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1. Streszczenie

Transkrypcja jest procesem, ktory umozliwia propagacje informacji genetycznej
z poziomu DNA do RNA. Mimo Ze petne spektrum funkcji pelnionych przez czasteczki RNA
nie zostato jeszcze w petni poznane, wiadomo, ze ré6znorodno$¢ mechanizmoéw i procesow,
w ktorych s3 one bezposrednio zaangazowane, jest nadzwyczajna. Pomimo pehnienia roli
matrycy niezb¢dnej do syntezy biatek, czasteczki RNA pelnig takze szeroki zakres funkcji
regulacyjnych wewnatrz komorki. Dlatego tez kluczowe jest pelne zrozumienie sposobow
regulacji tych proceséw oraz praktyczne wykorzystanie tej wiedzy, na przyktad w leczeniu
chorob zakaznych.

W  bakteriach czasteczki RNA moga uczestniczy¢ w regulacji odpowiedzi
komorkowych na rézne bodzce srodowiskowe lub fizjologiczne przy pomocy kilku dobrze
poznanych mechanizméw. RNA moze zwija¢ si¢ w zlozone i aktywnie zmieniajace si¢
struktury drugorzedowe, ktdre tworzg si¢ poprzez parowanie zasad z innymi przylegtymi lub
odleglymi czgsciami tej samej czasteczki. Zmiany struktur drugorzedowych RNA moga
modulowac szereg procesow zwigzanych z ekspresja genow, zazwyczaj poprzez wptywanie na
aktywno$¢ polimeraz RNA, rybosoméw i innych kluczowych enzyméw lub kompleksow.
Indukowane zmiany w strukturze drugorzgdowej RNA moga réwniez w konsekwencji
prowadzi¢ do przedwczesnej terminacji transkrypcji.

Niniejsza rozprawa prezentuje szereg innowacyjnych narzedzi bioinformatycznych,
opracowanych w celu wykrywania i adnotacji rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji
u bakterii. Wykorzystuja one dane pochodzace z wysokoprzepustowych technik
sekwencjonowania 3’ koncow RNA (Term-seq) oraz catkowitego sekwencjonowania RNA
(RNA-seq).

Pierwsze z prezentowanych w rozprawie narzedzi ma na celu identyfikacje stabilnych
3' koncow RNA w ramach sygnatu reprezentowanego jako pokrycie genomu przez odczyty
uzyskiwane metoda Term-seq. Opracowany algorytm, wykorzystujac metod¢ IDR (ang.
Irreproducible Discovery Rate), pozwala skutecznie roznicowaé sygnaly zachowawcze
pomiedzy replikatami biologicznymi, od pozostatych, w znacznej mierze reprezentujacych
posrednie produkty przetwarzania RNA lub jego degradacji. Opracowane oprogramowanie
umozliwia takze precyzyjng adnotacj¢ szeregu cech zwigzanych z 3’ koficami czasteczek RNA,

w szczegblnosci identyfikujac te bedace wynikiem rho-niezaleznej terminacji transkrypcji.



Drugi z opracowanych algorytméw shuzy do przewidywania miejsc rho-niezalezne;j
terminacji transkrypcji na podstawie danych z sekwencjonowania RNA (RNA-seq) oraz metod
uczenia maszynowego. Do utworzenia modelu predykcyjnego wykorzystane zostaty publicznie
dostgpne zbiory odczytéw, uzyskanych przy pomocy protokotow RNA-seq oraz Term-seq.
Zastosowanie wspomnianych narzedzi bioinformatycznych do analizy szerokiego zestawu
publicznie dostgpnych danych umozliwito stworzenie niezwykle rozbudowanego atlasu rho-
niezaleznych terminatoréw bakteryjnych, zidentyfikowanych przy pomocy technik
wysokoprzepustowego sekwencjonowania.

Rolg trzeciego z przygotowanych programow jest adnotacja interwatow genomowych
lub transkryptomowych przy pomocy informacji zawartych w plikach GTF lub GFF.
Wymienione formaty plikow shuzg do przechowywania adnotacji genoéw, transkryptow oraz
innych cech genomowych poznanych w obrebie danego genomu. Zastosowanie niniejszego
narzgdzia pozwolito uzupetni¢ zestaw adnotacji przedstawionych w ramach opracowanego
atlasu rho-niezaleznych terminatorow bakteryjnych.

Prezentowana praca przedstawia kompleksowe poréwnanie terminatoréw,
wystepujacych u wybranych gatunkéw bakterii, ujawniajac ich znaczaca zmienno$¢ migdzy
réznymi taksonami. Obserwacja ta poddaje w watpliwo$¢ dominujace przeswiadczenie
moéwigce o znacznym podobienstwie sekwencji 1 struktur terminatoréw wystepujacych
u bakterii. PrzeSwiadczenie to jest gltownie wynikiem badan przeprowadzonych na
organizmach modelowych, takich jak Escherichia coli i Bacillus subtilis. Przedstawiona praca
szczegdtowo omawia zauwazalne roéznice w strukturze drugorzedowej, kompozycji
nukleotydowej, a takze lokalizacji genomowej zidentyfikowanych rho-niezaleznych
terminatorow transkrypcji.

Niezwykle istotnym elementem prezentowanej rozprawy jest starannie przygotowany
atlas miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u Staphylococcus aureus, bakterii
o wysokim znaczeniu klinicznym, charakteryzujacej si¢ szczepami wykazujacymi oporno$¢ na
wiele znanych lekow. Atlas ten zostal opracowany na podstawie analizy 140 publicznie
dostgpnych zbioréow danych, stanowigc tym samym wedlug najlepszej wiedzy autora,
najbardziej wszechstronne zestawienie terminatorow opracowane do dzis$ dla S. aureus.

Ponadto, niniejsza praca dyplomowa prezentuje wyniki, ktére ujawniaja kilka
kontekstowo specyficznych zdarzen terminacji transkrypcji, prowadzacych do regulacji
ekspresji genéw w odpowiedzi na stres wywolany stosowaniem antybiotykow u S. aureus.
Wyniki te majg potencjalne znaczenie terapeutyczne, pozwalajac szczegotowo zrozumieé

wplyw stosowanych antybiotykéw na bakterie stanowigce wysokie zagrozenie kliniczne.



Stowa Kkluczowe: rho-niezalezna terminacja transkrypcji, warunkowa terminacja

transkrypcji, Term-seq, Staphylococcus aureus, stres antybiotykowy



2. Abstract

Transcription is an essential process allowing the propagation of genetic information
from DNA to RNA. The full spectrum of RNA roles in cells is yet to be uncovered. However,
it is already known that the variability of mechanisms and processes in which RNA molecules
are involved is extraordinary. Despite acting as a template for the synthesis of proteins, RNAs
perform a wide array of regulatory functions within the cell. Therefore, it is crucial to fully
understand how RNA molecules regulate gene expression in bacteria and how people can use
this knowledge to their advantage, e.g., in treating infectious diseases.

In bacteria, RNA molecules can modulate cellular responses to various environmental
or physiological stimuli via several well-understood mechanisms. RNAs can fold into
sophisticated and actively changing secondary structures forming through base-pairing with
other adjacent or distant parts of the same molecule. RNA secondary structures can modulate
arange of processes involved in gene expression, usually by affecting the work of RNA
polymerases, ribosomes, and other crucial enzymes or complexes. One of the most common
mechanisms of regulating gene expression is via changes in the RNA secondary structure
leading to premature transcription termination.

This thesis introduces innovative bioinformatic tools developed to detect and annotate
intrinsic transcription terminators in bacterial organisms, utilizing 3'-end RNA sequencing
(Term-seq) and total RNA sequencing (RNA-seq) data.

The first tool aims to identify stable 3’RNA ends within the signal represented by the
genomic coverage of 5' Term-seq read ends. A novel algorithm, based on Irreproducible
Discovery Rates, is employed to effectively distinguish signals being reproducible between
biological replicates from others, likely attributed to intermediate products of RNA processing
or degradation. Moreover, the provided software enables the annotation of various features
associated with the 3' ends of RNA molecules, specifically identifying those resulting from
intrinsic transcription termination.

The second algorithm introduced as a part of this thesis is a machine-learning method
for accurate prediction of intrinsic termination events based on RNA-seq data, leveraging
publicly available datasets from RNA-seq and Term-seq protocols. The development of this
toolkit facilitated the creation of a comprehensive atlas of intrinsic bacterial terminators,

validated through high-throughput sequencing techniques.



The role of the third presented software is to annotate genomic or transcriptomic
intervals using information from GTF or GFF files. These file formats are used to store
annotations of genes, transcripts, and other genomic features identified within a given genome.
The application of this tool allowed for the completion of the annotations presented in the atlas
of intrinsic bacterial terminators.

This study's author has comprehensively compared terminators across the bacterial
kingdom through computational analysis, revealing substantial variability between different
taxa. This finding challenges the prevailing assumption of their sequence and structural
similarity that has been primarily derived from research conducted on model organisms like
Escherichia coli and Bacillus subtilis. The thesis extensively discusses the notable differences
observed in intrinsic terminators' secondary structure, nucleotide composition, and genomic
location.

Significantly, the author presents a meticulous atlas of intrinsic termination events in
Staphylococcus aureus, a highly clinically relevant bacterium known for its multidrug
resistance. Based on the analysis of 140 publicly available datasets, this atlas represents, to the
best of the author's knowledge, the most comprehensive compilation of S. aureus terminators
compiled to date.

Furthermore, the thesis introduces additional results unveiling several context-specific
transcription termination events governing gene expression in response to antibiotic-induced
stress in S. aureus. These findings allow us to better understand the therapeutic implications of

specific antibiotic treatments for bacteria of high clinical importance.

Keywords: intrinsic transcription termination, conditional transcription termination,

Term-seq, Staphylococcus aureus, antibiotic stress
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6. Wykaz stosowanych skrotow

DNA — ang. deoxyribonucleic acid; kwas deoksyrybonukleinowy

RNA - ang. ribonucleic acid; kwas rybonukleinowy

c¢DNA - ang. complementary DNA, komplementarne DNA; dwuniciowe DNA powstajace
w procesie odwrotnej transkrypcji na matrycy jednoniciowego RNA

tRNA — ang. transfer RNA; transportujacy RNA

rRNA — ang. ribosomal RNA; rybosomalny RNA

sRNA — ang. small RNA; kroétkie, niekodujace czasteczki RNA pelnigce w komorce role
regulatorowe

UP — ang. Upstream Promoter; charakterystyczny region wchodzacy w sktad promotorow
bakteryjnych zlokalizowany w kierunku 5’ wzgledem elementu -35

CRE - ang. Core-Recognition Element; charakterystyczny region wchodzacy w skiad
promotoréw bakteryjnych zlokalizowany na pozycjach od -4 do +2 (gdzie +1 oznacza miejsce
startu transkrypcji)

transportery ABC — ang. ATP-binding cassette; jedna z rodzin bialek transporterowych
odpowiedzialnych za ATP-zalezne transportowanie szkodliwych substancji poza obszar
komorki bakteryjnej

ncRNA — ang. non-coding RNA; niekodujace czasteczki RNA

RBS — ang. ribosome-binding site; miejsce wigzania rybosomu do RNA

SEnd-seq - ang. simultaneous 5’ and 3’ end sequencing; metoda roéwnoczesnego
sekwencjonowania 5’ i 3° koncéw czasteczek RNA u bakterii

RNA-seq — ang. RNA sequencing; metoda wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA
Term-seq - metoda wysokoprzepustowego sekwencjonowania 3° koncéw RNA u bakterii
PCR —ang. polymerase chain reaction; reakcja tancuchowa polimerazy stuzaca do amplifikacji
fragmentow DNA

MRSA - ang. methicilin-resistant S. aureus; szczep Gronkowca zlocistego odporny na
metycyling

SCCmec - ang. staphylocococcal cassette chromosome mec; mobilny element genomowy

warunkujacy opornos¢ na penicyliny u S. aureus
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PBP2 — ang. penicylin-binding protein; bialko wiazace penicyling, odpowiedzialne za synteze
peptydoglikanu, bedacego budulcem bakteryjnej $ciany komorkowej; antybiotyki z rodziny
penicylin blokuja jego aktywno$¢ enzymatyczna

VISA - ang. vancomycin-intermediate-resistant S. aureus; szczepy S. aureus o zwickszonej
opornosci na wankomycyne

VRSA - ang. vancomycin-resistant S. aureus; szczepy S. aureus o wysokiej opornosci na
wankomycyng

MIC - ang. minimum inhibitory concentration, minimalne stezenie antybiotyku hamujace
wzrost bakterii

CPM - ang. counts per million mapped reads; metoda normalizacji ekspresji genow. CPM
reprezentuje liczbe fragmentéw sekwencji RNA przypisanych do danego genu przypadajacych
na jeden milion fragmentéw obecnych w danej préobce.

PP — liczba poprawnie przewidzianych pozytywnych przypadkéw wsrod wszystkich
pozytywnych przypadkéw obecnych w zbiorze danych

PN — liczba poprawnie przewidzianych negatywnych przypadkow wsrod wszystkich
negatywnych przypadkoéw obecnych w zbiorze danych

FP — liczba przypadkéw negatywnych btednie sklasyfikowanych jako pozytywne

FN —liczba przypadkow pozytywnych biednie sklasyfikowanych jako negatywne

POT — ang. point of termination; referencyjny punkt terminacji transkrypcji oznaczany przez
program TERMITe

BHI/TS — pozywka stosowana do hodowli bakteryjnych Brain Heart Infusion/Tryptone Soy
THB - pozywka stosowana do hodowli bakteryjnych Todd Hewitt Broth

CAMHB - pozywka stosowana do hodowli bakteryjnych Cation-Adjust Mueller Hinton
MHB - pozywka stosowana do hodowli bakteryjnych Mueller Hinton

RPLB - pozywka stosowana do hodowli bakteryjnych RPMI-1640 suplementowana 10% LB

15



W  jezyku angielskim istnieja dwa sformulowania opisujace ‘rho-niezalezne’
terminatory transkrypcji u bakterii. Sa to odpowiednio okreslenia ‘rho-independent
transcription terminators’ oraz ‘intrinsic transcription terminators’. Oba wyrazenia dotycza
tego samego mechanizmu terminacji, pierwsze z nich wyraznie jednak podkresla brak udziatu
biatka Rho w tym procesie. Obecnie w debacie naukowej pojawia si¢ coraz wigcej doniesien,
ze biatko Rho moze takze odgrywac role w rodzaju terminacji, ktory do tej pory byl uznawany
za niezalezny od jego udziatu. W jezyku polskim nie funkcjonuje natomiast odpowiednik
okreslenia ‘intrinsic transcription terminator’, ktére wydaje si¢ obecnie bardziej odpowiednie
do zastosowania w niniejszej rozprawie. Mimo tego w niniejszej pracy uzywana jest
obowigzujaca nomenklatura (tj. sformutowanie ‘rho-niezalezne terminatory transkrypcji’),
ktéra powinna zosta¢ niezwlocznie dostosowana, jezeli tylko opisywane doniesienia zostang

potwierdzone.
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7. Wprowadzenie

W obrebie pojedynczej czasteczki RNA moga formowaé si¢ niestate struktury
drugorzedowe, powstajace na drodze wzajemnego wigzania si¢ komplementarnych
fragmentow. Struktura RNA moze z kolei znaczaco wpltywaé na proces ekspresji genow,
regulujagc tym samym wiele szlakow komorkowych odpowiedzialnych za syntezg¢ produktow
niezbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmu (Chetkowska-Pauszek et al., 2021).
Faldowanie RNA moze wpltywaé na szereg interakcji pomigdzy RNA a maszynerig
komorkowa, warunkujac sposoby i mozliwosci oddzialywania RNA, m. in. z polimerazami
RNA, rybosomami oraz niektorymi biatkami. Powszechnie wiadomym jest, ze opisywane
struktury drugorzedowe moga regulowac¢ réznorodne etapy przeptywu informacji genetyczne;j
w systemach biologicznych, w tym procesy transkrypcji czy translacji (Chetkowska-Pauszek et
al., 2021).

Proces terminacji transkrypcji u bakterii jest jednym z procesow $cisle warunkowanych
obecnos$cig okreslonych struktur drugorzedowych w obrebie czasteczek RNA. W wielu
przypadkach bakterie wyksztalcity mechanizmy, oparte o alternatywnag (przedwczesng)
terminacj¢ transkrypcji, regulujace wiele szlakow metabolicznych, w tym rowniez pelnigce
kluczowe role w uzyskiwaniu przez bakterie opornosci na dziatanie antybiotykow (Dersch et
al., 2017). Elementy struktury drugorzgdowej RNA oraz r6znorodne procesy regulacyjne oparte
o dynamike RNA, moga nie tylko stuzy¢ do ,,obrony” przed dzialaniem lekow, ale takze jako
cel dla potencjalnych nowoopracowywanych klas antybiotykow. Zaburzenie proceséw
regulacji ekspresji genow, opartych o struktury drugorzedowe u bakterii, moze prowadzi¢ do
destabilizacji komorki, a w konsekwencji takze jej $mierci (Machtel et al., 2016).

Badanie mechanizméw regulujacych ekspresje gendw u bakterii w skali genomowej,
w tym terminacji transkrypcji, nie bytoby mozliwe, gdyby nie niezwykle dynamiczny rozwoj
metod sekwencjonowania nowej generacji, ktory mozemy obserwowac na przestrzeni ostatniej
dekady. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe pozwala na doglebng charakteryzacje
genomow, transkryptomow oraz powigzanych z nimi procesow u tysiecy organizméw. W ciagu
ostatnich lat opracowano metody, ktéore pozwalaja na sekwencjonowanie 3’ koncéw
bakteryjnych czasteczek RNA w réznorodnych warunkach eksperymentalnych, umozliwiajac
tym samym precyzyjng identyfikacje¢ miejsc terminacji transkrypcji, a takze stabilnych

produktéw degradacji czy przetwarzania RNA (Dar et al., 2016; Ju et al., 2019; Mondal et al.,
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2016). Metody te moga znalez¢ bezposrednie zastosowanie m.in. w adnotacji, mechanizmow
warunkowej terminacji transkrypcji w odpowiedzi na stres antybiotykowy, a takze identyfikacji
nowych celow dla lekow opartych na oddzialywaniach z mechanizmami faldowania RNA.
Gléwnym celem niniejszej rozprawy jest identyfikacja i charakterystyka terminatorow
transkrypcji u bakterii oraz udziatu warunkowej terminacji transkrypcji w odpowiedzi na stres
antybiotykowy u metycylinoopornych szczepdw S. aureus. S. aureus jest obecnie jednym
z najistotniejszych klinicznie gatunkow bakterii, ktorego szczepy charakteryzuja si¢ bogatym
portfolio mechanizméw oporno$ci na bardzo wiele z obecnie stosowanych lekow (Foster, 2017,
Tong et al., 2015; Vestergaard et al., 2019). Szczegoélnie istotna jest zatem doglebna analiza
transkryptomu oraz odpowiedzi transkrypcyjnej na dzialanie roznych klas antybiotykow,
a takze identyfikacja mechanizmoéw opartych o czasteczki RNA, ktore potencjalnie moga
stanowi¢ cele dla nowoopracowywanych antybiotykow. W tym przypadku niezwykle
obiecujagcymi kandydatami s3 mechanizmy pozwalajace na warunkowg regulacj¢ terminacji

transkrypcji gendw niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania komorki.
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7.1. Centralny Dogmat Biologii Molekularnej

Przez wiele lat aktualna wiedza w dziedzinie biologii molekularnej oparta byta
o Centralny Dogmat, ktéry objasnia sposoby przeptywu informacji genetycznej w systemach
biologicznych. Material genetyczny w komoérkach przechowywany jest w formie czasteczek
kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA), z nielicznymi wyjatkami w postaci wiruséw RNA,
w ktorych materialem genetycznym jest kwas rybonukleinowy (RNA). Wspomniany dogmat
definiuje w jaki sposob przetwarzana jest informacja genetyczna, prowadzac do syntezy
funkcjonalnych produktow, takich jak biatka czy czasteczki RNA.
Fundamenty pod opisywang teori¢ potozyt Francis Crick (1958), w publikacji pod
tytulem ‘On protein synthesis’. Autor tego przetomowego dzieta umiescit w nim dwa kluczowe

stwierdzenia:

“In its simplest form it [the Sequence Hypothesis] assumes that the specificity of a piece of
nucleic acid is expressed solely by the sequence of its bases, and that this sequence is a (simple)

code for the amino-acid sequence of a particular protein”,

oraz

“[The Central Dogma] states that once ‘information’ has passed into protein it cannot get out
again. In more detail, the transfer of information from nucleic acid to nucleic acid, or from
nucleic acid to protein may be possible, but transfer from protein to protein, or from protein to

nucleic acid is impossible” (Crick F, 1958).

Powyzsze zatozenia zmienily sposdb postrzegania mechanizméw przeptywu informacji
genetycznej. Crick (1958) zasugerowat, ze sekwencja nukleotydowa stanowi wzorzec do
syntezy lancuchow aminokwasowych, jednoczesnie determinujac ich sekwencj¢. Autor
zauwazyt rowniez, ze przeplyw informacji od biatek do kwaséw nukleinowych lub pomig¢dzy
biatkami nie jest mozliwy. Dzisiejszy poziom zrozumienia omawianych procesow jest
nieporownywalnie wigkszy niz 65 lat temu, lecz mimo tego, zalozenia przedstawione przez
Crick’a w dalszym ciggu uwazane s3 w znacznym stopniu za zgodne z rzeczywistoscia

(Koonin, 2012).
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Obecny stan wiedzy zaklada, Zze gldwnym no$nikiem informacji genetycznej,
zakodowanej w formie sekwencji nukleotydowej, jest DNA. Jednoniciowe czasteczki RNA sa
natomiast syntezowane na matrycy DNA w procesie nazywanym transkrypcja (Rys. 1). Pelne
spektrum funkcji pelnionych przez czasteczki RNA zapewne jeszcze przez dlugi czas nie
zostanie poznane. Powszechnie jednak wiadomo, Zze s3 one odpowiedzialne za regulacje
1 katalizowanie r6znorodnych proceséw biochemicznych zachodzacych w komorkach (Waters
& Storz, 2009) oraz stuzg jako wzorce do syntezy tancuchow polipeptydowych w procesie
nazywanym translacja (Moore & Steitz, 2011; Rodnina, 2018) (Rys. 1), moga wigc stanowic
ostateczny produkt ekspresji informacji genetyczne;j.

Proces syntezy polipeptydow przebiega w oparciu o kody trojkowe, gdzie trzy kolejne
nukleotydy (nazywane kodonem) determinujg wstawiany do fancucha biatkowego aminokwas.
Informacja okreslajaca jaka kombinacja nukleotydow odpowiadana danemu aminokwasowi
nazywana jest kodem genetycznym. Wiadomo, ze r6zne kodony moga kodowa¢ ten sam
aminokwas, dlatego tez kod genetyczny nazywa si¢ czg¢sto mianem zdegenerowanego, tzn. nie
jest mozliwe odtworzenie pierwotnej sekwencji nukleotydowej na podstawie sekwencji
aminokwasowej (Brown, 2002). W zwiazku z powyzszym i zgodnie z przewidywaniami, do
dzi§ nie zostal odkryty mechanizm pozwalajacy na bezposredni przeptyw informacji
genetycznej pomi¢dzy biatkami a kwasami nukleinowymi (Koonin, 2012), co jest spojne
z zalozeniami przedstawionymi przez Francisa Crick’a juz w 1958 roku. Poznano natomiast
proces syntezy dwuniciowego DNA (tzw. cDNA, ang. complementary DNA) na matrycy
jednoniciowego RNA, nazywany odwrotng transkrypcja ikatalizowany przez specjalne

enzymy — odwrotne transkryptazy (Temin, 1985) (Rys. 1).
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Rysunek 1. Schematyczna reprezentacja wspolczesnej wersji Centralnego Dogmatu Biologii

Molekularnej ukazujgcego przeptyw informacji genetycznej u organizmow zywych.
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7.2. Synteza czasteczek RNA u bakterii

Transkrypcja umozliwia ekspresje¢ informacji genetycznej zawartej w formie DNA,
prowadzac do syntezy jednoniciowej czasteczki RNA. Proces ten przeprowadzany jest przez
enzym nazywany polimeraza RNA w sposob selektywny i $cisle kontrolowany przez
maszyneri¢ komorkowa, ktorej rolg jest okreslenie, ktére fragmenty DNA oraz w jakim
momencie maja ulega¢ transkrypcji (Helmann, 2019). U bakterii transkrypcji podlegaja
glownie fragmenty DNA nazywane genami, ktore moga wchodzi¢ w sklad, tzw. operonow.
Operony stanowig zbidér gendéw zlokalizowanych w swoim bezposrednim sgsiedztwie,
transkrybowanych i regulowanych wspolnie jako jedna jednostka transkrypcyjna (Osbourn &
Field, 2009).

Umownie wyrdznia si¢ trzy etapy transkrypcji: inicjacje, elongacje oraz terminacjg.
Etap inicjacji zalezny jest od powstania kompleksu polimerazy RNA oraz czynnika ¢ (sigma),
ktéry odpowiada za rozpoznanie specyficznej sekwencji DNA nazywanej promotorem,
rozplecenie dwuniciowego DNA i inicjalizacje transkrypcji w konkretnej pozycji (Helmann,
2019; Mejia-Almonte et al., 2020) (Rys. 2). Bakterie moga posiada¢ od kilku do kilkudziesieciu
r6znych czynnikow o, wigzacych rézne rodzaje promotorow, kontrolujac tym samym ekspresje
r6znych gendéw (Karpen & deHaseth, 2015). Interakcja holoenzymu (kompleksu polimerazy
RNA zczynnikiem o) z sekwencja promotorowa powoduje rozplecenie nici DNA oraz
umieszczenie nici matrycowej DNA (czyli nici, na podstawie, ktorej bedzie syntezowana
nowopowstajaca czasteczka RNA) w centrum aktywnym polimerazy RNA. Powstajacy w ten
sposob kompleks nazywany jest kompleksem otwartym (Browning & Busby, 2016), w ktorego
sktad wchodzi 12-14 rozplecionych par zasad DNA (Karpen & deHaseth, 2015) (Rys. 2).
Centrum aktywne enzymu katalizuje powstawanie wigzan fosfodiestrowych taczacych reszty
cukrowe nukleotydéw w nowopowstajacych czasteczkach RNA (Mejia-Almonte et al., 2020).
Niezbednym substratem powyzszej reakcji sg trojfosforany nukleozydow, ktdre wiaczane sa do
nowopowstajacej nici RNA na zasadzie komplementarnos$ci do nici matrycowej (Karpen &

deHaseth, 2015).
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Rysunek 2. Schematyczna reprezentacja cyklu transkrypcyjnego u bakterii.

