotnie stabszg translacje w sporach szczepu 3KO na tych
etapach germinacji (Tab. 4.15). Moze ona zapowiadac, obserwowang w konsekwencji,
mniej wydajng germinacje spor (Ryc. 4.27, 4.28). Rdznica w poziomie translacji wykryta po
30 minutach od indukcji germinacji moze by¢ powodem obserwowanej od 60 minuty
statystycznie istotnej roznicy w dtugosciach spor pomiedzy szczepami (Tab. 4.13). Rodwniez
niemal niewykrywalny poziom translacji w sporach szczepu 3KO, przypadajgcy na drugag
godzine od indukcji germinacji, moze ttumaczy¢ zahamowanie wzrostu spor obserwowane

po tej godzinie dla tego wtasnie szczepu.

Podsumowujgc, niniejsze badania wykryly znaczgce rdznice w ekspresji genéw w
siodmej godzinie sporulacji (Tab. 4.10 i 4.11), ktére sg prawdopodobnie spowodowane
brakiem paralogéw biatek rybosomalnych RomGC, RpmEB i RpsNB. Mozliwe iz sg one
nastepstwem obnizonego poziomu translacji wykrytego juz w szdstej godzinie sporulacji
dla subpopulacji komérek szczepu 3KO (Ryc. 4.26). Konsekwencjg zaburzen ekspresji
genow na koncowych etapach sporulacji wydaje sie by¢ znacznie zmniejszona wydajnos¢
germinacji spor szczepu 3KO (Ryc. 4.27 i 4.28). Najprawdopodobniej jest ona
spowodowana wrazliwoscig spor szczepu 3KO na wysokg temperature, ktéra wydaje sie

powodowac denaturacje biatek rdzenia, w tym rybosoméw (Ryc. 4.32-34).

Mozliwe jest iz zmniejszona wydajno$é germinacji spor szczepu badanego 3KO jest
spowodowana plejotropowym efektem rdéznic w translacji, spowodowanej brakiem

subpopulacji rybosoméw, zawierajgcych paralogi biatek L31, L33 i S21. Réznice w translacji
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dotyczyly gtdwnie biatek zwigzanych z najbardziej zewnetrzng powtoky spor, czyli
ptaszczem i jej szczegdlng warstwa, skorupg. Biatka te znane s3 ze swojego wptywu na
wiasciwosci powierzchniowe spor, takie jak hydrofobowo$¢ i tadunek ujemny, ktére
skutkujg zmianami w adhezji i rozprzestrzenianiu sie spor (Shuster, Khemmani, Abe, i in.,
2019). Skorupa i, uogdlniajgc, ptaszcz nie sg odpowiedzialne, wedtug literatury, za
odpornos¢ spor na wysoka temperature (P. Setlow, 2006), chociaz istniejg doniesienia,
wigzgce sktad biatkowy i strukture ptaszcza z odpornoscig na ten stresor (Abhyankar i in.,

2015; Abhyankar iin., 2016; Sanchez-Salas i in., 2011).

W naturalnych warunkach, spory tworzg sie i kietkujg w zdecydowanie bardziej
zroznicowanym S$rodowisku niz w warunkach laboratoryjnych. Nawet w warunkach
kontrolowanych i ujednoliconych, zaréwno sporulacja, jak i germinacja spor nie zachodzi
catkowicie réwnomiernie i jednoczes$nie (Chastanet i in., 2010; De Jong i in., 2010; Dubnau
& Losick, 2006; Kong i in., 2014; P. Zhang i in., 2010; Y. Zhang i in., 2020). Ta
heterogeniczno$¢ ma uzasadnienie biologiczne, m. in. w tym, ze oba te procesy s3
nieodwracalne (Narula i in., 2012; Siebring i in., 2014). Szczegdlne znaczenie ma to w
germinacji, kiedy to przedwczesne rozpoczecie kietkowania w otoczeniu, ktére nie
zapewnia wystarczajgcych warunkéw dla wzrostu, oznacza bezwzgledng $mierc¢ spory

(Kongiin., 2014).
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VI. Podsumowanie i wnioski

Na podstawie uzyskanych w niniejszej pracy wynikdow mozna sformutowac

nastepujgce wnioski:

1. Potrojny mutant delecyjny 3KO (ArpmEBArpmGCArpsNB) nie réznit sie krzywa
wzrostu od szczepu dzikiego WT we wszystkich zbadanych pozywkach, zaréwno w
mediach bogatych w sktadniki odzywcze (LB, CH), jak rowniez w ubogich (BMM).

2. Szczep 3KO nie wykazywat réznic we wzroscie ani rozwoju po traktowaniu szerokim
zakresem zwigzkdw chemicznych, m.in. lizozymem, antybiotykami (ampicylina,
kwas fusydowy, spektynomycyna, tiostrepton), detergentami (SDS, Tween-20) i
solami (Na2S04, MnSQa, ZnCly).

3. Szczep 3KO oraz szczep WT tworzyt silnie rozbudowany i trwaty biofilm, w
przeciwienstwie do udomowionego szczepu BGSC, ktéry, zgodnie z
przewidywaniami, tworzyt cienki i fatwo rozpadajgcy sie biofilm. Tym samym
jednoczesny brak trzech genéw romEB, romGC, rpsNB nie wptywa na zdolnos$¢ do
tworzenia biofilmu u B. subtilis.

4. Szczep 3KO wykazywat stabsze zdolnosci do ruchu ptywajgcego w poréwnaniu do
szczepu WT, zas nie wykazywat rdznic w ruchu petzajgcym.

5. Rdznice w translacji miedzy szczepami 3KO i WT wykryto jedynie w siddmej godzinie
po indukcji sporulacji i dotyczyta ona 65 gendéw. Wydajniejsza translacja w szczepie
WT dotyczyta gtéwnie biatek zwigzanych z wtasciwosciami ptaszcza spor, zas w
szczepie 3KO dotyczyta ogdlnych biatek stresu.

6. Wykorzystujagc mikroskopie konfokalng i barwienie OPP-Alexa, wykrywajgce
miejsca aktywnej translacji, wykryto subpopulacje komérek szczepu 3KO w szdstej
godzinie po indukcji sporulacji, ktéra cechowata sie mniej wydajng translacja.

7. Spory utworzone przez szczep 3KO charakteryzowaly sie znaczgco stabsza
wydajnoscig germinacji.

8. Spory szczepu 3KO wydajg sie by¢ wrazliwe na dziatanie wysokiej temperatury,
poniewaz po inkubacji w 90°C przez 40 minut zaobserwowano nagty spadek odsetek

spor wykazujgcych fluorescencje RpsB-GFP, w przeciwienstwie do spor szczepu WT.
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