Najczgsciej spotykane promotory bakteryjne reprezentowane sa przez specyficzne
regiony DNA, wsrod ktorych mozemy wyrdzni¢ charakterystyczne motywy sekwencyjne.
Jednymi z takich regiondéw sg 6-nukleotydowe sekwencje rozpoczynajace si¢ odpowiednio 35nt
oraz 10nt powyzej miejsca startu transkrypcji. S3 one nazywane odpowiednio regionami -35
oraz -10, a ich sekwencje konsensusowe to odpowiednio TTGACA oraz TATAAT (Karpen &
deHaseth, 2015). Kolejnym charakterystycznym elementem wielu promotoréow bakteryjnych
jest ciag nukleotydow G wystepujacy bezposrednio po regionie -10. (Karpen & deHaseth,
2015). Inne istotne i charakterystyczne motywy sekwencyjne zostaly zidentyfikowane
w kierunku 5’ wzgledem motywu -35 (tzw. element UP o sekwencji konsensusowej
AAAWWTWTTTTNNNAAANN, ang. upstream promoter) oraz na pozycjach od -4 do +2
(tzw. element CRE; ang. core-recognition element) (Browning & Busby, 2016; Mejia-Almonte
et al., 2020). Powyzsze cechy nie s3 uniwersalnymi cechami wszystkich promotorow
bakteryjnych, lecz uwaza si¢, ze promotory je posiadajace pozwalaja na szybsze

1 skuteczniejsze wigzanie holoenzymu (Karpen & deHaseth, 2015).
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Polimeraza RNA jest biatkiem sktadajagcym si¢ z pigciu podjednostek, oznaczanych
umownie greckimi symbolami o (w sklad holoenzymu wchodza dwie identyczne
podjednostki), B, B’ oraz ®. Region UP promotora bakteryjnego jest wigzany przez domeng C-
konca podjednostki o polimerazy RNA. Pozostale ze wspomnianych motywow sa
rozpoznawane 1 wigzane przez podjednostki o (Browning & Busby, 2016).

Proces inicjacji transkrypcji moze by¢ regulowany na wielu réznych poziomach, m. in.
poprzez modulowanie stezenia polimerazy, czynnikow o czy innych substratow reakcji, jak
réwniez poprzez wigzanie specyficznych biatek, nazywanych czynnikami transkrypcyjnymi,
do DNA. W zalezno$ci od sposobu regulacji czynniki transkrypcyjne mozna podzieli¢ na
aktywatory 1 represory, ktére odpowiednio aktywuja lub blokuja proces transkrypcji poprzez
wigzanie si¢ do specyficznych sekwencji DNA (Mejia-Almonte et al., 2020). Proces inicjacji
moze by¢ rowniez regulowany przez inne rodzaje czasteczek, takie jak mate regulatorowe RNA
czy niewielkie ligandy. Wspomniane elementy regulatorowe mogga rowniez wigzaé si¢
bezposrednio do holoenzymu modyfikujac jego zdolno$¢ do wigzania si¢ z sekwencja
promotora (Mejia-Almonte et al., 2020).

W momencie utworzenia kompleksu otwartego, kompleks polimerazy RNA moze
rozpoczaé proces syntezy czasteczki RNA. Etap ten nazywany jest elongacja (Rys. 2). Proces
transkrypcji zwigzany jest z wystepowaniem, tzw. babla transkrypcyjnego, czyli rozplecionego
fragmentu dwuniciowego DNA, ktérego dtugos$¢ u E. coli wynosi od 10 do 12nt (Mustaev et
al., 2017). Umozliwia on syntez¢ czasteczki RNA w oparciu o pojedyncza ni¢ DNA na zasadzie
komplementarno$ci zasad, prowadzac podczas syntezy do powstawania hybrydy DNA i RNA.

Translokacja polimerazy wzdtuz nici matrycowej DNA zwigzana jest z wystgpowaniem
dwoch stanéw. Stan pre-translokacyjny, w ktorym dtugo$¢ hybrydy RNA:DNA wynosi 10nt,
wystepuje po dotaczeniu komplementarnego nukleozydu do nowopowstajacej nici RNA, ale
jeszcze przed przesunigciem holoenzymu na kolejng pozycje. W tym stanie 3’ koniec RNA
znajduje si¢ w centrum aktywnym enzymu. O stanie po-translokacyjnym mowimy po
przesunigciu polimerazy o jedng pozycje, gdy dhugos¢ hybrydy RNA:DNA spada do 9nt
(Mustaev et al, 2017). Translokacja kompleksu transkrypcyjnego zwigzana jest
z koniecznos$cig rozplecenia kolejnej pary nukleotydow wystepujacych w transkrybowanej nici
DNA oraz odtworzeniem wigzania pomig¢dzy nukleotydami wystepujacymi na pierwszej
pozycji w obrebie babla transkrypcyjnego (Mustaev et al., 2017).

Proces transkrypcji nie jest jednostajny. Polimeraza RNA moze si¢ zatrzymywac lub

spowalnia¢ synteze nowopowstajacej czasteczki RNA, wprowadzajac tzw. pauzy (Mustaev et
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al., 2017; Washburn & Gottesman, 2015) (Rys. 2). Pauzowanie transkrypcji jest zalezne od
sekwencji nukleotydowej i przypuszczalnie od wigzania biatek regulatorowych do DNA
(Mustaev et al., 2017). Mozliwe jest takze cofanie si¢ kompleksu transkrypcyjnego w kierunku
promotora (ang. backtracking) (Washburn & Gottesman, 2015). W przypadku cofania si¢
holoenzymu dtugo$¢ hybrydy RNA:DNA pozostaje jednak stata i wynosi zawsze 9-10nt
(Washburn & Gottesman, 2015).

Proces elongacji jest modulowany przez szereg bialek regulatorowych. Do
najwazniejszych naleza NusA oraz NusG, ktore stymuluja powstawanie pauz oraz odgrywaja
istotng role w terminacji transkrypcji (Mandell et al., 2021). Biatka UvrD oraz Mfd promuja
z kolei odpowiednio cofanie si¢ kompleksu transkrypcyjnego oraz translokacj¢ w kierunku 3’,
biorgc udziat w procesie naprawy DNA (Washburn & Gottesman, 2015). U E. coli wystgpuja
réwniez biatka GreA/B, ktore przycinaja wolny koniec 3 RNA powstalty w wyniku cofnigcia
si¢ holoenzymu, umozliwiajgc tym samym wznowienie procesu transkrypcji (Washburn &
Gottesman, 2015). Synteza czasteczki RNA konczy terminacja transkrypcji (Rys. 2).

Terminacja transkrypcji u bakterii moze zachodzi¢ z wykorzystaniem dwoch odrebnych
mechanizmow. Tradycyjnie wyrdézniamy, tzw. rho-zalezng (ang. rho-dependent, factor-
dependent) oraz rho-niezalezng (ang. rho-independent, factor-independent, intrinsic)
terminacj¢ transkrypcji, w zalezno$ci od udziatu biatka Rho w niniejszym procesie. Biatko Rho
jest homo-heksameryczng ATPaza posiadajaca rowniez aktywno$¢ helikazy RNA:DNA, ktora
jak uwazano do tej pory, rozpoczyna oddziatywanie z nowopowstajaca czasteczka RNA
w obrebie, tzw. sekwencji rut (ang. rho-utilization element) (Chetkowska-Pauszek et al., 2021;
Mandell et al., 2022), charakteryzujaca si¢ wysokim udzialem nukleotydow cytozynowych
w stosunku do guaninowych oraz regularnym rozmieszczeniem dipyrimidynowych powtorzen
(Chetkowska-Pauszek et al., 2021; Mandell et al., 2022).

Tradycyjny model opisujacy mechanizm rho-zaleznej terminacji transkrypcji u bakterii
zaktadal, Zze aktywno$¢ translokazy ATP-zaleznej pozwala biatku Rho na przemieszczanie si¢
w obrgbie syntezowanej nici, umozliwiajac ,,dogonienie” polimerazy RNA i w konsekwencji
destabilizacje kompleksu transkrypcyjnego oraz terminacj¢ transkrypcji (Hao, Epshtein, et al.,
2021; Hao, Svetlov, et al., 2021). Obecnie pojawia si¢ jednak coraz wigcej dowodow, ktore
wskazuja na to, ze Rho wiaze si¢ do kompleksu elongacyjnego juz na poczatkowych etapach
transkrypcji, oddziatujac $cisle z czynnikami transkrypcyjnymi NusA oraz NusG (Epshtein et
al., 2010; Hao, Epshtein, et al., 2021; Hao, Svetlov, et al., 2021; Mandell, Zemba, et al., 2022;
Said et al., 2021). Nowy model omawianego mechanizmu zaktada, ze interakcja takiego

kompleksu pre-terminacyjnego z sekwencja rut indukuje zmiany allosteryczne w obrebie
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polimerazy RNA powodujac jej przej$cie w stan nieaktywny, co w konsekwencji prowadzi do
dysasocjacji nowopowstajacej czasteczki RNA z centrum aktywnego, skutkujac tym samym
terminacjg transkrypcji (Epshtein et al., 2010; Hao, Epshtein, et al., 2021; Hao, Svetlov, et al.,
2021; Mandell, Zemba, et al., 2022; Said et al., 2021).

Alternatywnym mechanizmem terminacji transkrypcji u bakterii jest, tzw. rho-
niezalezna terminacja transkypcji, ktora historycznie uwazana byla za niezalezng od
jakichkolwiek czynnikéw transkrypeyjnych, takich jak Rho, NusA czy NusG (Mandell, Zemba,
etal., 2022). Rho-niezalezna terminacja transkrypcji zaktada, ze formujaca si¢ w obrgbie kanatu
wyjsciowego polimerazy RNA struktura typu spinka do wloséw, prowadzi do rozplecenia
hybrydy RNA:DNA oraz dysasocjacji kompleksu transkrypcyjnego (Chetkowska-Pauszek et
al., 2021; Gusarov & Nudler, 1999; Mandell et al., 2022). Alternatywne modele zakladaja
hiper-translokacj¢ kompleksu transkrypcyjnego lub zmiany allosteryczne w obrgbie polimerazy
RNA indukowane formowaniem spinki terminacyjnej, w obu przypadkach prowadzac do
efektywnej terminacji transkrypcji (Mandell, Zemba, et al., 2022). Niezwykle istotnym
odkryciem okazuje si¢ by¢ fakt, iz w rzeczywisto$ci proces ten nie jest catkowicie niezalezny
od czynnikéw transkrypcyjnych. Udowodniono, ze terminacja transkrypcji w obrgbie okoto
97% terminatorow, ktore do tej pory byly klasyfikowane jako rho-niezalezne u B. subtilis, jest
w istocie stymulowana poprzez co najmniej jedno z biatek regulatorowych Rho, NusA lub
NusG (Mandell et al., 2021; Mandell, Vishwakarma, et al., 2022).

Spinki terminacyjne, ktore leza u podstaw, tzw. rho-niezaleznej terminacji transkrypcji,
wystepuja zazwyczaj w obrgbie bogatych w pary G-C fragmentéw nowopowstajacych
czasteczek RNA (Ray-Soni et al.,, 2016; Roberts, 2019). Struktury te maja tendencje do
formowania si¢ w wigkszo$ci przypadkow okoto 7-9 nukleotydow powyzej 3 konca RNA
(Ray-Soni et al., 2016; Roberts, 2019). Niezwykle charakterystycznym elementem spinek
terminacyjnych jest trakt o dlugosci okoto 7-8 nukleotydéw, bogaty w nukleotydy urydynowe,
wystepujacy bezposrednio ponizej struktury drugorzedowej. Niektore terminatory posiadaja
réwniez analogiczny trakt bogaty w nukleotydy adeninowe, poprzedzajacy spinke, ktory
pozwala na efektywng terminacj¢ w obu kierunkach (Chetkowska-Pauszek et al., 2021; Ray-

Soni et al., 2016; Roberts, 2019).
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7.3. Rola czasteczek RNA w komorkach bakteryjnych

Pelny repertuar funkcji pelnionych przez czasteczki RNA w komorkach nie zostat
dotychczas catkowicie poznany, jednakze wiadomo, ze réznorodno$¢ mechanizméw
i proceséw, w ktorych odgrywaja one kluczowe role, jest ogromna. Z pewnoscia jednym
z najwazniejszych procesow, do przeprowadzenia ktorego czasteczki RNA sg niezbedne, jest
proces translacji (Moore & Steitz, 2011; Rodnina, 2018). We wspomnianym procesie petnig
one role matrycy, na bazie ktdérej syntezowany jest tancuch polipeptydowy stanowiacy
podstawe do uformowania w pelni funkcjonalnego biatka. Czasteczki RNA stanowigce matryce
do syntezy bialek nazywane sg matrycowym RNA (mRNA). Istnieje rowniez specjalna grupa
czasteczek, ktora jest odpowiedzialna za dostarczanie aminokwaséw do rybosoméw
przeprowadzajacych proces syntezy peptydow, tzw. tRNA (ang. transfer RNA). Niezwykle
wazng grupe stanowig takze rybosomalne RNA (rRNA), bedace integralng czg$cia
wspominanych rybosomow, skladajacych sie z szeregu biatek 1iczasteczek kwasow
nukleinowych (Moore & Steitz, 2011). Dodatkowo RNA mogg pelni¢ w komodrkach rozmaite
funkcje regulatorowe, katalizowa¢ roznorodne reakcje biochemiczne oraz kontrolowaé
ekspresje gendw, jednoczesnie nie ulegajac translacji. Sg to tzw. ncRNA (ang. non-coding
RNA), czyli niekodujace czasteczki RNA (Brown, 2002).

U bakterii czasteczki RNA moga modulowa¢ odpowiedzi na réznorodne sygnaty
komoérkowe lub S$rodowiskowe z wykorzystaniem szeregu dobrze scharakteryzowanych
i poznanych mechanizméw. Jednym ze sposobow wspomnianej modulacji moze by¢
hybrydyzacja z innymi czasteczkami RNA. Mechanizm ten najczgéciej pozwala regulowaé
procesy translacji czy degradacji RNA. Powszechne jest réwniez wigzanie RNA z biatkami,
potencjalnie wptywajace na ich funkcjonowanie (Waters & Storz, 2009).

Funkcje regulatorowe RNA powigzane sg czesto z mozliwoscig tworzenia dynamicznie
zmieniajacych si¢ struktur drugorzedowych, ktore powstaja na zasadzie spontanicznego
parowania si¢ bliskich lub odleglych regionow wchodzacych w sktad tej samej jednoniciowej
czgsteczki kwasu nukleinowego. Struktury drugorzedowe moga modulowaé szereg procesow
zwigzanych z procesami regulacji ekspresji genow, zazwyczaj wplywajac na dziatanie
réznorodnych enzymow czy kompleksow biatkowych, takich jak np. polimeraza RNA czy
rybosom (Chelkowska-Pauszek et al., 2021). Czg¢sto spotykanym mechanizmem dziatania jest

zmiana faldowania czasteczki kwasu nukleinowego w odpowiedzi na roéznorodne sygnaty
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srodowiskowe, ktéra w konsekwencji prowadzi do blokowania lub aktywacji ekspresji genu
lub genéw potozonych ponizej (w kierunku 3°) poprzez oddziatywanie struktury
drugorzgdowej RNA z maszyneria komorkowa zaangazowang w procesy transkrypcji lub

translacji (Chetkowska-Pauszek et al., 2021; Dersch et al., 2017).
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7.4. Wplyw struktur drugorzedowych RNA na regulacje ekspresji genow

Szczegdtowe opisy mechanizmoéw terminacji transkrypcji u bakterii oraz funkcji
petionych przez struktury drugorzgdowe RNA w regulacji ekspresji genéw zostaty opisane

w ponizszym artykule stanowigcym integralng cze$¢ niniejszej pracy doktorskie;.

Chelkowska-Pauszek A, Kosinski JG, Marciniak K, Wysocka M, Bakowska-Zywicka K,
Zywicki M. The Role of RNA Secondary Structure in Regulation of Gene Expression in
Bacteria. Int J Mol Sci. 2021 Jul 22;22(15):7845. doi: 10.3390/ijms22157845. PMID:
34360611; PMCID: PMC8346122

* - Autorzy deklaruja, ze ich wktad w przygotowanie powyzszej pracy byt rowny, a kolejnos¢

listowania ma porzadek alfabetyczny
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7.5. Terminacja transkrypcji a problem lekoopornosci bakterii

W wielu przypadkach procesy warunkujace lekooporno$¢ u bakterii wykorzystuja
réznorodne mechanizmy oparte o przedwczesng terminacj¢ transkrypcji. Warunkowa
terminacja transkrypcji pozwala dynamicznie, w odpowiedzi na ro6znorodne sygnaty
komorkowe, regulowac ekspresje genow, w tym rowniez tych zaangazowanych w odpowiedz
bakterii na dzialanie antybiotykow (Dersch et al., 2017).

Antybiotyki sg substancjami wstrzymujacymi lub hamujacymi wzrost drobnoustrojow,
w tym bakterii chorobotworczych. Mozna je zdefiniowa¢ jako zwiazki organiczne, ktore
hamuja rozw¢j drobnoustrojéw lub prowadza do ich $mierci poprzez okreslone interakcje
z elementami komorki bakteryjnej, bez wzgledu na pochodzenie zwigzku (Davies & Davies,
2010). Antybiotyki mogg by¢ otrzymywane metodami laboratoryjnymi lub wytwarzane przez
niektoére organizmy, np. bakterie i grzyby w sposob naturalny (Davies & Davies, 2010;
Fleming, 1980; Gaynes, 2017), a ich wykorzystanie okazato si¢ najwigkszym przetomem
w medycynie XX w., pozwalajacym na uratowanie zycia i zdrowia niezliczonej liczby osob

(Davies & Davies, 2010). Kolejne lata i dekady rozwoju nauk medycznych prowadzity do



odkry¢ wielu nowych klas antybiotykdéw, stosowanych w leczeniu pacjentow do dnia
dzisiejszego.

Zdolno$¢ niezwykle szybkiej adaptacji bakterii do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiskowych lub eskpozycji na okreslone substancje spowodowala jednak szybkie
wyksztalcenie si¢ mechanizmoéw opornosci na dziatanie antybiotykow, skutkujac jednoczesnie
spadkiem skuteczno$ci wykorzystywanych dotychczas terapii. Szacuje si¢, ze w samym roku
2019, infekcje wywolane przez bakterie odporne na obecnie stosowane metody leczenia
spowodowaty okoto pig¢ miliondw przedwczesnych zgonéw na Swiecie i byly bezposrednia
przyczyna ok. 1.3 miliona z nich (Murray et al., 2022). Nadmierne wykorzystanie antybiotykow
w medycynie, rolnictwie i innych dziedzinach zycia spowodowato, w wyniku nieustajacej
presji selekcyjnej, zwigkszenie ilosci opornych na nie organizméw (Dodds, 2017; Jian et al.,
2021; Levy & Bonnie, 2004). Dodatkowo, trzeba zauwazy¢, ze problem antybiotykoodpornosci
bakterii narasta w alarmujagcym tempie. Prognozuje si¢, ze do roku 2050 liczba zgonow,
zwigzanych z zakazeniami wywotanymi przez lekooporne szczepy bakterii, wzro$nie do ok. 10
miliondw rocznie i spowoduje straty finansowe w wysokosci siegajacej 10 miliardéw USD (J.
O’Neill, 2016). Istotnie rosnaca liczba szczepow bakterii opornych jednocze$nie na wiele klas
antybiotykow znaczaco zwicksza szanse¢ na powrdt do ery pre-antybiotykowej, w ktorej dla
wielu chordb zakaznych nie byly znane efektywne metody leczenia (Davies & Davies, 2010).

Istnieja przekonujace dowody wskazujace na fakt, ze mechanizmy opornosci na
antybiotyki istnialty na dlugo przed rozpoczgciem ich stosowania w medycynie, o czym
$wiadczy¢ moze fakt, ze wiele znanych genéw warunkujacych oporno$¢ na leki zostato
zidentyfikowanych w probkach DNA pochodzacych m. in. z wiecznej zmarzliny lub silnie
izolowanych ekosystemow (Jian et al., 2021; Waglechner & Wright, 2017). Przypuszcza sig,
ze oporno$¢ bakterii jest ewolucyjnym wynikiem kontaktow z innymi drobnoustrojami
zdolnymi do produkcji tego rodzaju zwigzkéw (Jian et al., 2021; Munita & Cesar, 2016;
Waglechner & Wright, 2017).

Do mechanizméw umozliwiajacych nabycie odpornosci mozna zaliczy¢ spontaniczne
mutacje DNA, horyzontalny transfer genow oraz presje selekcyjng wywotang obecnoscia lekow
(Davies & Davies, 2010; Levy & Bonnie, 2004; Martinez, 2014; Munita & Cesar, 2016).
Horyzontalny transfer gendw polega na transferze ,,mobilnego” materialu genetycznego (np.
transpozonow, plazmidoéw lub ‘golego’ DNA) pomi¢dzy bakteriami na drodze transformacji,
transdukcji czy koniugacji (Jian et al., 2021; Munita & Cesar, 2016). Proces transformacji
pozwala na pobieranie ,,wolnego” DNA ze srodowiska. Tak pobrane DNA moze by¢ nastgpnie

dziedziczone przez komodrki potomne. Mechanizm transdukcji polega z kolei na wprowadzeniu
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nowego materialu genetycznego do komorki bakteryjnej przez bakteriofagi. Ostatnim
poznanym procesem horyzontalnego transferu genow jest koniugacja, czyli bezposrednia
wymiana materiatu genetycznego migdzy komorkami bakteryjnymi za pomoca specjalnych
mostkéw cytoplazmatycznych nazwanych pilus. Wszystkie z wymienionych mechanizmoéow
moga prowadzi¢ do nabycia opornosci na drodze inkorporacji fragmentéw DNA
determinujacych oporno$¢ na stosowane leki (Martinez, 2014; Munita & Cesar, 2016).

Munita oraz Arias (2016) zaproponowali czteroklasowy podzial mechanistycznych
sposobow uzyskiwania opornosci na leki przez bakterie. Pierwszy z nich bazuje na degradacji
antybiotyku (np. na drodze hydrolizy) lub jego enzymatycznej modyfikacji, prowadzac do
zmiany sposobu jego oddziatywania na komodrke (Jian et al., 2021; Munita & Cesar, 2016;
Waglechner & Wright, 2017). Drugi mechanizm opiera si¢ na zapobieganiu by czasteczki leku
dotarty do swojego celu w komorce, np. poprzez jego aktywne usuwanie lub ograniczenie
wnikania poprzez btony i $ciany komoérkowe (Jian et al., 2021; Munita & Cesar, 2016;
Waglechner & Wright, 2017). Trzeci z nich polega na modyfikowaniu lub blokowaniu celu
oddziatywania zwigzku terapeutycznego. Z kolei czwarty typ mechanizmu uzyskiwania
oporno$ci na antybiotyki bazuje na wprowadzaniu zmian zwickszajacych catoksztatt
mozliwo$ci adaptacyjnych komorki (Munita & Cesar, 2016).

Na przestrzeni ostatnich lat pojawia si¢ coraz wigcej doniesien naukowych
wskazujacych, ze ekspresja wielu gendw warunkujacych zwigkszona opornos$¢ na antybiotyki
u bakterii moze by¢ regulowana na poziomie transkrypcyjnym przy pomocy réznorodnych
elementow strukturalnych RNA, takich jak ryboprzelaczniki czy atenuatory (Dersch et al.,
2017).

Jednym z przyktadow tego rodzaju mechanizmu moze by¢ regulacja terminacji
transkrypcji genu ermK u Bacillus licheniformis w odpowiedzi na traktowanie antybiotykami
nalezacymi do grup makrolidow, linkozamidow czy streptogramin typu B (Kwon et al., 2006).
Gen ermK odpowiada za syntez¢ metylazy 23S rRNA, ktora jest enzymem metylujacym
okreslone pozycje nukleotydowe w czasteczce 23S rRNA (Kwak et al., 1991). Tego rodzaju
modyfikacja potranskrypcyjna jednej z podjednostek rybosomu prokariotycznego pozwala
zaburzy¢ mechanizmy oddziatywania wspomnianych wyzej klas lekow z rybosomami.
Mechanizmy te sa odpowiedzialne za blokowanie procesu translacji i syntezy bialek (Kwon et
al., 2006). Tym samym ekspresja genu ermK, skutkujaca syntezag omawianej metylazy,
prowadzi do wyksztalcenia opornosci na przedstawione powyzej klasy antybiotykow.
W obrebie sekwencji liderowej genu ermK moga powstawac dwie wzajemnie si¢ wykluczajace

struktury drugorzedowe (Kwak et al., 1991). W skiad jednej z nich wchodza dwa terminatory
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rho-niezalezne, ktore pozwalaja na przerwanie transkrypcji w warunkach nieuwzgledniajacych
oddziatywania antybiotyku (Kwak et al.,, 1991). Pelnej dtugosci transkrypty genu ermK
powstaja natomiast w momencie traktowania komorek bakteryjnych przy pomocy
dedykowanego leku, np. erytromycyny (Kwak et al., 1991). Jest to bezposrednio zwigzane
z zatrzymaniem podazajacych za polimeraza RNA rybosomow przeprowadzajacych translacje
w regionie liderowym, bedacego efektem interakcji z czasteczkami antybiotyku. Zatrzymany
rybosom blokuje mozliwo$¢ uformowania si¢ spinek terminacyjnych, prowadzac jednoczesnie
do syntezy pelnej dlugosci produktow genu, pozwalajacych zwalczy¢ negatywne

oddzialywanie leku na komorki (Kwak et al., 1991; Kwon et al., 2006) (Rys. 3).
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Rysunek 3. Rola warunkowej terminacji transkrypcji w regulacji ekspresji genu ermK oraz

wyksztatceniu opornosci na antybiotyki.

Regulacja ekspresji gendow zwigzanych z antybiotykoopornoscia, oparta o zmiany
struktury drugorzedowej RNA, moze réwniez wptywaé na proces translacji. Mozna w tym

przypadku postuzy¢ si¢ przyktadem innego genu z rodziny erm, a konkretnie genu ermC u S.
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aureus. Podobnie jak w przypadku wyzej opisywanego genu ermK, gen ermC koduje metylaze
23S rRNA i posiada krotka otwartg ramke odczytu w swoim regionie liderowym (Dersch et al.,
2017). Aktywna translacja tego krotkiego peptydu prowadzi do powstania struktury
drugorzedowej, ktora zawiera miejsce wigzania rybosomu (ang. ribosome-binding site; RBS)
genu ermC, jednoczesnie blokujac jego dostepnos¢ dla rybosomu i uniemozliwiajac translacje.
Oddzialywanie antybiotyku makrolidowego z rybosomem powoduje jego zatrzymanie
w trakcie syntezy liderowego peptydu i faldowanie alternatywnej struktury drugorzedowe;,
ktéra eksponuje miejsce wigzania rybosomu, umozliwiajac efektywng translacje genu ermC
(Dersch et al., 2017). Podobnie jak w przypadku genu ermK, synteza metylazy 23S rRNA
prowadzi do zmniejszenia podatnos$ci bakterii na dziatanie antybiotyku (Dersch et al., 2017).

Jedna z metod ograniczania negatywnego wptywu antybiotykéw na funkcjonowanie
organizm6éw bakteryjnych jest aktywne usuwanie czasteczek leku poza obszar komorki (Jian et
al., 2021; Munita & Cesar, 2016; Waglechner & Wright, 2017). Proces ten wymaga
wykorzystania specjalnych biatek transportujacych (tzw. pomp efflux), ktore wykorzystuja
odpowiednie zrodia energii (np. ATP) do eksportu szkodliwych substancji przez kanaty
transblonowe poza ustr6] komorki (Li & Nikaido, 2009). Przykladem tego rodzaju
transporterow jest rodzina biatek ABC (ang. ATP-binding cassette), do ktorych naleza biatka
BrmC i BrmD u B. subtilis (Reilman et al., 2014; Torres et al., 2009).

Geny BrmC i BrmD wchodza w sktad pojedynczego operonu wraz z genem BrmB, a ich
wzajemne utozenie na genomie jest alfabetyczne (kolejno od 5’ konca: BrmB, BrmC, BrmD)
(Torres et al., 2009). Regulacja ekspresji operonu, na drodze przedwczesnej terminacji
transkrypcji, warunkowana jest obecno$cig rybosomu przeprowadzajacego syntezg biatka,
podazajacego bezposrednio za kompleksem polimerazy (Reilman et al., 2014). U bakterii,
procesy transkrypcji i translacji nie sg wzgledem siebie roziaczne, a nowopowstaty tancuch
RNA ulega translacji w momencie, kiedy nie zostata jeszcze zakonczona transkrypcja danego
genu lub operonu (Wang et al., 2020). W sytuacji, gdy czasteczki antybiotyku sa nieobecne gen
BrmB ulega translacji bez przeszkdd, a interakcja rybosomu z czasteczka RNA prowadzi do
uformowania terminatora, ktory jest w tym przypadku strukturg bardziej stabilng energetycznie
(Reilman et al., 2014). Terminacja transkrypcji zachodzaca ponizej genu BrmB powoduje, ze
produkty pozostatych genéow wchodzacych w sktad operonu (w tym BrmC i BrmD) nie
powstaja. W obecnos$ci antybiotykdéw poziom translacji genu BrmB istotnie maleje, co pozwala
na uformowanie struktury antyterminatora i efektywna transkrypcje gendéw BrmC i BrmD,
a w konsekwencji synteze¢ biatek transporterowych umozliwiajacych eksport czasteczek

antybiotyku poza ustrdj komorki (Reilman et al., 2014). Przykladem leku oddzialujacego na
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powyzej opisany mechanizm jest linkomycyna oddzialujaca z rybosomami obecnymi
w komorce bakteryjnej (Reilman et al., 2014).

Podobny mechanizm regulacyjny opisano w przypadku genu VmlR u B. subtilis (Takada
et al.,, 2022). Biatko syntezowane na podstawie powyzszego genu jest ATPaza, ktora jest
w stanie zastgpi¢ czasteczki antybiotykéw wigzace si¢ do rybosomu, odpowiedzialne za
blokowanie centrum peptydotransferazy rybosomu bakteryjnego, badz tez tunelu, przez ktory
wydostaje si¢ nowo syntezowany polipeptyd (Takada et al., 2022). Zatrzymanie rybosomu
podczas translacji otwartej ramki odczytu zlokalizowanej w regionie liderowym genu VmlR,
wywotane dzialaniem leku bedacego inhibitorem translacji, zapobiega utworzeniu struktury
anty-antyterminatora, prowadzac do uformowania alternatywnej struktury drugorzedowej RNA
petniacej role antyterminatora. Powyzszy mechanizm pozwala na efektywng transkrypcje genu
w momencie oddziatywania antybiotyku na komorke i przedwczesng terminacj¢ transkrypcji
w przypadku jego braku. Terminacja transkrypcji spowodowana jest utworzeniem struktury
spinki terminacyjnej (Takada et al., 2022). Produkty genu Vml/R zwigkszaja opornos$¢ bakterii
na antybiotyki, takie jak pleuromutyliny, linkozamidy czy streptograminy typu A (Takada et
al., 2022).

Istotna rola elementéw struktury drugorzgdowej w regulacji ekspresji genow
bakteryjnych, zaangazowanych w zmniejszanie podatnos$ci komorki na antybiotyki, sprawia, ze
stanowig one potencjalnie bardzo obiecujace cele odziatywania dla nowoprojektowanych klas
antybiotykow (Dersch et al., 2017). Doskonalym przyktadem moga w tym przypadku by¢
ryboprzetaczniki.

Ryboprzetaczniki stanowig funkcjonalne elementy struktury drugorzedowej RNA, ktore
w odpowiedzi na wigzanie niewielkich metabolitow moga modulowaé zmiany strukturalne
w zaleznych od siebie fragmentach czasteczki kwasu rybonukleinowego. Ich zdolno$¢ do
rozpoznawania i wigzania konkretnego typu matoczasteczkowego metabolitu oraz fakt, ze
kontroluja one ekspresje co najmniej 4% genow u bakterii Gram-dodatnich, stanowig o ich
ogromnym potencjale jako celach dla nowoopracowywanych klas antybiotykéw (Machtel et
al., 2016). Dodatkowo nie obserwuje si¢ wystepowania ryboprzetacznikow u czlowieka
1 wyzszych Eukaryota, co moze by¢ zwiazane z mniejszg toksycznoscig potencjalnych lekoéw
bazujacych na oddziatywaniu z ryboprzetacznikami (Machtel et al., 2016). Niewielkie rozmiary
1 prosta budowa chemiczna wigzanych ligandow réwniez przemawiaja na korzys¢ tego typu
systemow, utatwiajac dostarczenie potencjalnych lekow do komoérek i zmniejszajac naklady
finansowe potrzebne do ich efektywnej produkcji (Machtel et al., 2016). Powszechne jest

rowniez zjawisko regulacji wielu genoéw bateryjnych przy pomocy tego samego rodzaju
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ryboprzetacznikow (wigzacego ten sam rodzaj ligandu). Fakt ten jest bezposrednio zwigzany
ze zmniejszonym prawdopodobienstwem nabycia opornosci przez bakterie na drodze
spontanicznych mutacji. Mutacja pojedynczej pozycji w genomie zapewne okazataby si¢
niewystarczajaca by zniwelowa¢ oddziatywanie antybiotyku na wiele gendw réwnoczesnie
(Machtel et al., 2016).

Jako przyktad zwigzku zabijajacego bakterie poprzez oddziatywanie ze struktura
ryboprzetacznikow moze postuzy¢ zwigzek PC1 (ang. pyrimidine compound I)) (Mulhbacher et
al., 2010). PC1 jest zdolny do oddzialywania z ryboprzetacznikami guaninowymi, ktore
odpowiadajg za regulacje ekspresji genéw wchodzacych w sktad szlakow metabolicznych
biosyntezy puryn. Ryboprzetaczniki guaninowe, po zwigzaniu guaniny petnigcej tu rolg
ligandu, pozwalaja na stabilizacje¢ struktury drugorzedowej warunkujacej atenuacje¢ transkrypcji
genu guaAd u S. aureus. W przypadku ograniczonej obecnosci nukleotydow guaninowych
w komorce mechanizm ten pozwala na efektywne przeprowadzanie transkrypcji genow
wchodzacych w sktad kontrolowanego operonu. Zwigzek PC1 pozwala zahamowaé
transkrypcje, nawet w przypadku, gdy podaz puryn w obrebie komorki jest niewystarczajaca,
prowadzac tym samym to $mierci komoérki (Mulhbacher et al., 2010).

Do niedawna mechanizmy regulacji ekspresji gendéw oparte o atenuatory
i ryboprzelaczniki uwazane byly za stosunkowo rzadkie, jednak w ostatnich latach, wraz
z pojawieniem si¢ metod wysokoprzepustowego sekwencjonowania 3’ koncow czasteczek
RNA, okazato si¢, ze sa one bardzo powszechne w transkryptomach bakteryjnych (Dersch et
al., 2017). Zaangazowanie tego rodzaju systemow regulatorowych w modulowanie rozlicznych
procesow prowadzacych do zwigkszenia pozioméw antybiotykoodpornosci u bakterii,
spowodowato zwigkszone zainteresowanie S$rodowiska naukowego w  konteksScie
wykorzystania ich jako potencjalnych celow dla nowych klas antybiotykow (Dersch et al.,

2017; Machtel et al., 2016).
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7.6. Molekularne mechanizmy lekoopornosci gronkowca zlocistego

Niniejsza rozprawa dedykowana jest identyfikacji i charakterystyce rho-niezaleznych
terminatorow transkrypcji u bakterii oraz ich udzialu w odpowiedzi na stres antybiotykowy
u gronkowca zlocistego (S. aureus). Gronkowiec ztocisty nalezy obecnie do jednych
z najistotniejszych klinicznie patogendéw, charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem
oporno$ci na wigkszo$¢ stosowanych antybiotykéw (Cheung et al., 2021). Dlatego tez
niezwykle wazne, w konteks$cie opracowania nowych terapii, jest doktadne zrozumienie
sposobow dziatania mechanizmow regulacji ekspresji genéw, m.in. warunkowej terminacji
transkrypcji, zaangazowanych w odpowiedz komodrkowa S. aureus na traktowanie
antybiotykami.

Gronkowiec ztocisty jest Gram-dodatnig komensalng bakterig wystepujaca w znacznej
cze¢$ci populacji ludzkiej (~10-40%), gtownie w obrebie btony $luzowej nosa, na skoérze lub
w obrebie dolnych odcinkéw uktadu pokarmowego (Cheung et al., 2021; Kwiecinski &
Horswill, 2020; Lakhundi & Zhang, 2018; Tong et al., 2015). Do klinicznie istotnych zakazen
dochodzi zazwyczaj w przypadku naruszenia lub uszkodzenia bton §luzowych lub skory, gdy
bakterie maja mozliwo$¢ przedostania si¢ do innych tkanek lub krwioobiegu (Lee et al., 2018).
Szczegdlnie narazone na infekcje sa osoby z obnizong odpornoscia, korzystajace z inwazyjnych
przyrzadow medycznych (np. cewnikéw), badz poddawane zabiegom chirurgicznym (Lee et
al., 2018).

Sumaryczna liczba powaznych zakazen wywolywanych przez gronkowca ztocistego
jest trudna do oszacowania, ale przypuszcza si¢, ze bakterie tego gatunku sa odpowiedzialne za
setki tysiecy lub nawet miliony takich sytuacji rocznie (Cheung et al., 2021). Omawiane
bakterie mogg wywolywa¢ m.in. niebezpieczne dla zycia i zdrowia zapalenia drog
oddechowych (w tym ptuc), infekcje skorne, tkanek migkkich, uktadu sercowo-naczyniowego,
kostno-stawowego, a takze czeSci ciata bedacych celem rozmaitych operacji chirurgicznych
(Cheung et al., 2021; Tong et al., 2015). Wspomniane zakazenia mogg prowadzi¢ do bardzo
groznych stanow chorobowych, takich jak np. sepsa, zapalenie wsierdzia czy bakteremia
(Kwiecinski & Horswill, 2020; Tong et al., 2015).

Gronkowiec zlocisty jest bardzo pospolitym patogenem wywotujacym zakazenia
szpitalne oraz poza-szpitalne (Cheung et al., 2021; Lakhundi & Zhang, 2018). Wiele szczepdéw

gronkowca zlocistego wykazuje rownoczesng opornos¢ na wiele ze stosowanych klas lekow,
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czynigc proces leczenia bardzo skomplikowanym oraz powodujac wysoka $miertelnosé
u pacjentéw (Lakhundi & Zhang, 2018). Liczba zakazen konczacych si¢ $miercig pacjenta jest
znaczaco wyzsza w przypadku bakteriemii wywotanych przez gronkowca ztocistego niz
sumarycznie w przypadku takich choréb jak AIDS, gruzlica czy zapalenie watroby (Cheung et
al., 2021).

Najistotniejszym klinicznie szczepem gronkowca od lat pozostaje MRSA (ang.
methicilin-resistant S. aureus), czyli szczep oporny na metycyling (Cheung et al., 2021;
Lakhundi & Zhang, 2018). Zakazenia wywotane przez MRSA charakteryzuja si¢ najwyzsza
$miertelnoscia 1 zachorowalnos$cia, a takze najdtuzszym czasem i kosztem leczenia (Cheung et
al., 2021).

Pierwsze antybiotyko-oporne szczepy opisywanego gatunku zostaly zidentyfikowane
krotko po opracowaniu pierwszego antybiotyku - penicyliny, a doktadnie dwa lata po jej
wprowadzeniu do uzytku klinicznego w roku 1940 (Lakhundi & Zhang, 2018). Metycylina,
bedaca potsyntetycznym antybiotykiem b-laktamowym stosowanym powszechnie w leczeniu
zakazen wywotanych przez gronkowca zlocistego, zostata opracowana w latach 50. XX w.
(Lakhundi & Zhang, 2018). Pierwsze szczepy gronkowca oporne na metycyling zostaty
natomiast wykryte juz w roku 1961, co wskazuje na jego ogromne zdolnosci adaptacyjne
(Jevons, 1961; Lakhundi & Zhang, 2018; Lee et al., 2018). Szczepy MRSA spotykane sa
obecnie na catym Swiecie, jednak ich udziat wéréd pozostatych szczepdéw charakteryzuje sic
znacznym zroéznicowaniem geograficznym. Najwyzszy obserwowany jest w krajach Ameryki
Potudniowej oraz Azji, gdzie waha si¢ czgsto w granicach 50-70%, podczas gdy w krajach
Skandynawskich wynosi on <5% (Lee et al., 2018).

Zdecydowana wigkszo$¢ obecnie spotykanych szczepéw gronkowca ztocistego jest
odporna na antybiotyki z rodziny penicylin. Waznym elementem genomowym warunkujgcym
oporno$¢ na penicyling jest gen blacZ, ktory odpowiedzialny jest za kodowanie enzymu [3-
laktamazy. B-laktamazy katalizujg hydrolize pier$cieni B-laktamowych, bedacych kluczowym
elementem wspomnianej grupy antybiotykéw, do ktorej zaliczajg si¢ m.in. penicyliny (Pantosti
et al., 2007; Vestergaard et al., 2019). Gen blaZ wchodzi w sktad transpozonu, ktéry moze by¢
zintegrowany z genomem chromosomowym, a takze przenoszony w obrebie plazmidow,
mogacych rowniez warunkowaé opornos$¢ na inne klasy lekow (Vestergaard et al., 2019).
Szerokie zastosowanie penicylin w leczeniu zakazen wywolywanych przez gronkowca
ztocistego oraz wynikajaca z tego nieustanna presja selekcyjna spowodowaly, ze w dniu

dzisiejszym okolo 99% szczepodw jest opornych na penicyling (Vestergaard et al., 2019).
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Nabycie opornosci na antybiotyki B-laktamowe, do ktérych nalezg migdzy innymi
metycylina, nafcylina czy oksacylina, jest zwigzane u S. aureus z integracja mobilnego
elementu genomowego o nazwie SCCmec (ang. staphylocococcal cassette chromosome mec)
na drodze horyzontalnego transferu gendéw (Lakhundi & Zhang, 2018). Do tej pory opisano 13
réznych typow kasety SCCmec posiadajacych gen mecA lub jego homologi mecB, mecC
i mecD (Lakhundi & Zhang, 2018; Lee et al., 2018). Gen mecA koduje zmodyfikowang wersj¢
biatka PBP2 (ang. penicylin-binding protein), ktéra bierze udziat w syntezie peptydoglikanu,
stanowigcego istotny element budulcowy bakteryjnej $ciany komorkowej (Foster, 2017).
Biatka PBP stanowia gtéwny cel oddziatywania antybiotykéw B-laktamowych, ktore wiaza si¢
w obrebie centrum aktywnego domeny transpeptydazy PBP, blokujac tym samym mozliwo$¢
syntezy peptydoglikanu, a w konsekwencji prowadzac do $mierci komorki (Foster, 2017;
Hodille et al., 2017; Vestergaard et al., 2019). Zmodyfikowana wersja biatka PBP2 kodowana
przez gen mecA nosi nazw¢ PBP2a. PBP2a, dzigki zmianom strukturalnym w obrgbie centrum
aktywnego, uniemozliwia wigzanie czasteczek antybiotyku, pozwalajac na efektywna synteze
peptydoglikanu podczas traktowania bakterii antybiotykiem B-laktamowym (np. metycyling
lub oksacyling) (Foster, 2017). Pomimo Ze metycylina zostala juz wycofana zuzytku
klinicznego, termin MRSA pozostat stosowany w odniesieniu do szczepdw zawierajacych gen
mecA (Vestergaard et al., 2019).

Kaseta SCCmec posiada zazwyczaj od 20 do ponad 60 tysiecy par zasad. W jej sktad
wchodzi kompleks gendw mec sktadajacy sie z genu mecA oraz genow regulatorowych mecR 1
oraz mecl, a takze kompleks ccr zawierajacy geny kodujace rekombinazy odpowiedzialne za
integracj¢ mobilnego elementu z genomowym DNA (Pantosti et al., 2007; Vestergaard et al.,
2019). Poszczegodlne typy SCCmec sg rowniez no$nikiem wielu innych gendéw lub elementow
mobilnych warunkujacych oporno$¢ na takie antybiotyki jak tobramycyna, kanamycyna,
erytromycyna, spektynomycyna i inne (Vestergaard et al., 2019).

Obiecujace w leczeniu zakazen wywolanych przez MRSA s3 podejscia oparte na
polaczeniu antybiotyku [-laktamowego z dodatkowymi substancjami zwickszajacymi
podatno$¢ bakterii na tego typu leczenie. Przykladem takiej substancji moze by¢ kwas
klawulanowy dziatajacy jako inhibitor B-laktamaz (Vestergaard et al., 2019). W przeciaggu
ostatnich lat opracowano rowniez antybiotyk B-laktamowy nowej generacji, ktory w chwili
obecnej okazuje si¢ skuteczny przeciwko MRSA w wigkszos$ci przypadkow. Ceftarolina wigze
si¢ do centrum allosterycznego biatka PBP2a wywolujac zmiany strukturalne prowadzace do

ekspozycji centrum aktywnego i umozliwiajace oddziatywanie drugiej czasteczki antybiotyku
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z centrum aktywnym. Krétko po wprowadzeniu leku do obiegu pojawily si¢ jednak mutanty
o ograniczonej podatno$ci na nowy antybiotyk ze wzgledu na zmiany w obrebie biatka PBP2a
(Foster, 2017; Vestergaard et al., 2019).

Niezwykle istotna jest takze, obserwowana u gronkowca ztocistego, zwigkszona
oporno$¢ na wankomycyne oraz jej pochodne. Wankomycyna zaczgta by¢ stosowana
w leczeniu zakazen wywotanych przez MRSA w latach 60. XX wieku. Przez dlugi czas
wankomycyna byta uwazana za najskuteczniejszy antybiotyk przeciw MRSA (Hodille et al.,
2017), jednak i w tym przypadku bakterie wyksztatcily mechanizmy opornosci w odpowiedzi
na stosowane leczenie (Lee et al., 2018). Wankomycyna jest antybiotykiem glikopeptydowym
wigzacym si¢ do biatlek PBP2a i1PBP2. Zapobiega ona prawidlowemu fatdowaniu
peptydoglikanu poprzez blokowanie reakcji transkglikozylacji oraz transpeptydacji.
Transglikozylacja oraz transpeptydacja to reakcje, ktore s3 w komorce katalizowane przez
biatka PBP (Vestergaard et al., 2019). Zwigkszona opornos¢ na wankomycyne (MIC ~4-
8ug/ml) jest rezultatem spontanicznych mutacji pojawiajacych si¢ w trakcie dlugotrwatej
terapii antybiotykowej w obrebie gendow bioracych udzial w syntezie $ciany komodrkowej
i utrzymaniu homeostazy (Foster, 2017; Lee et al., 2018; McGuinness et al., 2017; Pantosti et
al., 2007; Vestergaard et al., 2019). Szczepy gronkowca zlocistego o zwickszonej opornosci na
wankomycyn¢ nazywane sa VISA (ang. vancomycin-intermediate-resistant Staphylococcus
aureus).

Stosunkowo rzadko obserwowane sg natomiast szczepy o wysokim poziomie opornosci
na wankomycyne (MIC > ~8-16ug/ml), nazywane VRSA (ang. vancomycin-resistant
Staphylococcus aureus) (Guo et al., 2020; McGuinness et al., 2017). Obserwowany w tym
przypadku determinant oporno$ci, w postaci operonu vanAd, zostat prawdopodobnie nabyty od
bakterii z rodzaju Escherichia (McGuinness et al., 2017; Pantosti et al., 2007). Operon vanAd
zawiera szereg genow kodujacych zmodyfikowane prekursory peptydoglikanu o znacznie
nizszym powinowactwie do wankomycyny, ale wcigz mozliwych do wykorzystania przez
PBP2 do syntezy $ciany komorkowej (Foster, 2017; Pantosti et al., 2007). Operon vanA zawiera
takze geny regulatorowe, ktére umozliwiaja synteze alternatywnych produktéw podczas
ekspozycji na antybiotyk (McGuinness et al., 2017; Pantosti et al., 2007). Pomimo znacznych
obaw zwigzanych z rozprzestrzenianiem tych szczepow, okazaly si¢ one posiada¢ znacznie
zredukowang przezywalno$¢ i nie stanowig obecnie bardzo istotnego zagrozenia klinicznego
(Foster, 2017).

Wisrdd szczepdéw MRSA spotykana jest takze opornos¢ na lipoglikopeptydy, takie jak

telawancyna, orytawancyna czy dalbawancyna, bedace pochodnymi wankomycyny
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(Vestergaard et al., 2019). Zawieraja one dodatkowe reszty lipofilowe, ktore zwigkszaja czas
péttrwania leku oraz utatwiajg interakcj¢ z btonami komérkowymi, podczas gdy czasteczki leku
blokuja procesy transkglikozylacji oraz transpeptydacji (Vestergaard et al., 2019). Reszty
lipofilowe moga rowniez prowadzi¢ do zaburzenia integralno$ci bton komodrkowych
1 w konsekwencji do lizy komorki (Vestergaard et al., 2019).

Jednym z powszechnie stosowanych antybiotykow w terapii zakazen wywolanych przez
gronkowca zlocistego jest daptomycyna, bedaca lipopeptydem. Daptomycyna, oddzialujac
z jonami Ca?*, penetruje blon¢ komorkowg bakterii umozliwiajac wstawienie lipopetydu
w strukture blony poprzez wigzanie leku z posiadajacymi tadunek ujemny grupami
fosfatydyloglicerolu (Foster, 2017; Guo et al., 2020). Powyzsza kaskada reakcji prowadzi do
depolaryzacji 1 permeabilizacji btony komorkowej, a takze wycieku jondw poza ustrdj
komoérkowy, co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki bakteryjnej (Foster, 2017,
Vestergaard et al., 2019). Oporno$¢ na daptomycyn¢ jest wywotywana na drodze
spontanicznych mutacji zachodzacych w obrgbie genéw odpowiedzialnych za obrong¢ bakterii
przed uszkodzeniami btony i §ciany komodrkowej, szczegdlnie podczas dlugotrwalego leczenia
lub w przypadku wysokiego zaggszczenia patogenow (Foster, 2017).

Kolejnym popularnym lekiem stosowanym zaré6wno przeciwko szczepom podatnym
i opornym na metycyline jest linezolid (Guo et al., 2020). Czasteczki antybiotyku wigza si¢
z podjednostka 23S rRNA, blokujac tym samym mozliwo$¢ prawidlowego oddziatywania
rybosomu z aminoacylo-tRNA, co prowadzi do zahamowania procesOw syntezy bialek.
Roéwniez w tym przypadku zidentyfikowano mutacje (w obrgbie genow 23S rRNA), ktore
znaczaco zwigkszaja poziom odpornosci bakterii na opisywany lek (Hodille et al., 2017;
Vestergaard et al., 2019). Opornos¢ na linezolid moze by¢ rowniez zwigzana z nabyciem genu
cfr, ktory bardzo czgsto jest zasocjowany z mobilnymi elementami genomowymi lub
plazmidami. Gen cfr koduje metylotransferaze, ktora jest odpowiedzialna za metylacje¢ pozycji
A2503 w centrum peptydotransferazy 23S rRNA uniemozliwiajac prawidtowe oddzialywanie
antybiotyku (Vestergaard et al., 2019). Podobnie dziatajacym lekiem jest tedizolid, ktory
pozostaje skuteczny réwniez w przypadku szczepow posiadajacych gen cfr (Vestergaard et al.,
2019). Pomimo istnienia powyzszych mechanizmoéw opornosci, zdecydowana wiekszos¢
szczepow (>98%) gronkowca zlocistego pozostaje podatna na dziatanie obu antybiotykow
(Vestergaard et al., 2019).

Do grona istotnych klinicznie antybiotykow, ukierunkowanych przeciw szczepom
gronkowca zlocistego, naleza réwniez makrolidy, linkozamidy, streptograminy, czy

pleuromutyliny (Foster, 2017; Vestergaard et al., 2019). Wszystkie ze wspomnianych grup
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antybiotykdw sa odpowiedzialne za blokowanie syntezy biatek poprzez oddziatywanie
z centrum peptydotransferazy podjednostki 50S rybosomu prokariotycznego (Vestergaard et
al., 2019). W tym przypadku mechanizmy opornos$ci sa zazwyczaj zwigzane z mutacjami lub
modyfikacjami w obrgbie centrum peptydotransferazy, aktywnym usuwaniem antybiotyku lub
jego inaktywacja (Vestergaard et al., 2019). Przykladami sa tutaj opisane wcze$niej
mechanizmy oparte o geny z rodziny erm oraz cfr. Antybiotyki nalezace do powyzszych grup
moga by¢ aktywnie usuwane poza komoérki przy pomocy bialek transportujagcych Msr(A),
LmrS czy vga(A) (Vestergaard et al., 2019). Innymi antybiotykami, blokujacymi syntezg¢ biatek
poprzez wigzanie w poblizu centrum peptydotransferazy, sa chloramfenikol i florfenikol, ktére
jednak ze wzgledu na wysoka toksyczno$¢ sa stosowane jedynie miejscowo (Foster, 2017,
Vestergaard et al., 2019).

Tetracykliny stanowia grupe antybiotykéw, ktore blokuja mozliwosé oddziatywania
pomiedzy aminoacylo-tRNA a rybosomem poprzez wigzanie do podjednostki 30S (Hodille et
al., 2017). Przykladami powszechnie stosowanych antybiotykow tetracyklinowych sa
tygecyklina i doksycyklina (Hodille et al., 2017). Oporno$¢ na leki w tym przypadku moze by¢
warunkowana dziataniem pomp Tet(K) oraz Tet(L), badZ poprzez wigzanie biatek TetO lub
TetM do podjednostki 30S, ktére w konsekwencji prowadzi do uwolnienia zwigzanej do
rybosomu tetracykliny (Foster, 2017; Vestergaard et al., 2019).

Ciekawym mechanizmem dziatania charakteryzuja si¢ antybiotyki z rodziny
aminoglikozydow, takie jak neomycyna, kanamycyna czy gentamycyna, ktore wigzac si¢ do
16S rRNA w obrgbie podjednostki 30S rybosomu prokariotycznego, powoduja czeste btedy
w interakcjach pomigdzy kodonem a antykodonem, co w konsekwencji skutkuje zwigkszong
liczba btgdow na etapie translacji oraz niepoprawnie syntezowanymi biatkami (Foster, 2017;
Vestergaard et al., 2019). Najistotniejszy mechanizm opornosci na aminoglikozydy jest oparty
o metylotransferaze 16S rRNA (rm¢C), ktérej dzialanie uniemozliwia wigzanie czasteczki
antybiotyku do miejsca aktywnego (Vestergaard et al., 2019).

Kolejnym antybiotykiem wykorzystywanym przeciwko gronkowcom jest mupirocyna.
Mupirocyna jest antybiotykiem wykorzystywanym miejscowo do leczenia zakazen skornych
wywolanych przez gronkowca ztocistego (Dadashi et al., 2020). Jej sposéb dziatania bazuje na
hamowaniu syntezy biatek poprzez blokowanie syntetazy izoleucyno-tRNA (Dadashi et al.,
2020; Foster, 2017; Vestergaard et al., 2019). Oporno$¢ na muiprocyn¢ uzyskiwana jest na
drodze mutacji w obrebie genu kodujacego syntetaze aminoacylo-tRNA (ileS), ktore
zmniejszajg jej powinowactwo do czasteczek antybiotyku (Dadashi et al., 2020; Foster, 2017,
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Vestergaard et al., 2019). Mozliwe jest rowniez nabycie plazmidowego genu mupA, ktory
koduje syntetaze¢ odporng na dziatanie leku (Dadashi et al., 2020; Vestergaard et al., 2019).

Antybiotykiem o podobnym zastosowaniu do mupirocyny jest kwas fusydynowy,
wigzacy si¢ do czynnika elongacyjnego G, ktory jest odpowiedzialny za translokacje mRNA
oraz tRNA w obrgbie rybosomu. Opisywane wigzanie prowadzi do wstrzymania translacji,
hamujac tym samym rozwoj bakterii (Foster, 2017; A. J. O’Neill & Chopra, 2006; Rayner &
Munckhof, 2005; Vestergaard et al., 2019). W przypadku kwasu fusydynowego oporno$¢ moze
by¢ wynikiem mutacji w obrgbie genu fusA, ktory koduje czynnik elongacyjny G. Zmiana
konformacji biatka, bedaca wypadkowa mutacji, moze zmniejsza¢ powinowactwo leku do
czynnika elongacyjnego G (Vestergaard et al., 2019). Inne znane mechanizmy uzyskiwania
opornos$ci przez bakterie uwzgledniajg mutacje w obrebie genu fusE, kodujacego rybosomalne
biatko L6, a takze gendw fusB i fusC, ktorych produkty wiaza si¢ do czynnika elongacyjnego
G, powodujac wznowienie translacji (Foster, 2017; A. J. O’Neill & Chopra, 2006; Vestergaard
etal., 2019).

Ryfampicyna nalezy do grupy antybiotykéw, ktére dzialaja poprzez hamowanie
transkrypcji. Ryfampicyna wigze si¢ do podjednostki B prokariotycznej polimerazy RNA
uniemozliwiajgc prawidlowe przeprowadzanie procesu transkrypcji (Foster, 2017; Rayner &
Munckhof, 2005; Vestergaard et al., 2019). Odpornos¢ na opisywany antybiotyk jest
spowodowana mutacjg w obrgbie genu rpoB, ktory koduje podjednostke B polimerazy RNA
(Rayner & Munckhof, 2005). Mutacja ta powoduje znaczne zmniejszenie powinowactwa
ryfampicyny do polimerazy (Vestergaard et al., 2019).

Kolejng grupa antybiotykéw majaca zastosowanie w leczeniu zakazen wywotywanych
przez gronkowca ztocistego sa fluorochinolony, ktorych dziatanie oparte jest na oddzialywaniu
z topoizomerazg IV oraz gyraza DNA (topoizomeraza II), ktére to enzymy petnig kluczowe
role, m. in. w replikacji DNA (Foster, 2017; Pietrusinski & Staczek, 2006; Vestergaard et al.,
2019). Gyraza DNA jest odpowiedzialna za wprowadzanie negatywnych superskretow DNA,
natomiast topoizomeraza IV bierze udzial w rozplataniu chromosomoéw w procesach replikacji
oraz relaksacji DNA (Pietrusinski & Staczek, 2006). Oba enzymy wprowadzaja dwuniciowe
naciecia w obrgbie DNA, ktore musza by¢ w kolejnych etapach reakcji ponownie potaczone
(Pietrusinski & Staczek, 2006). Powstanie kompleksu topoizomerazy i fluorochinolonu
uniemozliwia ponowne taczenie nici DNA, prowadzac do powstania dwuniciowych przerw
w obrebie DNA, co w konsekwencji powoduje $mier¢ komorki (Foster, 2017). Opornos¢ na

fluorochinolony jest powszechna i wynika z mutacji w obrebie gendw kodujacych opisywane
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enzymy (np. gyrA oraz griA), a takze z nadekspresji pomp typu efflux NorA, NorB oraz NorC
(Foster, 2017; Vestergaard et al., 2019).

Powyzsza lista antybiotykow wykorzystywanych w leczeniu réznego rodzaju zakazen
wywotywanych przez gronkowca ztocistego nie jest wyczerpujaca, stanowiac jedynie przeglad
najbardziej istotnych klinicznie lekdw stosowanych w medycynie i weterynarii. Problem
antybiotykoodporno$ci w przypadku gronkowca ztocistego jest znaczacy, co znajduje wyraz
w zidentyfikowaniu szczepow opornych na kazdy z przedstawionych lekéw oraz takich, ktore
charakteryzuja si¢ jednoczesng opornoscig na wiele réznych klas antybiotykdéw, znaczaco
utrudniajac skuteczng i szybka terapi¢. Niezwykle istotna jest zatem konieczno$¢ opracowania
nowych klas lekow, dla ktorych uzyskanie opornosci przez bakterie bedzie mniej

prawdopodobne lub obarczone niskim poziomem przezywalnosci.

45



7.7. Metody identyfikacji miejsc terminacji transkrypcji

Nieustanna konieczno$¢ opracowywania nowych klas antybiotykow, spowodowana
szybko rozprzestrzeniajacym si¢ zjawiskiem lekoopornosci u bakterii, powoduje konieczno$¢
zastosowania nowoczesnych metod badawczych dedykowanych poszukiwaniu potencjalnych
nowych celéw terapeutycznych. Mechanizmy regulatorowe oparte o czasteczki RNA, w tym
o elementy struktury drugorzedowe;j, stanowig niezwykle obiecujace cele dla nowych lekow.
Szczegdlnie interesujace sg te bazujace na warunkowej terminacji transkrypcji, ktore pozwalaja
regulowaé ekspresje gendow w odpowiedzi na roznorodne sygnaly komodrkowe, w tym
oddzialywanie konkretnych substancji na komoérki (Chetkowska-Pauszek et al., 2021).
Identyfikacja miejsc terminacji transkrypcji w skali catego transkryptomu wymaga
zastosowania metod wysokoprzepustowego sekwencjonowania 3’ koncow RNA oraz
dedykowanych metod obliczeniowych i analitycznych.

Ostatnie kilkanascie lat to nieprzerwany i bardzo dynamiczny rozwdj metod
sekwencjonowania nowej generacji, pozwalajagcych na réwnolegle 1 zautomatyzowane
sekwencjonowanie wielu milionéw fragmentéw DNA réwnoczesnie. Obecnie jedna
z najpopularniejszych metod sekwencjonowania nowej generacji jest oparta na platformie
zaadoptowanej przez firme¢ Illumina. Wspomniana technologia bazuje na zastosowaniu
specjalnych, szklanych plytek, na ktorych kowalencyjnie zwigzane s3a miliony
oligonukleotydéw komplementarnych do sekwencji adaptorowych przytaczanych do 5’ 1 3’
koncow krotkich czasteczek DNA (zazwyczaj rzedu kilkuset nukleotydow) na etapie tworzenia
tzw. ‘biblioteki’. Istniejag dwa typy oligonukleotydow komplementarnych odpowiednio do
sekwencji 5 1 3” adaptera.

Metoda wykorzystywana przez firm¢ Illumina opiera si¢ na reakcji ‘mostkowego PCR”,
prowadzacej do powstania klastrow identycznych fragmentow DNA zlokalizowanych w swoim
bezposrednim sgsiedztwie na ptytce. Pierwszym etapem wspomnianej reakcji jest hybrydyzacja
krotkich fragmentéw DNA zawierajacych przytaczone sekwencje 5° i 3 adaptoréw, do
oligonukleotydéw zwiazanych z plytka. Nastgpnie przeprowadzana jest synteza nici
komplementarnej do danego fragmentu z wykorzystaniem mieszaniny zawierajacej
trojfosforany nukleotydow oraz polimerazg DNA.

Kolejnym etapem reakcji jest denaturacja DNA 1 usuwanie nici stanowigcej pierwotna

matrycg. W ten sposob wszystkie sekwencjonowane fragmenty sa zwigzane kowalencyjnie
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zptytka. Ze wzgledu na geste rozmieszczenie oligonukleotydow na plytce, ni¢ moze
hybrydyzowa¢ przy pomocy wolnego regionu adaptorowego do drugiego typu
oligonukleotydu, tworzac tzw. ‘mostki’. Opisywane ‘mostki’  skladaja  si¢
z sekwencjonowanego fragmentu DNA polaczonego w danym momencie z plytka na obu
koncach. Polimeraza DNA syntezuje ni¢ komplementarng, po czym nast¢puje denaturacja nici,
prowadzac tym samym do powielenia matrycy. Reakcja mostkowego PCR przeprowadzana jest
wielokrotnie prowadzac do utworzenia grup (klastréw) identycznych fragmentow DNA
zwigzanych z ptytka i zlokalizowanych w bezposrednim sasiedztwie wzgledem siebie. Nici
zwigzane z jednym typem oligonukleotydu sga nast¢epnie odmywane, a sekwencjonowanie
przeprowadzane jest w cyklach na zasadzie syntezy.

Inicjalizacja procesu jest mozliwa dzigki hybrydyzacji starteroéw reakcji do regionu
adaptorowego. W kazdym kolejnym cyklu sekwencjonowania, dodawany jest doktadnie jeden
wyznakowany fluorescencyjnie nukleotyd. Dodawane nukleotydy sa chemicznie zablokowane,
zeby uniemozliwi¢ inkorporacj¢ w danym cyklu wigkszej ich liczby. Wstawienie nukleotydu
do nowo syntezowanej nici powoduje emisje sygnalu $wietlnego o kolorze przypisanym do
danego typu nukleotydu. Sygnal jest wzmacniany dzigki obecno$ci setek lub tysigcy
identycznych fragmentdow DNA znajdujacych si¢ obok siebie. Po odczytaniu sygnatu
$wietlnego przy pomocy specjalnego sensora, nukleotydy sa odblokowywane, umozliwiajac
tym samym przeprowadzenie kolejnego cyklu sekwencjonowania. Opisywana technologia
umozliwia uzyskanie miliondw, a nawet miliardow odczytow, zazwyczaj o dtugosci do 300
nukleotydéw (Hu et al., 2021; Slatko et al., 2018).

Jednym z powszechnych zastosowan platformy Illumina jest wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie transkryptomu przy pomocy protokolu RNA-seq (ang. RNA sequencing).
Metoda RNA-seq pozwala uzyska¢ informacje o obecno$ci i czgsto$ci wystepowania
czasteczek RNA w obrebie badanego transkryptomu. Sekwencjonowanie transkryptomu przy
pomocy platformy Illumina wymaga przeprowadzenia fragmentacji RNA, odwrotnej
transkrypcji uzyskanych fragmentow do cDNA oraz ligacji adapterow (Zhang et al., 2018).
Mozliwe jest rowniez zastosowanie roznorodnych metod polegajacych na wzbogaceniu
biblioteki we fragmenty pochodzace z wybranej frakcji transkryptomu, np. mRNA czy sRNA.
RNA-seq jest stosowany powszechnie w celu szacowania poziomu ekspresji genow, badan
alternatywnego splicingu, identyfikacji nowych izoform splicingowych czy fuzji genowych
(Kukurba & Montgomery, 2015).

Na przestrzeni ostatnich lat opracowane zostaly trzy popularne metody

wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA pozwalajace na precyzyjng identyfikacje 3’
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koncoéw RNA u bakterii. Dwie ze wspomnianych metod powstaty rownolegle w roku 2016,
funkcjonujac do dzi§ pod nazwa Term-seq (Dar et al., 2016; Mondal et al., 2016). Protokot
opracowany przez Mondal i in. (Mondal et al., 2016) (Rys. 4) opiera si¢ na ligacji 2°,3’-dideoxy
oligonukleotydu do 3’ konca czasteczek RNA oraz ich losowej fragmentacji. Kolejnymi
etapami procesu sg odpowiednio odwrotna transkrypcja fragmentéw RNA do cDNA przy
uzyciu losowych heksametrow petnigcych rolg starterow, synteza nici komplementarnej, ligacja
5’ 1 3° adapterow oraz rybodeplecja. Biblioteka przygotowywana jest w oparciu o niciowo-
specyficzny protokoét Illumina TruSeq stranded i sekwencjonowana przy uzyciu dedykowanej
platformy (Mondal et al., 2016). Odczyty uzyskane w ten sposdb mozna podzieli¢ na dwa
zestawy w oparciu o to, czy w ich obrebie mozna zidentyfikowa¢ sekwencje oligonukleotydu
wykorzystanego w czasie przygotowania biblioteki (Mandell et al., 2021; Mondal et al., 2016).
Grupa odczytéw, w ktorych sekwencja oligonukleotydu zostala zlokalizowana, moze postuzy¢
do precyzyjnego wyznaczenia 3’ koncow RNA po uprzednim usuni¢ciu jego sekwencji oraz
zmapowaniu do genomu referencyjnego. Metoda zostata opracowana w ten sposob, ze 5’
koniec takiego odczytu wskazuje bezposrednio na 3’ koniec czasteczki RNA. Pozostate odczyty
mozna wykorzysta¢ jak te pochodzace z sekwencjonowania transkryptomu powszechnie

stosowang metoda RNA-seq, np. do profilowania poziomoéw ekspresji genow.

48



Rysunek 4. Schematyczna reprezentacja protokotow wysokoprzepustowego sekwencjonowania 3’

koncow RNA u bakterii.

Metoda zaproponowana przez Dar i in. (Dar et al., 2016) (Rys. 4) polega na ligacji
adaptera do 3’ konca czasteczek RNA, losowej fragmentacji RNA i inicjacji odwrotnej
transkrypcji  z  wykorzystaniem  specjalnie  zaprojektowanych  oligonukleotydow
komplementarnych do sekwencji adaptera i wykorzystywanych jako startery wspomnianej
reakcji. Nastgpnym wymaganym krokiem w ramach opisywanego protokotu jest ligacja 3’
adaptera do jednoniciowego cDNA oraz synteza drugiej nici cDNA. W sklad niciowo-
specyficznej biblioteki cDNA wchodza wytacznie fragmenty RNA zawierajace oba dotagczone
elementy. Sekwencjonowanie roéwniez oparte jest o platform¢ Illumina. Zastosowanie
powyzszej metody prowadzi do uzyskania odczytow, ktorych 5° konce odpowiadajg 3> koncom

sekwencjonowanych czasteczek RNA (Dar et al., 2016).
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Kolejna metoda sekwencjonowania wysokoprzepustowego pozwalajaca na jednoczesng
identyfikacj¢ 5° 1 3° koncow czasteczek RNA to protokot o nazwie SEnd-seq (ang. simultaneous
5’ and 3’ end sequencing, Rys. 4) bazujacy na cyrkularyzacji cDNA przy pomocy
dedykowanych ligaz, ktore preferencyjnie tacza konce 5’ 1 3> w obrgbie tej samej czasteczki
RNA (Ju et al., 2019). Pierwszym etapem zaprezentowanej technologii jest ligacja 3’ adaptera
do czasteczek RNA. cDNA jest syntezowane przy pomocy starterow komplementarnych do
sekwencji 3’ adaptera, dodatkowo wyznakowanych biotyng na 5° koncu. Kolejnym etapem jest,
wspomniana juz, cyrkularyzacja czasteczek cDNA, po ktorej nastepuje ich fragmentacja (Ju et
al., 2019). Probki sa wzbogacane we fragmenty cDNA wyznakowane biotyna,
z wykorzystaniem ich powinowactwa do streptawidyny. Uzyskiwane w ten sposob odczyty
zawierajg sekwencje odpowiadajace 5’ 1 3’ koncom tej samej czasteczki RNA, rozdzielone od
siebie sekwencja 3’ adaptera (Ju et al., 2019).

Zastosowanie omawianych protokotow znaczaco ulatwito przeszukiwanie
transkryptomow bakteryjnych pod katem wystgpowania ryboprzetacznikow, atenuatorow, jak
réwniez innych potencjalnych regulatoréw prowadzacych do warunkowej terminacji
transkrypcji. Wyniki otrzymane przy pomocy przedstawianych metod pozwolity, m.in. na
zidentyfikowanie atenuatora regulujacego ekspresje transporteréw ABC, warunkujacego

oporno$¢ na linkomycyne u Listeria monocytogenes (Dar et al., 2016).
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8. Cel pracy

Gléwnym celem niniejszej pracy jest identyfikacja i charakterystyka rho-niezaleznych
terminatorow transkrypcji u bakterii oraz ich udzialu w odpowiedzi na stres antybiotykowy
u gronkowca zlocistego. Szczeg6lny nacisk zostanie polozony na adnotacj¢ oraz poréwnanie
charakterystyki wspomnianych terminatorow u 14 gatunkéw bakterii, tak by mozliwe byto
doktadne okreslenie ich zroznicowania w obrebie krolestwa bakterii. Ponadto, zidentyfikowane
zostang terminatory zaangazowane w regulacj¢ ekspresji gendéw gronkowca zlocistego
w odpowiedzi na stres antybiotykowy, mogace stanowi¢ potencjalne cele terapeutyczne dla
nowoopracowywanych klas lekow. W tym celu opracowane zostang nowatorskie metody
obliczeniowej analizy danych pochodzacych z wysokoprzepustowych protokoléw Term-seq

oraz RNA-seq.

Szczegolowe cele:
e opracowanie metod oraz oprogramowania bioinformatycznego pozwalajacego na:
0 identyfikacj¢ = oraz adnotacje terminatorOw na  podstawie  danych
z wysokoprzepustowego sekwencjonowania 3’ koncow RNA (Term-seq)
0 przewidywanie terminatoréw na podstawie danych z wysokoprzepustowego
sekwencjonowania RNA (RNA-seq)
0 adnotacj¢ interwalow w obrebie transkryptow z wykorzystaniem referencyjnej
adnotacji genomowe;j
e kompleksowa identyfikacja rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji u bakterii, ze
szczegbdlnym uwzglednieniem gronkowca zlocistego, w oparciu o opracowane metody
analizy danych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA
e charakterystyka rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji w krolestwie bakterii oraz
analiza r6znic wystepujacych pomiedzy taksonami
e identyfikacja rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji regulujacych ekspresje genow

w odpowiedzi na stres antybiotykowy u gronkowca ztocistego
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9. Metody

9.1. Wykorzystane zestawy danych

Term-seq

Publicznie dostgpne dane pochodzace z sekwencjonowania 3’ koncow RNA metoda
Term-seq, wykorzystane do identyfikacji rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji
u Escherichia coli, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Zymomonas mobilis, Synechocystis sp, Streptomyces coelicolor, Streptomyces venezuelae,
Streptomyces tsukubaensis, Streptomyces griseus, Streptomyces lividans, Streptomyces
clavuligerus oraz Streptomyces avermitilis, zostaly szczegdélowo przedstawione i opisane
w ramach publikacji narzgdzia TERMITe, ktora stanowi element niniejszej rozprawy

doktorskiej (Rozdziat 9.1).

Dane o numerze akcesyjnym GSE158830, na podstawie ktorych przeprowadzone
zostaly analizy u szczepu dzikiego gronkowca ztocistego (JKD6009), zostaty pobrane z bazy
danych Gene Expression Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

RNA-seq

Przewidywanie rho-niezaleznych terminatoréw gronkowca ztocistego, na podstawie
danych RNA-seq, zostato przeprowadzone w oparciu o analiz¢ 138 publicznie dostepnych
zestawow danych (probek) pochodzacych z 7 niezaleznych projektéw (Choe et al., 2018; Gao
et al., 2020; Mediati et al., 2022; Poudel et al., 2020; Rajput et al., 2021; Viering et al., 2022).
W ramach opisywanych badan szereg metycylinoopornych szczepéw gronkowca ztocistego
poddawany byl dzialaniu subletalnych dawek antybiotykow, takich jak wankomycyna,
linezolid, nafcylina czy oksacylina. Szczegotowy wykaz zestawow danych, wykorzystanych
w ramach niniejszych badan, stanowi zalacznik do niniejszej pracy (zatacznik 1). Odczyty
zostaly pobrane z bazy danych Sequence Read Archive dostgpnej pod adresem
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra (Leinonen et al., 2011).
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termiRNAtor

Na potrzeby wytrenowania i ewaluacji klasyfikatora programu termiRNAtor
wykorzystano 128 publicznie dostgpnych prébek pochodzacych z sekwencjonowania 3’
koncow RNA metoda TERM-seq wraz z odpowiadajacymi im prébami RNA-seq uzyskanymi

w ramach tych samych warunkéw eksperymentalnych (zatacznik 10).
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9.2. Identyfikacja rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji na

podstawie danych Term-seq

Proces identyfikacji rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji na podstawie danych
Term-seq u E. coli, B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes, Z. mobilis, Synechocystis sp, S.
coelicolor, S. venezuelae, S. tsukubaensis, S. griseus, S. lividans, S. clavuligerus oraz S.
avermitilis zostal szczegbtowo opisany w ramach publikacji narz¢dzia TERMITe (wersja
1.0.0), ktora stanowi element niniejszej rozprawy doktorskiej (Rozdziat 9.1). Identyczna
metodologia zostata wykorzystana do identyfikacji terminatoréw u gronkowca ztocistego.

Na potrzeby sporzadzenia referencyjnego zestawu rho-niezaleznych terminatorow
transkrypcji  gronkowca ztocistego, wyselekcjonowane zostaly wylacznie terminatory
posiadajace zidentyfikowang spinke terminacyjng przewidziang przez moduty RNAfold (spinka
o minimalnej energii swobodnej struktury nizszej niz -3 kcal/mol) lub TransTermHP programu
TERMITe (szczegély: rozdziat 9.1). Na potrzeby poroéwnan pomiedzy gatunkami
wykorzystano natomiast kryteria filtrowania opisane w ramach publikacji narzedzia TERMITe

(Rozdziat 9.1).
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9.3. Przewidywanie rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji na

podstawie danych RNA-seq u gronkowca zlocistego

Zastosowany Ww prezentowanej rozprawie proces adnotacji rho-niezaleznych
terminatorow transkrypcji u gronkowca ztocistego wykorzystuje szereg metod obliczeniowych
bazujacych na analizie sekwencji nukleotydowej, metodach przewidywania struktury
drugorzgdowej RNA, przewidywaniu miejsc terminacji transkrypcji na podstawie danych
RNA-seq oraz ich precyzyjnym okreslaniu na podstawie danych Term-seq. Wykorzystanie
danych RNA-seq pochodzacych z eksperymentow, w ktorych metycylinooporne szczepy
gronkowca zlocistego podlegaly traktowaniu subletalnymi dawkami wankomycyny, linezolidu,
nafcyliny czy oksacyliny, pozwolito na identyfikacj¢ terminatorow, ktorych dziatanie jest
indukowane odpowiedzig komoérki na dziatanie lekow.

Analiza jako$ci odczytow zostala przeprowadzona przy pomocy programéw FASTQC
(wersja 0.11.9) (Andrews, 2010) oraz MultiQC (wersja 1.14) (Ewels et al., 2016). Sekwencje
adaptorowe zostaly natomiast usunig¢te za pomocg programu 7rim Galore! z zastosowaniem
domyslnych parametrow (wersja 0.6.7) (Krueger, 2012).

W ramach kolejnego etapu odczyty zostaly zmapowane do genomu referencyjnego
gronkowca ztocistego (GCF_000013425.1) przy pomocy programu bowtie (wersja 1.2.0; uzyte
parametry: --best, --strata, -a) (Langmead et al., 2009), a format plikéw wynikowych
zmieniony na format BAM z wykorzystaniem programu samtools view (Danecek et al., 2021).
Zmapowane odczyty zostaty posortowane wg. koordynatow genomowych za pomoca narze¢dzia
sort z pakietu samtools (Danecek et al., 2021), natomiast analiza jako$ci mapowania zostata
wykonana przy uzyciu narz¢dzia bamQC z pakietu QualiMap (wersja 2.2.1) (Okonechnikov et
al., 2016).

Kluczowy etap analizy danych stanowito uruchomienie programu fermiRNAtor, ktory
zostal opracowany na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej, aktorego celem jest
przewidywanie miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u bakterii na podstawie danych
RNA-seq z wykorzystaniem metod uczenia maszynowego (zostal on opisany szczegoétowo
w rozdziale 9.2). Na potrzeby opisywanego procesu predykcji wykorzystano 138 zestawow
danych, ktore opisane zostaly we wczesniejszych fragmentach biezacego rozdziatu.
Przewidywanie miejsc terminacji transkrypcji (uzyte parametry -u 150 -d 20) zostato wykonane

dla kazdej grupy replikatow biologicznych niezaleznie (zatacznik 1). W celu dodatkowego
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potwierdzenia, ze zidentyfikowane przez termiRNAtor pozycje sa wynikiem rho-niezalezne;j
terminacji transkrypcji, wykorzystany zostal program TransTermHP (wersja 2.0.9)
z domyS$lnymi parametrami (Kingsford et al., 2007). TransTermHP jest programem
pozwalajacym na identyfikacj¢ rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji w genomach
bakteryjnych na podstawie sekwencji nukleotydowej podanego genomu referencyjnego.

Do koncowego zestawu rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji, przewidzianych
na podstawie danych RNA-seq, zostaly wybrane te, sposrdd znalezionych przez TransTermHP
terminatorow, ktorych spinki terminacyjne pokrywaly pozycje przewidziane przez
termiRNAtor lub znajdowaly si¢ od nich w odlegtosci nie wigkszej niz 10 nt powyzej (w obrebie
tej samej nici). Ponadto, okreslone wyzej warunki musiaty by¢ spetnione w co najmniej 3
analizowanych probkach. Powyzsze filtrowanie zostalo wykonane przy pomocy narzedzia
closest nalezacego do pakietu bedtools (parametry -s -D) (Quinlan, 2014; Quinlan & Hall,
2010).
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9.4. Utworzenie referencyjnego atlasu rho-niezaleznych terminatorow

transkrypcji u gronkowca zlocistego

Utworzenie mozliwie kompletnego zestawu rho-niezaleznych terminatorow
transkrypcji u gronkowca zlocistego bylo mozliwe dzigki zastosowaniu szeregu metod
pozwalajacych na ich identyfikacj¢, zar6wno na podstawie wynikow sekwencjonowania
wysokoprzepustowego metodami RNA-seq oraz Term-seq, a takze analizy sekwencji
nukleotydowych oraz struktury drugorzedowej RNA. W ramach niniejszego atlasu potaczone
zostaly zestawy terminatorow zidentyfikowanych na podstawie danych RNA-seq oraz Term-
seq (rozdzialy 8.3 oraz 8.4). W celu unikniecia redundancji danych w obrebie tworzonego
atlasu, terminatory ktére zostaly przewidziane na podstawie danych RNA-seq, a majace swdj
odpowiednik w ramach terminatoréw okreslonych z wykorzystaniem danych Term-seq, zostaty
odrzucone.

Referencyjny punkt terminacji (POT - Point of Termination) dla terminatoréw
znalezionych wylacznie na podstawie danych RNA-seq zostat ustawiony na pozycje potozona
5 nukleotydow ponizej podstawy zidentyfikowanej spinki do wloséw. Warto§¢ ta zostata
okreslona na podstawie mediany odleglo$ci punktéw terminacji od podstawy spinek
terminacyjnych, ktora z kolei zostala obliczona wramach analizy terminatorow
zidentyfikowanych z wykorzystaniem danych Term-seq (pierwszy kwartyl = 4 nt; trzeci
kwartyl = 6nt; rozdziat 9). Ponadto funkcje programu TERMITe oraz program AGouTI (b¢dacy
cze¢$cig niniejszej rozprawy, rozdziat 9.3, wersja 1.0.3) zostaty wykorzystane do uzupelnienia
brakujacych informacji dla terminatoréw znalezionych wytacznie na podstawie danych RNA-
seq przy pomocy programu fermiRNAtor. Zastosowanie powyzej opisanego zestawu operacji
umozliwilo uzyskanie identycznego zestawu adnotacji dla kazdego terminatora w obr¢bie

atlasu.
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9.5. Identyfikacja miejsc warunkowej terminacji transkrypcji

w odpowiedzi na stres antybiotykowy u gronkowca zlocistego

Miejsca warunkowej terminacji transkrypcji, indukowane w odpowiedzi na stres
antybiotykowy, zostaty okre$lone na podstawie danych RNA-seq (zatacznik 1). W ramach
przedstawionych badan prezentowany jest wptyw réznych stezen antybiotykow, takich jak
linezolid, wankomycyna, nafcylina, czy oksacylina, na wykorzystanie poszczego6lnych miejsc
rho-niezaleznej terminacji transkrypcji. Podstawe analizy stanowito obliczenie efektywnos$ci
terminacji dla kazdego terminatora obecnego w opracowanym atlasie rho-niezaleznych
terminatorow transkrypcji u gronkowca zlocistego.

Efektywno$¢ terminacji jest miarg obliczang niezaleznie dla kazdego warunku
eksperymentalnego (np. kontrola, traktowanie antybiotykiem), informujaca uzytkownika
0 zmianie poziomu transkrypcji wystepujacej w regionie danego terminatora. Warto$¢ ta
okreslana jest na podstawie plikow bigWig reprezentujacych znormalizowane pokrycie kazdej
pozycji w genomie zmapowanymi odczytami pochodzacymi z wysokoprzepustowego
sekwencjonowania metodag RNA-seq. Normalizacja pokrycia odbywa si¢ poprzez okreslenie
liczby odczytéw przypadajacych na dang pozycje na kazdy milion odczytow znajdujacych si¢
w obrebie danej biblioteki (CPM, ang. counts per milion mapped reads). Wspomniane pliki
bigWig zostaly utworzone przy pomocy narzedzia bamCoverage wchodzacego w sktad pakietu
deeptools (wersja 3.5.0; uzyte parametry --binSize 1, --normalizeUsing CPM) (Ramirez et al.,
2016) na podstawie plikow w formacie BAM opisanych we wczedniejszych czes$ciach
niniejszego rozdziatu.

Efektywnos$¢ terminacji (%7T) dana jest wzorem:
%T = max (== * 100,0), gdzie

u reprezentuje $rednie pokrycie odczytami 90 nukleotydéw znajdujacych sie powyzej,
natomiast d 15 nukleotyddéw ponizej od referencyjnego punktu terminacji (POT). Powyzsze
wartos$ci zostaty dobrane w sposdb empiryczny na podstawie wizualizacji danych w programie
IGV (Thorvaldsdottir et al., 2013). Istotnym faktem jest wylaczenie z opisanych obliczen

pokrycia 3 pierwszych pozycji zarowno powyzej jak i ponizej wzgledem punktu terminacji.
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Ponadto, warto$¢ %T =zostala wyznaczona jedynie dla terminatoréw, u ktérych
nieznormalizowane $rednie pokrycie odczytami powyzej wynosito co najmniej 10 odczytow.
Efektywnos$¢ terminacji (%T) zostala obliczona niezaleznie dla kazdego warunku
eksperymentalnego (replikatu biologicznego). Ponadto, wartosci %T zostaly poroéwnane
pomiedzy kazdym warunkiem eksperymentalnym (proby traktowane antybiotykiem),
a odpowiadajaca mu proba kontrolng (zatacznik 1), poprzez obliczenie wartosci DT danej

WZOorcm:

DT =t — c, gdzie

t oznacza warto$¢ $rednig obliczong dla replikatow reprezentujacych probe traktowana
antybiotykiem, natomiast ¢ probe kontrolng. Miary %T oraz DT, zostaly juz wczedniej
zaproponowane do oceny efektywnosci terminacji w ramach publikacji naukowych (Mandell
etal., 2021; Mondal et al., 2016).

Implementacja obustronnego testu T-Studenta scipy.stats.ttest ind (Virtanen et al.,
2020) pozwolita na weryfikacje hipotezy zerowej mowigcej o rownosci srednich %T pomigdzy
kazda parg porownywanych grup. Ze wzgledu na znaczng liczbe przeprowadzonych testow
statystycznych wykonano poprawke na wielokrotne testowanie przy pomocy metody FDR
(ang. false discovery rate) Benjamini’ego/Hochberg’a, zaimplementowang w obrebie funkcji
statsmodels.stats.multitest.fdrcorrection (Seabold & Perktold, 2010).

Na podstawie uzyskanych warto$ci, w ramach poszczegdlnych pordéwnan,
wyselekcjonowane zostaty miejsca terminacji posiadajace warto§¢ |DT| >= 30 oraz FDR
<0.05. Uzyskana lista zostala poddana inspekcji w przegladarce genomowej IGV w celu
usuniecia watpliwych przypadkéw, mogacych stanowié obserwacje falszywie pozytywne,
m.in. warunkowane ekspresja sgsiadujagcych genow. Wynikiem opisanej analizy jest zestaw
miejsc warunkowej terminacji transkrypcji aktywowanych lub deaktywowanych w odpowiedzi

na stres antybiotykowy u gronkowca ztocistego.
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10. Wyniki i dyskusja

10.1. TERMITe — metoda identyfikacji i adnotacji stabilnych 3’ koncow
RNA na podstawie wynikow sekwencjonowania z zastosowaniem protokohu

TERM-seq

Szczegdtowy opis opracowanej metody zostat przedstawiony w ramach publikacji,

stanowigcej integralng czg$¢ niniejszej pracy doktorskiej

Kosinski JG, Ranaweera S, Chetkowska-Pauszek A, Kashlev M, Babitzke P, Zywicki
M. Characterization of bacterial intrinsic transcription terminators identified with TERMITe

— a novel method for comprehensive analysis of Term-seq data. bioRxiv. 2024 May. doi:

10.1101/2024.05.16.594410

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.05.16.594410v1

Opracowanie powyzszej metody pozwolito na identyfikacje¢ i adnotacj¢ bakteryjnych
terminatorow rho-niezaleznych, prowadzac do powstania najbardziej kompletnego atlasu
miejsc terminacji transkrypcji utworzonego na podstawie danych Term-seq. Autorzy wykazali,
ze charakterystyka terminatoréw rho-niezaleznych pod wieloma wzgledami r6zni si¢ znaczaco
na przestrzeni drzewa filogenetycznego krolestwa bakterii. W ramach niniejszej publikacji
przedstawiono atlas terminatorow dla E. coli, B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes, Z.
mobilis, Synechocystis sp., S. coelicolor, S. venezuelae, S. coelicolor, S. tsukubensis, S. griseus,
S. lividans, S. clavuligerus oraz S. avermitilis.

TERMITe stanowi obecnie najbardziej kompletne narz¢dzie bioinformatyczne do
analizy danych Term-seq dostgpne dla srodowiska naukowego. Oprogramowanie pozwala na
identyfikacj¢ stabilnych 3’ koncéw RNA (zachowawczych pomiedzy replikatami
biologicznymi) oraz ich szczeg6towa adnotacje, ze szczegdlnym uwzglednieniem adnotacji

rho-niezaleznych miejsc terminacji transkrypcji.

Materiaty uzupetniajace dostepne sa pod adresem:

60


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.05.16.594410v1
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10.2. termiRNAtor — metoda przewidywania miejsc terminacji transkrypcji
na podstawie danych RNA-seq wykorzystujaca algorytmy uczenia

maszynowego

W chwili pisania niniejszego rozdziatu, w bazie danych NCBI Sequence Read Archive
znajdowato si¢ jedynie 291 zestawow danych uzyskanych przy pomocy protokotu Term-seq
(zapytanie ‘(Term-seq) AND "bacteria"[orgn: txid2]") oraz az 93370 pochodzacych
z eksperymentéw typu RNA-seq (zapytanie (RNA-seq) AND "bacteria"[orgn: _txid2]").
Pokazuje to jednoznacznie z jak niewielka liczba publicznie dostgpnych bibliotek,
ukierunkowanych na sekwencjonowanie 3’ koncow RNA, dysponujemy obecnie. Brak tego
typu danych znaczaco ogranicza mozliwo$¢ prowadzenia badan, nie tylko nad terminacja
transkrypcji u bakterii, ale takze nad procesami takimi jak przetwarzanie czy degradacja RNA
(szczegdblnie u organizmdéw niemodelowych).

W zwigzku z powyzszym, na potrzeby prowadzonych badan, opracowane zostato
oprogramowanie o nazwie termiRNAtor. Program pozwala na przewidywanie rho-niezaleznych
miejsc terminacji transkrypcji na podstawie danych RNA-seq z wykorzystaniem algorytmow
uczenia maszynowego. Kod zrédtowy wraz z odpowiednia dokumentacja zostaty
opublikowane na platformie github pod adresem https://github.com/zywicki-lab/termiRNAtor
(wersja 0.0.1). Utworzenie tego rodzaju metody mozliwe bylo dzigki opracowaniu modeli
uczenia maszynowego w oparciu o biblioteki RNA sekwencjonowane roéwnolegle przy uzyciu
protokotow RNA-seq oraz Term-seq.

Na podstawie danych z sekwencjonowania wysokoprzepustowego 3’ koncow RNA
metoda Term-seq mozliwa stata si¢ identyfikacja rzeczywistych miejsc rho-niezaleznej
terminacji dzieki zastosowaniu programu TERMITe (rozdzial 9.1). Wykorzystanie zestawu
prawdziwych miejsc terminacji pozwolito z kolei na wytrenowanie modelu lasu losowego,
ktéry na podstawie sekwencji nukleotydowej oraz pokrycia genomu odczytami pochodzacymi
z sekwencjonowania tej samej biblioteki metoda RNA-seq, pozwala na wysoce czule
1 precyzyjne przewidywanie rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji.

Wytrenowanie klasyfikatora na danych pochodzacych od ré6znorodnych pod wzgledem
taksonomicznym bakterii umozliwilo utworzenie modelu, ktory w sposob uniwersalny moze
by¢ stosowany do predykcji miejsc terminacji transkrypcji u niezwykle szerokiego spektrum

gatunkdw. Model wykorzystany w niniejszej pracy zostal stworzony w oparciu o dane
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pochodzace od E. faecalis, E. coli, Synechocystis sp., Z. mobilis oraz B. subtilis (dane uczace),
natomiast jego wydajno$¢ zostala oszacowana na podstawie danych uzyskanych dla L.
monocytogenes (dane testowe), by zapobiec przeuczeniu modelu pod katem danych obecnych
w zestawie uczacym. Zastosowane dane zostaty szczegdétowo opisane w publikacji poswigconej
narzgdziu TERMITe. Sumarycznie, na potrzeby treningu oraz ewaluacji klasyfikatora,
wykorzystano 128 prébek z sekwencjonowania typu Term-seq, wraz z odpowiadajacymi im

danymi RNA-seq (zalacznik 10).

Cechy programu termiRNA tor

termiRNAtor pozwala na wykorzystanie juz wytrenowanego klasyfikatora do
przewidywania miejsc rho-niezaleznej terminacji na podstawie danych RNA-seq (modut
predict TTS.py), jak rdwniez na opracowanie wlasnego modelu (modut train classifier.py)
w oparciu o biblioteki RNA sekwencjonowane rownolegle przy pomocy protokotéw RNA-seq
oraz Term-seq. Program korzysta z informacji zakodowanych w plikach BAM, opisujacych
odczyty zmapowane do genomu referencyjnego. Dane Term-seq wykorzystywane sg jedynie
na potrzeby treningu oraz ewaluacji klasyfikatora (umozliwiajac okreslenie rzeczywistych
miejsc terminacji transkrypcji), podczas gdy predykcja wykonywana jest wylacznie w oparciu
o dane RNA-seq.

Odczyty znajdujace si¢ w odpowiednich plikach BAM musza by¢ posortowane po
koordynatach genomowych, np. przy uzyciu programu samtools sort. Program termiRNAtor do
prawidlowego dziatania wymaga takze danych wejSciowych w postaci sekwencji genomu
referencyjnego (format FASTA) oraz odpowiadajacego im pliku zawierajacego adnotacje
gendw (format GTF lub GFF). Trening klasyfikatora wymaga wykorzystania co najmniej
dwoch replikatow biologicznych (Term-seq), dla kazdej probki wchodzacej w sktad zbioru
uczacego badz testowego. Jest to bezposrednio zwigzane z wymaganiami narzuconymi przez
program 7TERMITe, ktory identyfikuje stabilne 3’ konce RNA na podstawie poziomu
zachowawczo$ci sygnatu pomiedzy replikatami biologicznymi.

Wszystkie wymagane dane musza zosta¢ odpowiednio opisane w ramach
dedykowanego pliku konfiguracyjnego, co =zostalo szczegdétowo opisane w ramach
dokumentacji omawianego narzedzia (patrz pliki config.csv oraz config prediction.csv
udostepnione  odpowiednio dla modutéw train classifier.py oraz predict TTS.py
w repozytorium). Obecnie termiRNAtor wspiera wykorzystanie jedynie niciowo-specyficznych

danych RNA-seq sekwencjonowanych z jednego konca.
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Identyfikacja rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji na podstawie danych Term-

seq

termiRNAtor po wczytaniu wymaganych plikow konfiguracyjnych oraz wejsciowych
rozpoczyna przetwarzanie danych. W ramach pierwszego kroku program analizuje pokrycie
genomu 5’ koncami odczytow, uzyskanymi z eksperymentow typu Term-seq
(reprezentujacymi 3’ konice RNA). Pokrycie genomu jest nastgpnie normalizowane przy uzyciu
metody CPM (ang. counts per milion mapped reads) 1 zapisywane w formie plikow bigWig.
Oba etapy wykonywane sa przy uzyciu programu bamCoverage wchodzacego w sktad pakietu
deeptools. W ramach kolejnego kroku dla kazdej analizowanej probki program TERMITe
(moduty find stable rna_ends oraz annotate) wykorzystywany jest do identyfikacji stabilnych
3’ koncow RNA bedacych wynikiem rho-niezaleznej terminacji transkrypcji. termiRNAtor do
zestawOw uczacego oraz testowego wybiera jedynie terminatory, ktére zostaly potwierdzone
roéwnoczes$nie przy pomocy modutdow RNAfold oraz TransTermHP zaimplementowanych

w obrebie programu TERMITe.

Tworzenie zbiorow uczacego i testowego

W ramach kolejnego etapu, dla kazdego genu zaadnotowanego w obrebie pliku
GTF/GFF, wyznaczany jest region rozpoczynajacy si¢ domyslnie 20 nt powyzej, a konczacy
150 nt ponizej 3’ konca genu. Rozmiarem regionu mozna sterowa¢ odpowiednio za pomoca
argumentow —tts-upstream oraz —tts-downstream. Region poddawany analizie moze si¢
naktada¢ z genem wystepujacym ponizej w obrgbie tej samej nici jedynie na przestrzeni
maksymalnie 10 nt (--tts-invasion). Gdy ww. warunek nie jest spelniony, region jest
odpowiednio skracany. Nastepnie, regiony o dlugosci mniejszej niz 50 nukleotydéw sa
wykluczane z analizy. W kolejnym etapie, dla kazdego wyznaczonego regionu (dla kazdego
genu) przypisywane jest najliczniej wykorzystywane w danej probie miejsce terminacji
transkrypcji, okreslone na podstawie danych Term-seq w obrebie opisywanego regionu (jezeli
wystepuje). Regiony (geny), posiadajace przypisane w ten sposOb miejsce terminacji
transkrypcji, wchodza w sklad zbioréw uczacego oraz testowego. Kazda pozycja genomowa
w obrebie wyznaczonego regionu traktowana jest jako przyktad (uczacy lub testowy),
pozytywny w przypadku pozycji reprezentujacej miejsce terminacji transkrypcji lub negatywny

w przeciwnym przypadku.
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Kazdy przyktad uczacy oraz testowy opisywany jest przy pomocy zbioru cech, na
podstawie ktorych termiRNAtor przeprowadza procesy treningu klasyfikatora oraz predyke;ji.
Wspomniane cechy reprezentuja obecnos¢ poszczeg6élnych nukleotydow na konkretnych
pozycjach w regionie okalajagcym przyklad uczacy lub testowy oraz pokrycie kazdej z tych
pozycji odczytami z eksperymentu RNA-seq w obrebie danej probki. Region okalajacy kazdy
z przyktadow obejmuje domyslnie 150 nukleotydow powyzej (opcja --upstream) oraz 20 nt
ponizej (opcja --downstream).

W ramach kolejnego etapu odfiltrowywane sg geny charakteryzujace si¢ niewielkim
$rednim pokryciem odczytami z sekwencjonowania typu RNA-seq, co jest bezposrednio
powiazane z niskim poziomem ekspresji danego genu. Ze zbioru uczgcego oraz predykcyjnego
wykluczane sg geny, dla ktorych §rednie pokrycie pierwszych 20 nukleotydéw (na podstawie,
ktérego jesteSmy w stanie oszacowac poziom ekspresji danego genu) w ramach analizowanego
regionu nie przekracza mediany wartosci obliczonych dla wszystkich gendéw. Nastgpnie
przeprowadzane jest balansowanie liczebno$ci zbiorow przyktadéw pozytywnych
inegatywnych przy uzyciu probkowania ze zwracaniem, tak by liczba przykladéw
negatywnych i pozytywnych byla roéwna warto$ci sprecyzowanej w ramach paramteru --

training set size (domyslnie 2 000 000).

Trening klasyfikatora

Klasyfikator trenowany jest w oparciu o dane pochodzace z gatunkéw okreslonych
w ramach opcji --train-on, ewaluacja natomiast na tych zdefiniowanych flaga --test-on.
termiRNAtor uzywa do predykcji modelu lasoéw losowych, zaimplementowanego w ramach
metody sklearn.ensemble.RandomForestClassifier pochodzacej z pakietu scikit-learn
(Pedregosa et al., 2011). Udostgpniony i wykorzystany klasyfikator zostal opracowany
w oparciu o las sktadajacy si¢ z 1000 drzew decyzyjnych.

Przewidywanie miejsc terminacji transkrypcji na podstawie danych RNA-seq

Predykcja przy uzyciu opracowanego modelu dokonywana jest dla kazdej pozycji
w obrebie regionu okreslonego parametrami —tts-upstream oraz —tts-downstream, wylacznie
dla gendéw posiadajacych odpowiedni poziom ekspresji oszacowany na podstawie danych
RNA-seq (jak wyzej). Dla kazdej pozycji w ww. regionie klasyfikator przypisuje

prawdopodobienstwo, ze dana pozycja stanowi miejsce terminacji transkrypcji. Jako miejsce
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terminacji wyznaczana jest pozycja o maksymalnym prawdopodobienstwie dla danego regionu,
o ile jego warto$¢ przekracza warto$¢ --min_probability (domys$lnie 0.15, wyznaczona na

podstawie Wykresu 1).

Tabela 1. Macierz pomytek oraz podstawowe metryki pozwalajgce na ewaluacje modelu

klasa przewidziana

pozytywna negatywna
klasa rzeczywista  pozytywna PP: 2053 FN: 1295
negatywna PN: 3319 FP: 757

PP — obserwacje prawdziwie pozytywne, PN — obserwacje prawdziwie negatywne,
FN — obserwacje fatszywie negatywne, FP — obserwacje falszywie pozytywne

Precyzja Czulosé Liczba przyktadow
Falsz 0.72 0.81 4076
Prawda 0.73 0.61 3348

Prawda - przyktady posiadajgce terminator zidentyfikowany na podstawie danych Term-seq
Falsz - przykiady nie posiadajgce terminatora zidentyfikowanego na podstawie danych Term-seq
Precyzja — odsetek obserwacji okreslonych jako pozytywne, bedgcych w istocie pozytywnymi:

precyzja = TP/ (TP + FP)
Czulos¢ - odsetek obserwacji prawdziwie pozytywnych:

czutos¢ = TP /(TP + FN)

Ewaluacja klasyfikatora

Ewaluacja utworzonego modelu zostata dokonana w oparciu o dane pochodzace od L.
monocytogenes. Istotne jest, ze dane dla tego gatunku nie zostaly wykorzystane na etapie
uczenia klasyfikatora. Podstawowe metryki pozwalajace oceni¢ poprawnos$¢ predykeji znajduja
si¢ w, tzw. macierzy pomylek ukazujacej liczb¢ obserwacji prawdziwie i falszywie
pozytywnych oraz prawdziwie 1 falszywie negatywnych (Tabela 1). Liczba wartosci
prawdziwie pozytywnych jest tozsama z liczbg genoéw posiadajacych wyznaczone miejsce
terminacji transkrypcji na podstawie danych Term-seq, dla ktérych przewidziane miejsce
terminacji transkrypcji znajduje si¢ w odlegto$ci nie wigkszej niz 5 nt od niego. Liczba warto$ci
prawdziwie negatywnych jest rozumiana natomiast jako liczba genow, dla ktérych nie zostato
zidentyfikowane miejsce terminacji na podstawie danych Term-seq oraz nie zostalo ono
przewidziane na podstawie danych RNA-seq. Obserwacje falszywie negatywne zostaty

okreslone jako liczba genow bez przewidzianego miejsca terminacji na podstawie danych
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RNA-seq, podczas gdy zostalo ono wyznaczone z wykorzystaniem danych Term-seq. Ostatnig
wykorzystang miarg jest liczba obserwacji fatszywie pozytywnych oznaczajaca liczbg genow,
dla ktorych przewidywane miejsce terminacji jest oddalone od rzeczywistego o wigcej niz 5 nt.
Ponadto, w Tabeli I mozna rowniez znalez¢ wartosci opisujace precyzje (odsetek obserwacji
okreslonych jako pozytywne, bedacych w istocie pozytywnymi) oraz czulo$¢ (odsetek
obserwacji prawdziwie pozytywnych) dla opracowanego modelu. Analiza wyzej opisanych
metryk jednoznacznie pokazuje, ze opracowany model pozwala na wysoce czule i precyzyjne
przewidywanie miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u bakterii.

Jako miejsce terminacji oznaczana jest pozycja o maksymalnym prawdopodobienstwie
obliczonym dla regionu reprezentujacego okreslony gen, o ile warto$¢ prawdopodobienstwa
przekracza warto$¢ progowa opisang parametrem --min_probability (domyslnie 0.15). Wartos¢
progowa prawdopodbienstwa zostala dobrana tak by maksymalizowa¢ jednocze$nie zardéwno
czuto$¢ jak i specyficzno$¢ modelu (Wykres 1). Zalezno$¢ czutosci od precyzji w poréwnaniu
do klasyfikatora losowego rowniez zostata przedstawiona na potrzeby ewaluacji modelu

(Wykres 2).

Wykres 1. Wplyw obranej progowej wartosci prawdopodobienstwa (--min-probability) na czutos¢
i specyficznosé¢ klasyfikacji.
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Wykres 2. Relacja pomiedzy precyzjg a czutoscig opracowanego klasyfikatora w porownaniu do modelu

losowego.

Jako$¢ modelu obrazuje takze rozkitad odleglosci pomigdzy rzeczywistymi
a przewidzianymi miejscami rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u L. monocytogenes
(Wykres 3). Analiza opisanego rozkladu pokazuje, ze model w znacznej wigkszosci
przypadkéw pozwala na wyznaczenie miejsc terminacji z doktadnos$cia do maksymalnie
3 nukleotydéw wzgledem pozycji oznaczonych na podstawie danych Term-seq. Powyzsze
obserwacje podkreslaja jak istotne moga by¢ dane pochodzace z eksperymentéw RNA-seq

w konteks$cie precyzyjnego oznaczania miejsc rtho-niezaleznej terminacji transkrypcji.
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Wykres 3. Rozklad odleglosci pomiedzy rzeczywistymi a przewidzianymi miejscami rho-niezaleznej

terminacji transkrypcji u L. monocytogenes.
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10.3. AGouTl - metoda adnotacji interwalow genomowych oraz
transkryptomowych z wykorzystaniem informacji zawartych w plikach

GTF lub GFF

Szczegotowy opis opracowanej metody zostal przedstawiony w ramach publikacji,

stanowigcej integralng czg$¢ niniejszej pracy doktorskiej

Kosinski JG, Zywicki M. AGouT]I - Flexible Annotation of Genomic and Transcriptomic
Intervals. PLoS Comput Biol. 2023 Oct 18;19(10):¢1011527. doi:
10.1371/journal.pcbi.1011527. PMID: 37851672; PMCID: PMC10621952.

https://journals.plos.org/ploscompbiol/article?id=10.1371/journal.pcbi. 1011527

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10621952/

AGouTI pozwala na adnotacj¢ interwatow genomowych badz transkryptomowych przy uzyciu
informacji zawartych w plikach GTF lub GFF. W ramach przedstawionej pracy metoda ta
zostala wykorzystana do uzyskania szczegdétowych informacji o zidentyfikowanych rho-

niezaleznych terminatorach transkrypcji u bakterii.

Materiaty uzupehiajace dostgpne sg pod adresem:

https://journals.plos.org/ploscompbiol/article?id=10.1371/journal pcbi. 101152 7#sec01
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10.4. Atlas rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji

u metycylinoopornych szczepow gronkowca zlocistego

W niniejszej rozprawie przeprowadzitem kompleksowa identyfikacje rho-niezaleznych

terminatorow transkrypcji u metycylinoopornych szczepdéw gronkowca ztocistego. Do tego
celu wykorzystatem dane z wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomu metoda
RNA-seq oraz sekwencjonowania 3' koncéw RNA metoda Term-seq. Przeanalizowatem
tacznie 140 publicznie dostepnych probek (138 pochodzacych z eksperymentéw RNA-seq oraz
2 z Term-seq), w tym probki pochodzace z bakterii hodowanych w réznych warunkach
eksperymentalnych oraz poddane traktowaniu subletalnymi dawkami antybiotykow, takimi jak
wankomycyna, linezolid, nafcylina czy oksacylina (rozdziat 8.1).
W wyniku badan zidentyfikowatem 1128 rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji
(zatacznik 11), ktore stanowia, obecnie najbardziej kompletny atlas terminatoréw opracowany
na podstawie danych pochodzacych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania dla
metycylinoopornych szczepoéw gronkowca zlocistego. Do identyfikacji terminatorow
zastosowano specjalnie opracowane do tego celu narzedzia TERMITe oraz termiRNAtor, ktore
moga z powodzeniem by¢ stosowane w badaniach terminacji transkrypcji u bakterii. W sktad
przygotowanego atlasu wchodza 1083 terminatory zidentyfikowane na podstawie danych
Term-seq z wykorzystaniem programu 7ERMITe oraz 412 terminatoroéw zidentyfikowanych na
podstawie danych RNA-seq przy pomocy programu termiRNAtor (367 z nich zostato
zaadnotowanych rownocze$nie przy pomocy obu metod).

Kluczowym aspektem opracowanej listy terminatorow, jest fakt, ze zawiera ona
terminatory zidentyfikowane w ramach szeregu warunkéw eksperymentalnych oraz stadiow
wzrostu, w tym w warunkach stresowych wywotanych stosowaniem rozmaitych antybiotykow,
podawanych w r6znych dawkach oraz w r6znym czasie (zatacznik 1).

Dodatkowo, przeprowadzona zostala kompleksowa adnotacja zidentyfikowanych
terminatorow, ktéra pozwolita na uzyskanie szeregu informacji dotyczacych ich cech
strukturalnych i funkcjonalnych. W tabeli wynikowe] mozemy znalez¢ informacje
o koordynatach genomowych regionu, a takze wyznaczonym referencyjnym punkcie terminacji
(POT, ang. point of termination), ktory odpowiada pozycji o najwyzszym zageszczeniu 3'
koncow RNA obserwowanych (lub przewidywanych) dla danego terminatora. Ponadto,

w tabeli wynikowej (zatacznik 11) znajduje si¢ kolumna zawierajaca sekwencje nukleotydowa
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okalajaca referencyjny punkt terminacji, wraz zzaznaczonym tymze punktem. Dla
terminatorow zidentyfikowanych na podstawie danych TERM-seq zawarto rowniez informacj¢
o $redniej wysokosci oraz poziomie zachowawczos$ci sygnatu reprezentujacego pokrycie
danego terminatora 3' koncami RNA w ramach analizowanych replikatoéw biologicznych.
W udostgpnionych wynikach znajduja si¢ takze informacje $wiadczace o potencjalnym
wystepowaniu zidentyfikowanego terminatora w obrgbie sekwencji kodujacej genu.
Dodatkowo, w ramach przeprowadzonej adnotacji udostgpnione zostaly szczegdtowe dane
o najblizszych genach zlokalizowanych odpowiednio powyzej oraz ponizej, wraz
z uwzglednieniem odpowiednich odleglosci.

Szczegoétowa informacja o lokalizacji, strukturze oraz energii zidentyfikowanej
struktury typu spinka do wlosow, informacja o sekwencji nukleotydowe;j zidentyfikowanych
traktow poly-A oraz poly-U, a takze odleglosci pomiedzy zidentyfikowang struktura typu
spinka do wlosow a referencyjnym punktem terminacji, réwniez zostaly uwzglednione
w ramach przedstawionej adnotacji dla kazdego terminatora. Powyzsze dane zostaty ujete
w tabeli dla spinek terminacyjnych zidentyfikowanych przy pomocy wszystkich metod
zaimplementowanych w programie TERMITe.

Wszystkie wspomniane informacje dostarczaja cennych informacji na temat struktury
1 funkcji zidentyfikowanych terminatoréw transkrypcji. Uzyskane w ten sposob dane pozwolity
na kompleksowe pordéwnanie charakterystyki rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji
wystepujacych u metycylinoopornych szczepdéw gronkowca ztocistego oraz innych gatunkow

bakterii.
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10.5. Charakterystyka rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji

u gronkowca zlocistego

Charakterystyka terminatorow dla wigkszosci omawianych w rozprawie gatunkéw
bakterii zostata przedstawiona w publikacji poswigconej narzgdziu TERMITe, ktéra stanowi
integralng cz¢$¢ niniejszej rozprawy (rozdziat 9.1). W ramach wspomnianej publikacji
uwzgledniona zostala kompleksowa charakterystyka rho-niezaleznych terminatorow
transkrypcji zidentyfikowanych u E. coli, B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes, Z. mobilis,
Synechocystis sp, S. coelicolor, S. venezuelae, S. tsukubaensis, S. griseus, S. lividans, S.
clavuligerus oraz S. avermitilis. Ponadto, szczegdétowo omowione i przeanalizowane zostaty
réznice wystepujace pomiedzy poszczegodlnymi taksonami. W ponizszym rozdziale wyniki
uzyskane dla wyzej wymienionych gatunkéw, zostang zestawione z charakterystyka
terminatorow u gronkowca ztocistego.

Zalezno$ci ewolucyjne pomigdzy gronkowcem a pozostalymi gatunkami zostaty

przedstawione w formie drzewa filogenetycznego (Wykres 4).

Wykres 4. Drzewo filogenetyczne reprezentujqce analizowane gatunki bakterii. Wizualizacja zostata
opracowana wedtug metodologii opisanej w obrebie publikacji narzedzia TERMITe (rozdziat 9.1). (+)

oraz (-) oznaczajg odpowiednio bakterie Gram-dodatnie oraz Gram-ujemne.

Do cech charakterystycznych rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji nalezy
obecnos¢ sekwencji bogatej w U, poprzedzonej bogata w pary GC strukturg typu spinka do
wloséw (Chetkowska-Pauszek et al., 2021). Opcjonalnie spinka terminacyjna moze byc¢
réwniez poprzedzona traktem bogatym w A, co jest szczegélnie charakterystyczne dla
dwukierunkowych terminatoréw transkrypcji (Chetkowska-Pauszek et al., 2021). Ze wzgledu
na wysokg zalezno$¢ terminatoréw rho-niezaleznych od sekwencji nukleotydowej, niezwykle
wazne jest odniesienie obserwowanych wynikow do $redniej zawartosci par GC w genomach

analizowanych bakterii, ktora przedstawiono w rozdziale 9.1, a z uwzglednieniem S. aureus

73



w obrebie Wykresu 5. S. aureus charakteryzuje si¢ najnizszg zawartoscig par GC w genomie

sposrod analizowanych gatunkow bakterii (32.9%).

Wykres 5. Srednia zawartos¢ par GC w analizowanych genomach. Przedstawione wartosci zostaly
obliczone na podstawie plikow FASTA zawierajgcych referencyjne sekwencje genomowe wykorzystane

w prezentowanych badaniach.

By unikng¢ réznic wynikajacych z zastosowanych protokotdw analitycznych, atlas
terminatorow uzyskanych dla gronkowca zlocistego zostat przefiltrowany przy uzyciu
kryteriow zastosowanych w ramach publikacji TERMITe (rozdziat 9.1). W zwigzku
z powyzszym, w poréwnaniu uwzglednione zostaly wylacznie terminatory, dla ktérych
referencyjny punkt terminacji znajduje si¢ co najwyzej 200nt od najblizszej sekwencji
kodujacej zlokalizowanej powyzej. Dodatkowo, w przypadku terminatoréw potwierdzonych
wylacznie przy pomocy protokotu opartego o program RNAfold (patrz algorytm narzedzia
TERMITe), usunigte zostaty te posiadajace minimalng energi¢ swobodng struktury wyzsza niz
-3 kcal/mol. Zastosowanie powyzszych kryteriow pozwolito na wyodrgbnienie zestawu 838
rho-niezaleznych terminatoréw u gronkowca ztocistego (Wykres 6a), co odpowiada az 74.3%
spos$rod zidentyfikowanych na podstawie danych Term-seq stabilnych 3’ koncow RNA
(Wykres 6¢).

74



Wykres 6. a) Liczba terminatorow rho-niezaleznych zidentyfikowanych na podstawie danych
z wysokoprzepustowego sekwencjonowania u S. aureus oraz gatunkow bakterii analizowanych
w ramach rozdziatu 9.1. b) Liczba terminatorow rho-niezaleznych zidentyfikowanych wytqcznie przy
pomocy protokotu analitycznego opartego o RNAfold (zaimplementowanego w ramach narzedzia
TERMITE). Metoda oparta o RNAfold zaktada istnienie jedynie spinki terminacyjnej o odpowiedniej
energii swobodnej struktury. Metoda ta nie wymaga wystegpowania traktow poli-U ani poli-A,
pozwalajqc na identyfikacje terminatorow niekanonicznych. ¢) Procentowy udziat stabilnych 3’ koncow
RNA bedgcych wynikiem rho-niezaleznej terminacji transkrypcji. d) Srednia liczba zidentyfikowanych

terminatorow rho-niezaleznych przypadajgca na gen.

Wyniki zaprezentowane w rozdziale 9.1, po zestawieniu ich z rezultatami uzyskanymi
dla S. aureus, $wiadcza o wysokim udziale sygnatow odpowiadajacych rho-niezaleznej
terminacji transkrypcji, w stosunku do ogolnej liczby zidentyfikowanych 3° koncow RNA,
utego gatunku bakterii (Wykres 6c). Powyzsza obserwacja moze sugerowaé, ze jest to
dominujacy sposob terminacji transkrypcji u S. aureus (w przeciwienstwie np. do rodzaju
Streptomyces). Liczba terminatoréw, ktére zostaly zidentyfikowane u gronkowca zlocistego,

jest wysoce zblizona do liczby obserwowanych u innych, stosunkowo blisko spokrewnionych,
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gatunkow bakterii Gram-dodatnich, takich jak B. subtilis, L. monocytogenes czy E. faecalis
(Wykres 6a). Analizowane gatunki rdznig si¢ jednak istotnie pod wzgledem rozmiaru genomu
oraz liczby genéw. W zwigzku z powyzszym, by doktadniej zrozumie¢ przedstawiane
liczebnosci terminatoréw rho-niezaleznych, nalezy liczbe terminatoréw odnies¢ do liczby
genow wystepujacych u danego gatunku (Wykres 6d). U S. aureus na jeden gen przypadio
$rednio 0.29 terminatora, co jest warto$cig podobna do uzyskanych dla B. subtilis (0.15-0.29),
E. faecalis (0.28), L. monocytogenes (0.30) czy w mniejszym stopniu do E. coli (0.16-0.23).
Dla pozostatych gatunkow obserwowane warto$ci sa zauwazalnie nizsze, tj. 0.07-0.10 dla
rodzaju Streptomyces, 0.04 dla Synechocystis czy 0.11 dla Z. mobilis (rozdziat 9.1).

Warto zauwazy¢, ze znaczacy wplyw na liczbe obserwowanych terminatorow moze
mie¢ szereg czynnikow natury technicznej, takich jak sposob przygotowania bibliotek, czy
glebokos¢ sekwencjonowania. Obecno$¢ powyzszych artefaktéw utrudnia wycigganie
bezposrednich wnioskow dotyczacych bezwzglednych liczb terminatoréw rho-niezaleznych
wystepujacych w genomach bakteryjnych. Mimo wszystko, wyzej przedstawione wartosci
(Wykres 6) pozwalaja okresli¢ rzetelno$¢ przeprowadzonej w niniejszym rozdziale
kompleksowej charakterystyki terminatorow bakteryjnych.

Identyfikacja miejsc terminacji transkrypcji na podstawie danych Term-seq zostala
przeprowadzona przy uzyciu programu 7ERMITe. Dla kazdego zidentyfikowanego stabilnego
3’ konca RNA, TERMITe poszukuje w regionie zlokalizowanym bezposrednio powyzej cech
rho-niezaleznego terminatora, takich jak obecnos¢ struktury spinki terminacyjnej czy traktow
poli-A oraz poli-U. W tym celu wykorzystywane sg programy RNAfold oraz TransTermHP.
Metoda oparta o dziatanie narzedzia TranTermHP zaktada wystepowanie traktu poli-U oraz
spinki terminacyjnej w obrebie kazdego terminatora rho-niezaleznego, natomiast metoda oparta
0 RNAfold zaktada istnienie jedynie spinki terminacyjnej o odpowiedniej energii swobodnej
struktury (patrz rozdziat 9.1). Liczba terminatoréw zidentyfikowanych wytacznie na podstawie
protokotu analitycznego opartego o RNAfold informuje zatem o udziale niekanonicznych
terminatorow wsrod wszystkich zidentyfikowanych dla danego gatunku (Wykres 6b). Udziat
terminatorow niekanonicznych u S. aureus wynosi 18.3%, co $wiadczy o stosunkowo wysokim
udziale terminatoréw uznawanych powszechnie za kanoniczne.

Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja jednoznacznie duze zrdéznicowanie
w budowie 1 charakterystyce spinek terminacyjnych bedacych kluczowym elementem
analizowanych rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji (Wykres 7, zataczniki 2-5, rozdziat
9.1). Istotne statystycznie roznice wykazane zostaly zarowno w ramach poréwnan minimalnej

energii swobodnej struktury wyznaczonej za pomocg programu RNAfold (Kruskal-Wallis:
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2591.3, p = 0.00; Wykres 7a) oraz warto$ci hairpin score stanowigce]j jej heurystyczny
odpowiednik obliczany przez program TransTermHP (Kruskal-Wallis: 3612.8, p = 0.00;
Wykres 7b). Ponadto, istotne statystycznie roznice znalezione zostaly w diugosci spinek
terminacyjnych wystepujacych u poszczeg6lnych taksondéw (Kruskal-Wallis: 3517.7, p = 0.00;
Wykres 7c¢) oraz dhugosci petli wechodzacych w ich sktad (Kruskal-Wallis: 60.9, p = 0.00;
Wykres 7d). Wyniki dla wszystkich analizowanych gatunkéw z wylaczeniem gronkowca
zlocistego, zostaly szczegdtowo omodwione w publikacji poswieconej narzedziu TERMITe
(rozdziat 9.1).

W celu weryfikacji hipotezy zerowej o braku przesunigcia porownywanych rozktadow
pomiedzy kazda mozliwg parg analizowanych gatunkow zastosowano test U Manna-Whitneya
wg. protokotu opisanego w ramach publikacji narzgdzia TERMITe. Szczegdétowe wyniki dla
wszystkich przedstawionych w niniejszym rozdziale parametréw sa dostepne w tabeli
znajdujacej si¢ w zaltacznikach (zalacznik 9).

Charakterystyka terminatoréw zidentyfikowanych u gronkowca zlocistego jest
niezwykle zblizona do obserwowanej u stosunkowo blisko spokrewnionych ewolucyjnie
gatunkow, takich jak L. monocytogenes oraz E. faecalis. Na podstawie prezentowanych
wynikow zaobserwowano tendencje terminatoréw u ww. gatunkow bakterii do posiadania
znaczaco dtuzszych spinek terminacyjnych oraz wystgpujacych w nich petli, niz u gatunkow
powszechnie uznawanych za modelowe, tj. E. coli i B. subtilis (Wykres 7c, 7d, zalaczniki 4-5).

Pod wzgledem energetycznym spinki terminacyjne, zidentyfikowane dla wszystkich
analizowanych gatunkow bakterii w ramach rozdziatu 9.1 oraz S. aureus, posiadaja zblizone
rozklady z wyjatkiem rodzaju Streptomyces, ktory charakteryzuje si¢ tendencja do
posiadania znacznie nizszych warto$ci minimalnej energii swobodnej struktury oraz jej
odpowiednika w postaci heurystycznie obliczanej przez program TransTermHP warto$ci
o nazwie hairpin score (Wykres 7a, 7b, zalaczniki 2-3). U gronkowca spinki terminacyjne
charakteryzuja si¢ zazwyczaj minimalng energia swobodng struktury pomiedzy -17.9 kcal/mol
oraz -12.4 kcal/mol (rozstgp pomiedzy pierwszym a trzecim kwartylem). Minimalna
obserwowana warto$¢ to -24.9, natomiast maksymalna wynosi -3.6 kcal/mol (zalacznik 2).
Warto$ci parametru hairpin score oscyluja zazwyczaj w przedziale od -12.2 do -7.6,
z warto$ciami minimalng 1 maksymalng wynoszacymi odpowiednio -19.7 i -2.2 (zalacznik 3).

Dhugos¢ spinki terminacyjnej u gronkowca zlocistego rdézni si¢ od wartosci,
przedstawionych w rozdziale 9.1 dla innych gatunkow bakterii, wynoszac zazwyczaj od 29 do
40 nukleotydow (rozstep pomiedzy pierwszym a trzecim kwartylem). U E. coli i B. subtilis

dhugos¢ ta to odpowiednio od 20 do 30 i od 21 do 28 nukleotydow. U blizej spokrewnionych
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gatunkow, tj. L. monocytogenes oraz E. faecalis warto$ci te wynosza kolejno od 24 do 33 i od
27 do 38 nukleotydow (zatacznik 4). Pod wzgledem dtugosci spinki terminacyjnej, podobne do
gronkowca ztocistego wartosci obserwujemy takze dla rodzaju Streptomyces, gdzie
odpowiednio wynosza one od 28 do 39 nukleotyddéw, co stanowi niezwykle interesujaca
obserwacj¢ przez wzglad na skrajnie r6zng zawarto$¢ par GC w omawianych genomach
(Wykres 5).

Najmniejsze réznice pomigdzy gatunkami zaobserwowane zostaly dla dlugosci petli
wchodzacej w sktad spinki terminacyjnej (Wykres 7d, zalacznik 5). Podobnie jak w przypadku
pozostalych poréwnan, tak réwniez i1 tu rozktad dlugosci obserwowany u gronkowca jest

najbardziej zblizony do tych charakteryzujacych L. monocytogenes oraz E. faecalis.
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Wykres 7. Porownanie spinek terminacyjnych zidentyfikowanych u S. aureus oraz gatunkow bakterii
analizowanych w ramach rozdziatu 9.1. a) rozktad wartosci minimalnej energii swobodnej struktury
typu spinka do wlosow, zaadnotowanej przy pomocy programu RNAfold (patrz algorytm programu
TERMITe) b) rozktad wartosci “hairpin score” okreslonej przy pomocy programu TransTermHP (patrz
algorytm programu TERMITe) dla zidentyfikowanych spinek terminacyjnych. Omawiany wspotczynnik
stanowi heurystyczny odpowiednik minimalnej energii swobodnej struktury ¢) rozktad diugosci
zidentyfikowanych spinek terminacyjnych d) rozkiad diugosci petli zidentyfikowanych w obrebie
zidentyfikowanych spinek terminacyjnych
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W  celu dokladniejszego zrozumienia rdéznic obserwowanych w  obrgbie
zidentyfikowanych terminatorow rho-niezaleznych, dokonano analizy kompozycji
nukleotydowej sekwencji wystepujacych powyzej oraz ponizej wzgledem wyznaczonego
referencyjnego punktu terminacji (Wykres 8). Podobnie jak w powyzszych akapitach, roznice
pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami, z wylaczeniem S. aureus, zostaly szczegdétowo
omoOwione w ramach publikacji poswieconej narzedziu TERMITe (rozdziat 9.1).

S. aureus charakteryzuje si¢ podobng sygnatura nukleotydowa miejsc terminacji do L.
monocytogenes oraz E. faecalis, z zauwazalnie nizszym stosunkiem A do T w regionie od 60
do 30 nukleotydow powyzZej punktu terminacji (Wykres 8). Powyzsza obserwacja moze
$wiadczy¢ o nizszym udziale terminatorow dwukierunkowych niz u pozostatych Firmicutes.
W zgodzie z powyzszym terminatory u S. aureus wcigz posiadajg trakt znacznie wzbogacony
w A znajdujacy sie od 60 do 40 nukleotydow powyzej, a takze region niezwykle bogaty
w U pokrywajacy referencyjny punkt terminacji (wystepujacy pomiedzy 7nt powyzej a 7nt
ponizej, Wykres 9). Podobnie jak u pozostaltych gatunkéw bakterii obserwowane jest
charakterystyczne 3 nukleotydowe wzbogacenie w G tuz przed rozpoczgciem traktu bogatego
w U (Wykresy 8 i 9). Istotnym jest takze fakt, ze struktura spinki do wlosow u S. aureus
charakteryzuje si¢ najnizszym udziatem G oraz C spos$rod wszystkich analizowanych bakterii
(Wykres 5), co moze by¢ bezposrednio zwigzane z najwyzsza obserwowang zawarto$cig A oraz

T w obrebie genomu.
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Wykres 8. Porownanie kompozycji nukleotydowej sekwencji wystepujgcych powyzej oraz ponizej
wzgledem referencyjnego punktu terminacji (POT) u S. aureus oraz gatunkow bakterii analizowanych
w ramach rozdziatu 9.1. Os x reprezentuje odlegtos¢ od referencyjnego punktu terminacji odpowiednio
powyzej (wartosci ujemne) oraz ponizej (wartosci dodatnie). Os y odpowiada natomiast liczbie

terminatorow, u ktorych na danej pozycji obserwowany jest okreslony nukleotyd.
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Wykres 9. Porownanie kompozycji nukleotydowej sekwencji wystepujgcych powyzej oraz ponizej

wzgledem referencyjnego punktu terminacji (pozycja oznaczona kolorem zoftym) u S. aureus oraz

gatunkow bakterii analizowanych w ramach rozdziatu 9.1. Os x reprezentuje odleglos¢ od

referencyjnego punktu terminacji odpowiednio powyzej (wartosci ujemne) oraz ponizej (wartosci

dodatnie). Os y odpowiada natomiast liczbie terminatorow, u ktorych na danej pozycji obserwowany

Jjest okreslony nukleotyd.
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Pod wzglgdem kompozycji nukleotydowej traktu bogatego w U S. aureus réwniez
istotnie przypomina pozostate bakterie przynalezace do typu Firmicutes. Powyzszego dowodzi
analiza wykonana w oparciu o obliczenie udziatu U w ramach sekwencji o dlugosci
10 nukleotydow wystepujacej bezposrednio ponizej wzgledem wyznaczonej spinki
terminacyjnej (Wykres 10). Podobnie jak u pozostalych Firmicutes oraz Synechocystis sp.
warto$¢ ta wynosi, w znakomitej wigkszos$ci przypadkow, od 7 do 9 nukleotydow. Mniej niz
10% terminatorow u S. aureus posiada w obrebie analizowanej sekwencji mniej niz 6
nukleotydow uracylowych.

U S. aureus rozktad wartosci tail score (TS) (wykres 11, zatacznik 6, rozdziat 9.1)
zawiera si¢ w przedziale od -6.7 do -2.5 z mediang wynoszaca -5.2, §rednig -5.02 oraz wariancja
na poziomie 0.5. Zgodnie z oczekiwaniami wartosci te sg niezwykle zblizone do innych bakterii
nalezacych do Firmicutes. Podobng charakterystyka wykazuja si¢ rowniez terminatory
obserwowane u Synechocystis sp. oraz Z. mobilis. Wykazane roéznice w ramach wyzej
opisanych rozktadow sg istotne statystycznie (Kruskal-Wallis: 3015.6, p=0.00; Mann-Whitney
U — zalgcznik 9).
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Wykres 10. Udziat nukleotydow uracylowych (U) w sekwencji obejmujgcej 10nt ponizej wzgledem
wyznaczonej spinki terminacyjnej u S. aureus oraz gatunkow bakterii analizowanych w ramach

rozdziatu 9.1.
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Wykres 11. Rozklad wartosci ‘tail score” (TS) obliczanych przez program TransTermHP dla rho-
niezaleznych terminatorow zidentyfikowanych u S. aureus oraz gatunkow bakterii analizowanych

w ramach rozdziatu 9.1.

Niezwykle interesujagcym aspektem funkcjonowania terminatoréw rho-niezaleznych
u bakterii jest takze ich lokalizacja genomowa. W ramach niniejszej analizy zbadana zostata
odlegto$¢ pomiedzy referencyjnymi punktami terminacji, wyznaczonymi dla poszczegdlnych
terminatordw, a najblizszymi genami zaadnotowanymi odpowiednio ponizej (Wykres 12,
zatacznik 7) oraz powyzej (Wykres 13, zalacznik 8) w obrebie tej samej nici. Podobnie jak
w powyzszych przypadkach roznice, zidentyfikowane pomig¢dzy poszczegdlnymi gatunkami
bakterii, z wyjatkiem S. aureus, zostaly szczegbtowo omodwione w ramach publikacji
poswigconej narzedziu TERMITe (rozdziat 9.1).

Roznice w rozkladach odlegtosci pomigdzy punktami terminacji a genami
zlokalizowanymi powyzej oraz ponizej okazalty si¢ istotne statystycznie (powyzej - Kruskal-

Wallis: 3801.4, p = 0.0; ponizej - Kruskal-Wallis: 124.5, p = 0.0; Mann-Whitney U — zalacznik
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9). Obserwowane punkty terminacji u S. aureus znajduja si¢ $rednio 2161 nukleotydow od
najblizszego genu zlokalizowanego ponizej w obrebie tej samej nici (Wykres 12, zataczniki
Tabela 7). Mediana odleglo$ci wynosi 491 nukleotydow. Przedstawione wartos$ci sg najwyzsze
sposrod analizowanych bakterii z wyjatkiem rodzaju Streptomyces.

Okazuje sig, ze terminatory rho-niezalezne wystepujace u S. aureus posiadajg tendencje
do wystepowania w znacznej odlegtosci réwniez od gendow znajdujacych si¢ powyzej (Wykres
13, zatacznik 8). Srednia odlegto$é wynosi az 76 nukleotyddéw (mediana 64), podczas gdy dla
pozostatych analizowanych gatunkow Firmicutes warto$¢ ta nie przekracza 62 nukleotydow
obserwowanych u E. faecalis (mediana 51), a czesto jest znacznie nizsza wynoszac np. ok. 45
nukleotydow u B. subtilis (mediana 38) czy 47 nukleotydow u L. monocytogenes (mediana 41).
Pod wzgledem omawianych odleglosci S. aureus ustepuje jedynie rodzajowi Streptomyces oraz
Synechocystis, dla ktoérych wartosci srednie wynosza odpowiednio od 79.4 do 90.3 oraz 98.7

nukleotydow.
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Wykres 12. Rozklad odlegtosci pomiedzy referencyjnym punktem terminacji a najblizszym genem
zlokalizowanym ponizej w obrebie tej samej nici u S. aureus oraz gatunkow bakterii analizowanych

w ramach rozdziatu 9.1.
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Wykres 13. Rozkltad odlegtosci pomiedzy referencyjnym punktem terminacji a najblizszym genem
zlokalizowanym powyzej w obrebie tej samej nici u S. aureus oraz gatunkow bakterii analizowanych

w ramach rozdziatu 9.1.

Na wykresie 14 (Wykres 14) zostala przedstawiona zachowawczo$¢ struktury rho-
niezaleznego terminatora transkrypcji utworzona z wykorzystaniem programu R2R (Weinberg
& Breaker, 2011) (patrz rozdzial 9.1). Podsumowujac, struktura i sekwencja terminatoréw rho-
niezaleznych u S. aureus jest niezwykle zblizona do kanonicznej charakterystyki terminatorow
poznanej na podstawie badan E. coli oraz B. subtilis (Chetkowska-Pauszek et al., 2021).
Szczegdlne podobienstwo obserwowane jest w stosunku do pozostatych bakterii z typu

Firmicutes.
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Wykres 14. Zachowawczos¢ struktury rho-niezaleznego terminatora transkrypcji u S. aureus utworzona
przy pomocy programu R2R. Sparowanie U z reprezentacjq nukleotydu znajdujgcego sig¢ u podstawy
spinki (-) zostato usuniete recznie, ze wzgledu na niespojnosé hipotez dot. rzeczywistego parowania tych

nukleotydow w trakcie terminacji transkrypcji.
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10.6. Warunkowa terminacja transkrypcji w odpowiedzi na stres

antybiotykowy

Analiza warunkowej terminacji transkrypcji w odpowiedzi na stres antybiotykowy
u metycylinoopornych szczepdw S. aureus zostata wykonana w oparciu o 142 publicznie
dostepne probki z sekwencjonowania metoda RNA-seq (rozdzial 8.1, zatacznik 1).
Wykorzystane zbiory danych (pochodzily z 7 niezaleznych eksperymentéw polegajacych na
traktowaniu bakterii subletalnymi dawkami antybiotykéw, do ktorych naleza odpowiednio
wankomycyna, nafcylina, linezolid i oksacylina. Zmiany efektywno$¢ terminacji (DT)
pomiedzy replikatami traktowanymi antybiotykami, a odpowiadajacymi im probami
kontrolnymi, zostaty obliczone dla wszystkich terminatoréw adnotowanych w ramach atlasu
opisanego w rozdziale 9.4. Szczegdétowy opis protokolu analitycznego, opracowanego na
potrzeby identyfikacji miejsc warunkowej terminacji transkrypcji indukowanej dziataniem
lekow, znajduje si¢ wrozdziale 8.5. Zastosowanie obranej metodologii umozliwito
zidentyfikowanie 11 terminator6w wykazujacych istotne rdéznice w poziomach terminacji
w odpowiedzi na stres antybiotykowy u metycylinoopornych szczepow S. aureus (Tabela 3).

Sposrdod zidentyfikowanych miejsc warunkowej terminacji transkrypcji, na potrzeby
dalszej analizy, wyselekcjonowane zostalty wylacznie te zidentyfikowane w wiecej niz
w ramach jednego poréwnania préb dla tego samego antybiotyku. Powyzszy warunek zostal
spelniony wytacznie dla terminatora oznaczonego jako "WT 3prime_signal forward 2018
(oznaczany réwniez jako "2018"). Przedstawione wyniki ukazuja, ze terminator "2018",
zlokalizowany w obrgbie operonu pyr, jest zaangazowany w odpowiedz komoérek bakteryjnych
na stres antybiotykowy wywolany przez linezolid (Wykres 16) oraz nafcyling (Wykres 18),
a by¢ moze takze w ograniczonym stopniu przez inne antybiotyki (Wykresy 15 1 17). Znacznie
zwigkszony poziom terminacji transkrypcji operonu pyr wywotany jest przez traktowanie
komorek bakteryjnych linezolidem (1pg/ml, THB, szczep USA300 TCH1516, FDR = 0.014;
Wykres 16) oraz nafcyling (Ipug/ml (FDR>0.05), 0.5pug/ml (FDR=0.000), 0.15pg/ml
(FDR=0.013) w pozywce CAMHB; 0.031pg/ml (FDR>0.05), 0.063pg/ml (FDR>0.05)
w pozywce RPLB, szczep USA300 LAC, Wykres 18, Tabela 3). Interesujaca jest takze
niezwykle wysoka, w pordwnaniu do pozostatych analizowanych szczepow, efektywnos¢
terminacji transkrypcji terminatorow "2015" i "2018" u szczepu USA300 LAC, obserwowana
zarowno w probach traktowanych antybiotykiem oraz kontrolnych (Wykresy 151 18).
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Powyzsze obserwacje pokazuja, ze regulacja biosyntezy puryn jest jednym
z mechanizméw indukowanych dziataniem antybiotykdéw, by¢ moze stanowigcym istotny
element odpowiedzi komdrkowej na tego rodzaju warunki stresowe, o potencjalnym znaczeniu

klinicznym.

Tabela 3. Terminatory wykazujgce istotne roznice w poziomach terminacji transkrypcji w odpowiedzi
na stres antybiotykowy u metycylinoopornych szczepow S. aureus. Petna tabela, wraz z efektywnoscig
terminacji wyznaczonq dla kazdego z replikatow biologicznych, znajduje si¢ w zalaczniku 12.
Objasnienia kolumn: %T — efektywnos¢ terminacji, DT — réznica pomigdzy Sredniq efektywnoscig terminacji
wyznaczong dla replikatow biologicznych reprezentujgcych probe badang oraz probe kontrolng, statystyka T —
wartosS¢ statystyki T (test T-Studenta), wartosé p (test T-Studenta), FDR — False Discovery Rate. Szczegolowy opis

prob i porownan znajduje sie w zatgczniku 1.

identyfikator projektu: PRIEB23980
1 pg/ml linezolidu (warunek 4) vs brak antybiotyku (warunek 3)

WT_3prime_signal forward 2018 62,5 2,5 60,0 13,6 0,001 0,014

identyfikator projektu: PRINAS576951
1 pg/ml linezolidu (warunek 2) vs brak antybiotyku (warunek 1)

WT 3prime_signal reverse 1086 53,5 89,7 -36,2 -5,2| 0,002 0,022

identyfikator projektu: GSE158830
3 pg/ml wankomycyny (warunek 8) vs brak antybiotyku (warunek 7)

WT_3prime_signal forward 632 60,5 16,3 44,2 4,91 0,008 0,032
WT_3prime_signal forward 999 78,3 43,6 34,7 6,3 0,003 0,017
WT 3prime_signal forward 1059 45,2 0,0 45,2 13,1 0,000 0,003
WT _3prime_signal forward 1325 53,7 3,0 50,7 10,5 0,000 0,005
WT 3prime_signal forward 2172 37,4 0,9 36,4 17,3 0,000 0,002
WT 3prime_signal forward 2417 82,7 26,2 56,5 11,41 0,000 0,004
WT 3prime_signal reverse 1020 71,1 24,0 47,1 13,8 0,000 0,003
WT 3prime_signal reverse 2497 47,7 0,0 47,7 12,5/ 0,000 0,003
WT 3prime_signal reverse_2940 37,9 72 30,7 19,0 0,000 0,001

identyfikator projektu: PRINA470935
0.15 pg/ml nafcyliny (warunek 11) vs brak antybiotyku (warunek 9)

WT 3prime_signal forward 2018 55,9 36 523 94 0,000 | 0,000

identyfikator projektu: PRINA470935
0.5 pg/ml nafcyliny (warunek 10) vs brak antybiotyku (warunek 9)

WT 3prime_signal forward 2018 ‘ 49,0 3,6 45,4 6,6

0,000 ‘ 0,013
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8 - 3ug/ml wankomycyny, MHB, JKD6008

7 - brak antybiotyku, MHB, JKD6008

6 - 2ug/ml wankomycyny, THB, USA300 TCH1516

3 - brak antybiotyku, THB, USA300 TCH1516

2
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25 - 0.8ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA300 LAC
24 - 0.7 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA300 LAC
23 - 0.65 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA300 LAC

22 - brak antybiotyku, CAMHB, USA300 LAC

M%ﬁ‘q_

40 - 0.8 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA100 D712

39 - brak antybiotyku, CAMHB, USA100 D712

Www"\“»ﬂ

41 - 1.4 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA100 D712 M:ﬂ«
'I\ - it g1
42 - 1 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA100 D712 MMM“’W oA S o e,

Mﬁwf\«wﬂ Wﬁ\f“‘»ﬂ JJLW\WM’“*W‘\,
SAY kY 2,4 A A A
S e ~&;wﬂ==faﬂaw“‘wnaw~w@ﬂ S e

35 - 1 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA100 D592
34 - 0.9 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA100 D592
33 - 0.55 ug/ml wankomycyny, CAMHB, USA100 D592

32 - brak antybiotyku, CAMHB, USA100 D592

45 - 0.8 ug/ml wankomycyny, RPLB, USA100 D712
44 - 0.625 ug/ml wankomycyny, RPLB, USA100 D712

43 - brak antybiotyku, RPLB, USA100 D712

31 - 0.8 ug/ml wankomycyny, RPLB, USA300 LAC
30 - 0.6 ug/ml wankomycyny, RPLB, USA300 LAC

29 - brak antybiotyku, RPLB, USA300 LAC

38 - 0.625 ug/ml wankomycyny, RPLB, USA100 D592
37 - 0.55 ug/ml wankomycyny, RPLB, USA100 D592

36 - brak antybiotyku, RPLB, USA100 D592
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2015 2018
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carA

Wykres 15. Wplyw wankomycyny na regulacje ekspresji operonu pyrBI u metycylinoopornych szczepow

S. aureus. Wizualizacja zostata utworzona przy pomocy programu IGV. Niebieskie i zielone Sciezki

reprezentujq odpowiednio znormalizowane (CPM) pokrycie genomu odczytami z sekwencjonowania

RNA-seq probek traktowanych i nietraktowanych antybiotykiem (wylqcznie ni¢ +). Po lewej stronie

kazdej ze Sciezek zmajduje si¢ kolejno adnotacja

informujgca o identyfikatorze warunku
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eksperymentalnego (zatlgcznik 1), dawce antybiotyku, zastosowanym podtozu do hodowli bakteryjnej
(BHI/TS - Brain Heart Infusion/Tryptone Soy, THB - Todd Hewitt Broth, CAMHB - Cation Adjust
Mueller Hinton, MHB - Mueller Hinton, RPLB - RPMI-1640 suplementowana 10% LB) oraz szczepie.
Poszczegolne eksperymenty (porownania) zostaly przedstawione przy pomocy osobnych paneli.
Lokalizacja genow w obregbie analizowanego operonu ukazana zostata kolorem czerwonym,
terminatorow zas kolorem niebieskim (Sciezka terminator (POT)). Identyfikatory przedstawionych
terminatorow nie zawierajq przedrostka ~ WT 3prime_signal forward . Nie zidentyfikowano istotnych
Statystycznie roznic w efektywnosci terminacji transkrypcji terminatorow, zlokalizowanych w obrebie

operonu pyr, w odpowiedzi na traktowanie bakterii wankomycyng.
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4 - 1 ug/ml linezolidu, THB, USA300 TCH1516 *

3 - brak antybiotyku, THB, USA300 TCH1516 *

2 - 1 ug/ml linezolidu, BHI/TSB, JKD6009

1 - brak antybiotyku, BHI/TSB, JKD6009

terminator (POT)

2015 2018
[ | > > > > > > )
pyrR pyrP pyrB pyrC carB

carA

Wykres 16. Wplyw linezolidu na regulacje ekspresji operonu pyrBI u metycylinoopornych szczepow

S. aureus (patrz objasnienia Wykres 15). Porownania, w ramach ktorych zaobserwowane roznice

w poziomach terminacji transkrypcji zostaly uznane za istotne statystycznie w obregbie operonu pyr,

0zZnaczono przy pomocy *
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47 - 4 ug/ml oksacyliny, CAMHB, USA100
w”“
46 - brak antybiotyku, CAMHB, USA100 i‘,r. ﬁ\
Jwbﬁ”%mf V\,JM W

terminator (POT)

pyrR pyrP pyrB pyrC carB

carA

Wykres 17. Wplhw oksacyliny na regulacje ekspresji operonu pyrBI u metycylinoopornych szczepow
S. aureus (patrz objasnienia Wykres 15). Nie zidentyfikowano istotnych statystycznie roznic
w efektywnosci terminacji transkrypcji terminatorow, zlokalizowanych w obregbie operonu pyr,

w odpowiedzi na traktowanie bakterii oksacyling.
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11 - 0.5ug/ml nafcyliny, CAMHB, USA300 LAC *

10 - 0.15ug/ml nafcyliny, CAMHB, USA300 LAC *

9 - brak antybiotyku, CAMHB, USA300 LAC *

12 - 1ug/ml nafcyliny, CAMHB, USA300 LAC

18 - 0.5ug/ml nafcyliny, CAMHB, USA300 LAC

17 - 0.063ug/ml nafcyliny, CAMHB, USA300 LAC

16 - brak antybiotyku, CAMHB, USA300 LAC

_ MvWWWMMW

48 - 10ug/ml nafcyliny, THB, USA300 TCH1516

3 - brak antybiotyku, THB, USA300 TCH1516
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fhagt
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21 - 0.063ug/ml nafcyliny, RPLB, USA300 TCH1516

20 - 0.031ug/ml nafcyliny, RPLB, USA300 TCH1516

19 - brak antybiotyku, RPLB, USA300 TCH1516

Wukak N

P

14 - 0.15ug/ml nafcyliny, RPMI-1640, USA300 LAC

15 - 0.1ug/ml nafcyliny, RPMI-1640, USA300 LAC

13 - brak antybiotyku, RPMI-1640, USA300 LAC

terminator (POT)

carA

Wykres 18. Wplyw nafcyliny na regulacje ekspresji operonu pyrBI u metycylinoopornych szczepow

S. aureus (patrz objasnienia Wykres 15). Porownania, w ramach ktorych zaobserwowane roznice

w poziomach terminacji transkrypcji zostaly uznane za istotne statystycznie w obrebie operonu pyr,

oznaczono przy pomocy *.
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Terminator 2018 oraz sasiedni terminator 2015 ("WT 3prime_signal forward 2015")
wystepuja w pozycjach niezwykle zblizonych do opisanych w literaturze atenuatorow
regulujacych ekspresje operonu pyr u B. subtilis. Operon pyr u B. subtilis koduje szereg biatek
niezbednych do biosyntezy pyrimidyn, w tym urydyno-5’-monofosforanu (Charles L.
Turnbough & Switzer, 2008). Transkrypcja operonu rozpoczyna si¢ z pojedynczego promotora
i jest $ciSle regulowana za pomocg trzech atenuatoréow zlokalizowanych odpowiednio
w regionie 5’ liderowym operonu iregionach migdzygenowych pomie¢dzy genamami pyrR
a pyrP oraz pyrP a pyrB (Charles L. Turnbough & Switzer, 2008; Patel, 2001) (Wykres 19).
RNA, w obrgbie regionéw atenuatorowych, posiada tendencje¢ do formowania dwoch
alternatywnych struktur drugorzedowych. Pierwsza z mozliwych konformacji stanowi struktura
terminatora rho-niezaleznego, w ktoérego sktad wchodzi spinka terminacyjna oraz trakt poli-U
zlokalizowany bezposrednio ponizej wzgledem jej podstawy (Wykres 19B) (Charles L.
Turnbough & Switzer, 2008). Alternatywnie RNA moze przyja¢ w tym regionie strukture
antyterminatora majacag forme¢ dlugiej spinki do wlosow, ktéra zawiera szereg petli
wewnetrznych 1 wyklucza mozliwo$¢ powstania terminatora poprzez wykorzystanie tych
samych elementéw sekwencji (Wykres 19A) (Charles L. Turnbough & Switzer, 2008).
Kluczowym elementem regulacji operonu pyr jest biatko PyrR, bedace produktem genu o tej
samej nazwie. PyrR posiada zdolno$¢ wigzania si¢ do syntezowanego mRNA operonu pyr,
faworyzujac tym samym obieranie przez RNA konformacji odpowiadajacej strukturze rho-
niezaleznych terminatorow transkrypcji (Charles L. Turnbough & Switzer, 2008).

Kolejnym istotnym elementem regulacji ekspresji omawianego operonu jest aktywacja
biatka PyrR, ktéra umozliwia wigzanie do mRNA. Aktywacja przebiega na drodze wigzania
rybonukleotydéow urydynowych (urydyno-5’-monofosforan, urydyno-5’-trdjfosforan) przez
biatko, podczas gdy przylaczanie rybonukleotydow guanozynowych (guanyzyno-5’-
monofosforan, guanyzyno-5’-difosforan, guanyzyno-5’-trojfosforan) skutecznie zapobiega
wigzaniu PyrR do mRNA (Charles L. Turnbough & Switzer, 2008). Miejsca wigzania biatka
PyrR do mRNA znajduja si¢ bezposrednio powyzej wzgledem sekwencji antyterminatora
kazdego z atenuatorow (Charles L. Turnbough & Switzer, 2008).

Podobne cechy operonu pyr obserwujemy u S. aureus, gdzie zidentyfikowane zostaly
struktury dwoch rho-niezaleznych terminatoréw transkrypcji, wystepujace odpowiednio
w regionie 5’ liderowym operonu (terminator 2015) iregionie migdzygenowym pomig¢dzy
genamami pyrR a pyrP (terminator 2018). Nie obserwujemy natomiast wystgpowania aktywnej
struktury terminatorowej pomig¢dzy genami pyrP oraz pyrB. Istotny jest takze fakt, zZe

terminacja transkrypcji w obu rejonach genomowych jest wzajemnie skorelowana, tj., gdy

97



terminacja zachodzi w obrebie jednego terminatora, to rowniez drugi z nich jest funkcjonalny
(Wykresy 15-18). Powyzsza obserwacja jest zgodna z modelem regulacji operonu znanym u B.
subtilis (Wykres 19) poprzez wigzania aktywowanych biatek PyrR do mRNA, co sugeruje, ze
u S. aureus mamy do czynienia z podobnym mechanizmem regulacji biosyntezy pirymidyn

z wylaczeniem atenuatora wystepujacego pomi¢dzy genami pyrP oraz pyrB (Wykres 19C).

Wykres 19. Schemat mechanizmu regulacji ekspresji operonu pyr u B. subtilis oraz organizacja operonu
pyr u S. aureus. A) u B. subtilis w regionie 5’ liderowym operonu pyr i regionach migdzygenowych,
pomiedzy genamami pyrR a pyrP, oraz pyrP a pyrB, formujq si¢ struktury antyterminatorow
zapobiegajgce formowaniu spinek terminacyjnych, B) u B. subtilis w przypadku wysokiego stezenia
pirymidyn (UTP, UMP) w komorce, biatko pyr, bedgce produktem kodowanym przez gen o tej samej
nazwie, wigze si¢ z czqsteczkq urydyno-5’"-monofosforanu lub urydyno-5 -trojfosforanu, stymulujgc tym
samym wigzanie kompleksu w regionie znajdujgcym si¢ bezposrednio ponizej wzgledem struktury
antyterminatora. Wspomniane wigzanie promuje formowanie alternatywnej struktury rho-niezaleznego
terminatora transkrypcji i w konsekwencji hamowanie transkrypcji operonu. Ryciny A i B opracowane
na podstawie (Patel, 2001). C) organizacja operonu pyr u S. aureus wraz z obserwowanymi rho-
niezaleznymi terminatorami transkrypcji, pozwalajgcymi na warunkowq terminacje transkrypcji

Operonu pyr.
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11. Podsumowanie

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, zostaly opracowane trzy niezwykle
istotne narzedzia bioinformatyczne. Pierwsze z nich, o nazwie TERMITe, pozwala na
identyfikacj¢ 1 adnotacje¢ stabilnych 3’ koncéw RNA u bakterii na podstawie danych TERM-
seq, stanowigc najbardziej kompletne oprogramowanie do analizy tego rodzaju danych,
dostgpne obecnie dla spolecznosci naukowej. Sygnaty identyfikowane przez program moga
reprezentowac 3’ konce stabilnych produktow przetwarzania lub degradacji RNA, a takze
rzeczywiste miejsca terminacji transkrypcji. Stabilno$¢ koncéw okreslna jest na podstawie
oceny zachowawczosci sygnalu pomiedzy replikatami biologicznymi, pozwalajac tym samym
na odfiltrowanie posrednich produktow przetwarzania i degradacji RNA, a takze artefaktow
procesu sekwencjonowania oraz mapowania odczytow. Precyzyjna adnotacja 3” koncéw RNA
pozwala na uzyskanie szeregu informacji dotyczacych, migdzy innymi ich lokalizacji
genomowej, kompozycji nukleotydowej okalajacego regionu, czy tez jego potencjalu do
tworzenia struktur drugorzgdowych RNA, umozliwiajac tym samym identyfikacj¢ natywnych
miejsc terminacji transkrypcji, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych okreslanych mianem rho-
niezaleznych.

Drugie ze wspomnianych narzedzi, o nazwie termiRNAtor, pozwala na czule
i precyzyjne przewidywanie miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji u bakterii na
podstawie danych RNA-seq, umozliwiajac wykorzystanie w nowym charakterze ogromne;j
liczby publicznie dostgpnych danych wysokoprzepustowych, wygenerowanych przy pomocy
tegoz protokotu. Wspomniane oprogramowanie bazuje na algorytmie laséw losowych, ktéry na
podstawie profilu pokrycia genomu odczytami RNA-seq oraz na podstawie sekwencji
genomowej, umozliwia predykcje miejsc terminacji transkrypcji. Opracowanie opisywanego
modelu bylo mozliwe poprzez analiz¢ prob sekwencjonowanych zaréwno z zastosowaniem
protokotu RNA-seq oraz Term-seq. Na podstawie danych Term-seq, mozliwe bylo dokladne
okreslenie rzeczywistych miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji (programem
TERMITe). Miegjsca te postuzyly jako przyklady uczace do wytrenowania odpowiedniego
modelu predykcyjnego, ktory swoje przewidywania opiera wylacznie na podstawie zestawu
cech pochodzacych z danych RNA-seq oraz sekwencji genomowej. Zastosowanie
wspomnianego oprogramowania pozwala zniwelowa¢ problem, wynikajacy z niewielkiej

liczby publicznie dostepnych zestawow danych, generowanych przy pomocy protokotow
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dedykowanych identyfikacji 3’ koncow RNA u bakterii, pozwalajagc w tym celu wykorzysta¢
ogromng liczbe dostepnych bibliotek RNA-seq.

Trzecie z zaprezentowanych narzedzi, o nazwie AGouTI, stuzy do adnotacji
interwatow genomowych oraz transkryptomowych przy pomocy informacji genomowych
zawartych w plikach GTF lub GFF. Wykorzystanie opracowanych narzedzi pozwolito na
utworzenie niezwykle kompletnych i szczegotowych atlasow miejsc rho-niezaleznej terminacji
transkrypcji u bakterii. Na podstawie publicznie dostgpnych zestawdéw danych, mozliwe
okazalo si¢ wykonanie adnotacji miejsc terminacji transkrypcji dla E. coli, B. subtilis, E.
faecalis, L. monocytogenes, Z. mobilis, Synechocystis sp, S. coelicolor, S. venezuelae, S.
tsukubaensis, S. griseus, S. lividans, S. clavuligerus, S. avermitilis oraz S. aureus.

Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia takze i dyskutuje istotne roznice
w charakterystyce terminatoréw rho-niezaleznych wystepujacych w krolestwie bakterii. Istotne
roéznice zaobserwowane zostaly w kompozycji nukleotydowej, strukturach drugorzedowych,
budowie, a takze lokalizacji genomowej terminatorow wystepujacych u omawianych taksondw.
Przedstawione wyniki zdecydowanie wzbogacaja dotychczasowy stan wiedzy naukowej
o procesie terminacji transkrypcji, ktory zostat oparty w zdecydowanej wickszos$ci o badania
wykonywane na organizmach modelowych, takich jak E. coli oraz B. subtilis.

W ramach rozprawy, dokonano réwniez identyfikacji warunkowej terminacji
transkrypcji w odpowiedzi na stres antybiotykowy u metycylinoopornych szczepdw S. aureus.
Zaobserwowana zostala w szczegdlnos$ci regulacja ekspresji operonu pyr, w obrgbie ktorego
zidentyfikowane zostaly dwa rho-niezalezne terminatory transkrypcji, wystepujace
odpowiednio w regionie 5’ liderowym operonu oraz w regionie mi¢dzygenowym, pomiedzy
genami pyrR a pyrP. Operon pyr jest odpowiedzialny za kodowanie bialek, bioracych udziat
w procesach biosyntezy pirymidyn. Regulacja ekspresji wyzej wymienionego operonu zostata
zaobserwowana w odpowiedzi na traktowanie takimi antybiotykami jak linezolid czy nafcylina.
W tym przypadku pokazano, Ze stres antybiotykowy moze prowadzi¢ do przedwczesnej
terminacji transkrypcji operonu, redukujac tym samym ekspresj¢ produktow biosyntezy
pirymidyn u metycylinoopornych szczepoéw S. aureus. Obserwacja ta moze mie¢ znaczenie
kliniczne, w szczego6lnosci w konteks$cie opracowywania nowych klas antybiotykow.

Podsumowujac, niniejsza praca przedstawia szereg metod analitycznych, nowych narzedzi
bioinformatycznych oraz opis nowatorskiej metodologii, ktore pozwalaja na precyzyjna
identyfikacj¢ 1 adnotacj¢ miejsc rho-niezaleznej terminacji transkrypcji, a takze rozpoznanie
sygnatow warunkowej terminacji w odpowiedzi na stres indykowany zastosowaniem

antybiotykdw w leczeniu zakazen bakteryjnych. Praca ta stanowi tym samym znakomite zrodto
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wiedzy 1 inspiracji dla oséb zainteresowanym badaniem procesu terminacji transkrypcji oraz

jej roli w regulacji ekspresji genow u bakterii.
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13. Zalaczniki

Zalacznik 1

Tabela 1. Wykaz publicznie dostepnych zbiorow danych pochodzgcych z sekwencjonowania
transkryptomu metodg RNA-seq wykorzystanych do przewidywania miejsc rho-niezaleznej terminacji
transkrypcji u gronkowca ztocistego oraz miejsc warunkowej terminacji transkrypcji w odpowiedzi na
dzialanie stresu antybiotykowego. Identyfikatory projektow i probek pochodzq z bazy danych Sequence
Read  Archive  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/)  oraz  Gene  Expression  Omnibus
(https.://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Probki oznaczone * zostaly wykorzystane wylgcznie w celu
identyfikacji miejsc warunkowej terminacji transkrypcji w odpowiedzi na dziatanie stresu
antybiotykowego przez wzglgd na brak niciowej specyficznosci odczytow (4 probki). Probki posiadajgce
identyczng wartos¢ w kolumnie Warunek reprezentujq replikaty biologiczne reprezentujgce ten sam

warunek eksperymentalny.

PRJNAS76951

PRJNAS76951

PRJNAS76951

PRJNAS76951

PRJNAS576951

PRJNAS76951

PRJNAS576951

PRJNAS76951

PRJEB23980

PRJEB23980

SRR10272845

SRR10272846

SRR10272847

SRR10272848

SRR10272849

SRR10272850

SRR10272851

SRR10272852

SRR5432014*

SRR5432015*

MRSA szczep JKD6009; brak antybiotyku;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lubTryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep JKD6009; brak antybiotyku;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lub Tryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep JKD6009; brak antybiotyku;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lub Tryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep JKD6009; brak antybiotyku;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lub Tryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep JKD6009; 1pg/ml linezolid;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lub Tryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep JKD6009; 1pg/ml linezolid;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lub Tryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep JKD6009; 1pg/ml linezolid;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lub Tryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep JKD6009; 1pg/ml linezolid;
pozywka Brain Heart Infusion (Becton Dickinson)
lub Tryptone Soy (Oxoid)

MRSA szczep USA300 TCH1516; brak
antybiotyku; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; brak
antybiotyku; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)
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PRJEB23980

PRJEB23980

PRJEB23980

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJEB23980

PRJEB23980

PRJEB23980

GSE158830

GSE158830

GSE158830

GSE158830

GSE158830

GSE158830

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

SRR5432019

SRR5432020

SRR5432021

SRR6391831

SRR6391832

SRR6391846

SRR5432016*

SRR5432017

SRR5432018*

SRR17697171

SRR17697172

SRR17697173

SRR12748682

SRR12748683

SRR12748684

SRR8195171

SRR8195174

SRR&195173

SRRE195198

SRR8195197

SRR8195196

SRR7146315

SRR7146317

SRR7146318

SRR8195176

SRR8195182

MRSA szczep USA300 TCH1516; 1pg/ml
linezolid; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; 1pg/ml
linezolid; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; 1pg/ml
linezolid; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; 1pg/ml
nafcyliny; pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
MRSA szczep USA300 TCH1516; 1pg/ml
nafcyliny; pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
MRSA szczep USA300 TCH1516; 1pg/ml
nafcyliny; pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
MRSA szczep USA300 TCH1516; 2pg/ml
wankomycyny; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; 2pg/ml
wankomycyny; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; 2pg/ml
wankomycyny; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep JKD6008; brak antybiotyku;
pozywka Mueller Hinton (Merck)

MRSA szczep JKD6008; brak antybiotyku;
pozywka Mueller Hinton (Merck)

MRSA szczep JKD6008; brak antybiotyku;
pozywka Mueller Hinton (Merck)

MRSA szczep JKD6008; 3g/ml wankomycyny;
pozywka Mueller Hinton (Merck)

MRSA szczep JKD6008; 3ug/ml wankomycyny;
pozywka Mueller Hinton (Merck)

MRSA szczep JKD6008; 3g/ml wankomycyny;
pozywka Mueller Hinton (Merck)

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
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10

10

10

10
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PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

SRR&195178

SRR&195195

SRR8195186

SRR&195185

SRR7146312

SRR7146319

SRR7146320

SRR8195177

SRR8195180

SRR8195179

SRR&195161

SRR8195162

SRR8195159

SRR7146300

SRR7146301

SRR7146311

SRR8195194

SRR&195193

SRR8195192

SRR8195160

SRR&195165

SRR8195166

SRR7146298

SRR7146304

SRR7146305

SRR8195167

SRR&195168

SRR&195188

SRR8195187

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15ug/ml nafcylina;

pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15ug/ml nafcylina;

pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15ug/ml nafcylina;

pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15ug/ml nafcylina;

pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.5ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 1ug/ml nafcylina;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB

10

10

10

10

11

11

11

11

11

11

11

11

11

12

12

12

12

12

12

12

12

12

13

13

13

13

13

13

13
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PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

PRJNA470935

SRR7146306

SRR7146309

SRR7146310

SRR&195170

SRR8195169

SRR8195181

SRR&195175

SRR7146302

SRR7146303

SRR7146307

SRR8195184

SRR&195183

SRR8195190

SRR8195189

SRR6391835

SRR6391850

SRR6391840

SRR6391842

SRR6391833

SRR6391839

SRR6391838

SRR6391837

SRR6391847

SRR6391841

SRR6391836

MRSA szczep USA300 LAC; 0.15ug/ml nafcylina;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafeyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafeyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafeyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafeyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafeyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.15pg/ml nafeyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.1pg/ml nafcyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.1pg/ml nafcyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.1pg/ml nafcyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.1pg/ml nafcyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.1pg/ml nafcyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.1pg/ml nafcyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.1pg/ml nafcyliny;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 TCH1516; brak
antybiotyku; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 TCH1516; brak
antybiotyku; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.063png/ml
nafcyliny; pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.063png/ml
nafcyliny; pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.5pg/ml
nafcyliny; pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.5pg/ml
nafcyliny; pozywka Cation Adjust Mueller Hinton
MRSA szczep USA300 TCH1516; brak
antybiotyku; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.031pg/ml
nafcyliny; pozywka RPMI-1640, suplementowana
10% LB

MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.031pg/ml
nafcyliny; pozywka RPMI-1640, suplementowana
10% LB

MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.031pg/ml
nafcyliny; pozywka RPMI-1640, suplementowana
10% LB

MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.063png/ml
nafcyliny; pozywka RPMI-1640, suplementowana
10% LB

14

14
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14

14

14

15

15

15

15

15

15

16

16

17

17

18

18

19

20

20

20

21
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PRJNA470935

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNAS26539

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

SRR6391848

SRR8710732

SRR8710737

SRR&710735

SRR8710736

SRR&710731

SRR8710734

SRR8710730

SRR&710733

SRR8710726

SRR8710739

SRR8710729

SRR&710738

SRR&710727

SRR&710728

SRR11976310

SRR11976321

SRR11976306

SRR11976309

SRR11976305

SRR11976308

MRSA szczep USA300 TCH1516; 0.063pg/ml

nafcyliny; pozywka RPMI-1640, suplementowana

10% LB

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.65ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.65ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.7pg/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.7pg/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.8pg/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; 0.8pg/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA300 LAC; 0.6pg/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA300 LAC; 0.6pg/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA300 LAC; 0.8pg/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA300 LAC; 0.8pg/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100 D592; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100 D592; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100 D592; 0.55pug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D592; 0.55pug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D592; 0.9ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D592; 0.9ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

22

22

23

23
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24

25

25

29

29
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30

31

31

32

32
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34
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PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

PRJNA638628

SRR11976304

SRR11976307

SRR11976328

SRR11976331

SRR11976325

SRR11976330

SRR11976327

SRR11976329

SRR11976320

SRR11976324

SRR11976319

SRR11976323

SRR11976316

SRR11976322

SRR11976317

SRR11976326

SRR11976313

SRR11976315

SRR11976312

SRR11976318

SRR11976311

MRSA szczep USA100 D592; 1ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D592; 1ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D592; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA100 D592; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA100 D592; 0.55ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100 D592; 0.55ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100 D592; 0.625ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100 D592; 0.625ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100 D712; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100 D712; brak antybiotyku;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100 D712; 0.8ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D712; 0.8ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D712; 1.4ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D712; 1.4ug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D712; 1pug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D712; 1pug/ml
wankomycyny; pozywka Cation Adjust Mueller
Hinton

MRSA szczep USA100 D712; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA100 D712; brak antybiotyku;
pozywka RPMI-1640, suplementowana 10% LB
MRSA szczep USA100 D712; 0.625ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100 D712; 0.625ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100 D712; 0.8ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

35

35

36

36

37

37

38

38

39

39

40

40

41

41

42
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43

43

44
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PRJNA638628

GSMS5799537

GSMS5799537

GSMS5799537

GSMS5799537

GSMS5799537

GSMS5799537

PRJEB23980

PRJEB23980

PRJEB23980

SRR11976314

SRR17535775

SRR17535779

SRR17535783

SRR17535774

SRR17535778

SRR17535782

SRR5432011

SRR5432012

SRR5432013

MRSA szczep USA100 D712; 0.8ug/ml
wankomycyny; pozywka RPMI-1640,
suplementowana 10% LB

MRSA szczep USA100; brak antybiotyku; pozywka
Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100; brak antybiotyku; pozywka
Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100; brak antybiotyku; pozywka
Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100; 4pg/ml oksacyliny;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100; 4pg/ml oksacyliny;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA100; 4pg/ml oksacyliny;
pozywka Cation Adjust Mueller Hinton

MRSA szczep USA300 TCH1516; 10pg/ml
nafcylina; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; 10pg/ml
nafcylina; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

MRSA szczep USA300 TCH1516; 10pg/ml
nafcylina; pozywka Todd Hewitt Broth (Hardy
Diagnostics)

45

46
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47

48

48
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Zalacznik 2

Tabela 2. Charakterystyka rozktadow minimalnej energii swobodnej struktur spinek terminacyjnych,

zidentyfikowanych dla poszczegolnych gatunkow bakterii przy pomocy protokotu opartego o program

RNAfold.
obs | Q1 Q2 Q3 min maks $rednia | wariancja | sko$no$é | kurtoza

S. aureus 725 |[-17.9 -14.8 [-12.4 -24.9 -3.6 -15.0 15.09 0.01 -0.33
E. coli (a) 650 |-18.3 -156.2 [-12.2 -28.9 -4.9 -15.29 17.65 -0.22 -0.05
E. coli (b) 904 |-18.6 -156.2 [-12.08 -28.5 -3.9 -15.36 18.74 -0.22 -0.44
B. subtilis (a) 564 |-16.3 -13.5 [-11.4 -27.9 -5.6 -13.94 14.19 -0.55 0.32

B. subtilis (b) 1005 | -16.5 -13.4 |[-11.0 -27.9 -4.0 -13.77 15.84 -0.36 0.15

B. subtilis (c) 867 |-16.5 -138.7 [-115 -27.9 -4.1 -13.99 14.36 -0.43 0.25

B. subtilis (d) 1053 | -16.4 -134 [-11.2 -27.9 -4.0 -13.8 15.17 -0.39 0.21

E. faecalis 673 |-20.5 -16.3 [-13.1 -34.9 -3.6 -16.94 28.0 -0.36 -0.13
L. monocytogenes 754 |[-17.0 -141 [-11.7 -26.2 -3.3 -14.23 15.25 -0.12 -0.09
Z. mobilis 189 |-18.8 -16.8 |[-14.7 -28.4 -7.2 -16.89 11.54 -0.29 0.55

Synechocystis sp. 154 |-15.58 |-13.3 |-10.6 -23.8 -5.3 -13.24 13.01 -0.27 -0.08
S. coelicolor 607 |-29.45 [-23.7 |-14.7 -43.0 -4.2 -22.91 80.12 -0.09 -0.99
S. venezuelae 548 |-30.53 [-25.95]|-17.9 -43.4 -3.4 -24.45 74.69 0.29 -0.73
S. tsukubensis 499 |-31.65 [-25.3 |-16.3 -43.0 -3.2 -24.15 84.63 0.2 -1.03
S. griseus 701 |[-33.1 -25.9 |[-15.8 -44.7 -6.1 -24.91 94.04 0.1 -1.18
S. lividans 471 |-28.65 |[-23.6 |-15.45 -42.1 -7.4 -22.68 68.33 0.03 -0.92
S. clavuligerus 414 |-30.1 -256.5 [-16.97 -44.1 -3.4 -23.78 72.95 0.26 -0.75
S. avermitilis 667 |-30.5 -25.0 [-17.0 -42.4 -3.4 -23.82 73.72 0.19 -0.91

Objasnienia kolumn:

obs — liczba obserwacji/terminatorow
Q1 — pierwszy kwartyl

Q2 — drugi kwartyl/mediana
Q3 — trzeci kwartyl

min — wartos¢ minimalna
maks — wartos¢ maksymalna
Srednia — wartos¢ srednia
wariancja — wariancja
skosnos¢ — skosnosé rozktadu
kurtoza — kurtoza rozktadu
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Zalacznik 3

Tabela 3. Charakterystyka rozktadow wartosci “hairpin score’ obliczanej dla spinek terminacyjnych

wyznaczonych przez TransTermHP w ramach algorytmu zaimplementowanego w programie TERMITe.

Wartos¢ “hairpin score” stanowi heurystyczny odpowiednik minimalnej energii swobodnej struktur

spinek terminacyjnych. Charakterystyki przedstawiono dla wszystkich analizowanych gatunkow

bakterii.
obs Q1 Q2 Q3 min | maks [s$rednia | wariancja | skosno$é | kurtoza
S. aureus 685 -12.2 -9.7 |-7.6 -19.7 | -2.2 -9.98 11.13 -0.42 -0.17
E. coli (a) 530 -14.08 |-12.4 (-10.4 [-21.5 [-3.0 -12.28 8.35 -0.01 0.36
E. coli (b) 661 -14.0 -12.21-10.3 |-21.5 |-3.0 -12.13 8.85 -0.02 0.16
B. subtilis (a) 569 -13.2 -11.2 1-9.0 -21.3 | -2.6 -11.1 10.26 -0.1 0.07
B. subtilis (b) 1039 -13.2 -11.11-8.8 -209 |-2.3 -11.03 11.03 -0.08 -0.08
B. subtilis (c) 885 -13.3 -11.3 | -9.1 -22.4 | -2.4 -11.28 10.77 -0.09 0.14
B. subtilis (d) 1080 -13.2 -11.2 1-8.9 -21.3 |-24 -11.11 10.8 -0.08 -0.04
E. faecalis 666 -16.3 -12.7 1-9.5 -29.3 | -2.4 -12.96 24.53 -0.26 -0.37
L. monocytogenes 797 -12.9 -10.4 | -8.1 -24.6 |-2.2 -10.59 12.96 -0.27 0.01
Z. mobilis 165 -14.7 -13.2 |-11.1 |-19.8 |-2.9 -12.95 8.75 0.04 0.28
Synechocystis sp. 119 -9.8 -7.9 |-5.45 |-14.6 |-2.1 -7.72 8.42 -0.09 -0.72
S. coelicolor 222 -24.9 - -18.3 [ -40.9 [-8.1 -21.8 29.07 -0.4 0.75
21.45
S. venezuelae 243 -24.95 |-21.4(-18.5 [-37.8 [-3.1 -21.38 28.85 0.31 0.56
S. tsukubensis 219 -24.95 |-21.4(-17.8 [-37.4 [-5.6 -21.41 31.81 0.04 0.14
S. griseus 280 -27.5 - -19.2 | -42.7 |-7.4 -23.47 31.9 -0.11 -0.01
22.95
S. lividans 195 -23.75 |-20.8 [-17.9 [-32.4 [-8.1 -20.91 21.74 -0.01 0.27
S. clavuligerus 217 -24.0 -20.7 | -18.1 |-35.2 |-2.1 -20.78 26.87 0.5 1.49
S. avermitilis 325 -24.0 -20.8 | -17.6 |-35.1 |-4.4 -20.91 26.11 0.02 -0.03

Objasnienia kolumn:

obs — liczba obserwacji/terminatorow
Q1 — pierwszy kwartyl

Q2 — drugi kwartyl/mediana
Q3 — trzeci kwartyl

min — wartos¢ minimalna
maks — wartos¢ maksymalna
Srednia — wartos¢ srednia
wariancja — wariancja
skosnos¢ — skosnosé rozktadu
kurtoza — kurtoza rozktadu
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Zalacznik 4

Tabela 4. Charakterystyka rozkladow diugosci spinek terminacyjnych zidentyfikowanych dla

poszczegolnych gatunkow bakterii.

obs Q1 Q2 Q3 min | maks | Srednia | wariancja | sko$nos$¢ | kurtoza
S. aureus 838 29.0 35.0 40.0 12 59 34.74 73.07 0.14 -0.09
E. coli (a) 691 20.0 24.0 28.5 13 56 24.6 44.97 0.97 1.45
E. coli (b) 957 20.0 25.0 30.0 13 51 25.47 45.97 0.6 0.08
B. subtilis (a) 635 21.0 24.0 275 11 48 24.97 31.08 0.97 1.21
B. subtilis (b) 1165 21.0 24.0 28.0 11 54 25.12 33.96 0.91 1.16
B. subtilis (c) 984 21.0 24.0 28.0 11 49 24.97 30.97 1.0 1.43
B. subtilis (d) 1214 21.0 24.0 28.0 11 54 251 34.09 1.02 1.66
E. faecalis 796 27.0 33.0 38.0 12 59 32.86 58.21 0.17 -0.19
L. monocytogenes 862 24.0 28.0 33.0 11 57 28.66 48.13 0.76 0.74
Z. mobilis 206 24.0 27.0 32.75 |15 59 29.0 54.92 1.31 2.41
Synechocystis sp. 165 23.0 27.0 32.0 12 59 27.52 61.01 0.87 1.52
S. coelicolor 629 28.0 33.0 38.0 14 58 32.83 44.99 0.05 0.38
S. venezuelae 573 28.0 33.0 39.0 14 59 33.36 54.89 0.26 0.79
S. tsukubensis 520 29.0 34.0 39.0 16 57 33.84 49.51 0.0 0.34
S. griseus 737 29.0 34.0 38.0 14 57 33.4 44.89 -0.1 0.62
S. lividans 495 28.0 32.0 37.0 16 58 32.38 46.49 0.12 0.28
S. clavuligerus 435 29.0 35.0 39.0 13 59 34.37 53.36 0.14 0.26
S. avermitilis 705 28.0 33.0 38.0 16 59 33.01 47.06 0.29 0.63

Objasnienia kolumn:

obs — liczba obserwacji/terminatorow
Q1 — pierwszy kwartyl

Q2 — drugi kwartyl/mediana
Q3 — trzeci kwartyl

min — wartos¢ minimalna
maks — wartos¢ maksymalna
Srednia — wartos¢ srednia
wariancja — wariancja
skosnos¢ — skosnosé rozktadu
kurtoza — kurtoza rozktadu
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Zalacznik 5
Tabela 5. Charakterystyka rozktadow diugosci petli w ramach spinek terminacyjnych zidentyfikowanych

dla poszczegolnych gatunkow bakterii.

obs Q1 Q2 Q3 min maks | Srednia wariancja | sko$nos$é | kurtoza

S. aureus 685 4.0 4.0 6.0 3 12 4.96 3.88 1.3 1.35
E. coli (a) 530 4.0 4.0 5.0 3 11 4.4 1.47 1.46 3.12
E. coli (b) 661 4.0 4.0 5.0 3 11 4.38 1.53 1.51 3.24
B. subtilis (a) 569 4.0 4.0 5.0 3 11 4.61 2.27 1.17 1.35
B. subtilis (b) 1039 (3.0 4.0 5.0 3 12 4.58 2.37 1.42 2.61
B. subtilis (c) 885 3.0 4.0 5.0 3 12 4.59 2.29 1.29 212
B. subtilis (d) 1080 (3.0 4.0 5.0 3 12 4.59 2.4 1.4 2.56
E. faecalis 666 4.0 4.0 6.0 3 13 4.87 2.93 1.4 2.81
L. monocytogenes 797 4.0 4.0 6.0 3 12 4.74 2.48 1.29 2.26
Z. mobilis 165 4.0 4.0 5.0 3 10 4.45 1.75 1.06 1.18
Synechocystis sp. 119 3.0 4.0 5.5 3 10 4.61 2.37 1.08 0.92
S. coelicolor 222 4.0 4.0 5.0 3 11 4.56 2.13 1.45 2.62
S. venezuelae 243 4.0 4.0 5.0 3 10 4.35 1.53 1.62 3.45
S. tsukubensis 219 4.0 4.0 5.0 3 12 4.55 2.35 1.67 3.78
S. griseus 280 4.0 4.0 5.0 3 13 4.55 2.31 2.03 6.1

S. lividans 195 4.0 4.0 5.0 3 9 4.5 1.78 1.25 1.59
S. clavuligerus 217 4.0 4.0 5.0 3 10 4.48 2.19 1.66 3.22
S. avermitilis 325 4.0 4.0 5.0 3 12 4.43 2.27 2.09 5.75

Objasnienia kolumn:

obs — liczba obserwacji/terminatorow
Q1 — pierwszy kwartyl

Q2 — drugi kwartyl/mediana
Q3 — trzeci kwartyl

min — wartos¢ minimalna
maks — wartos¢ maksymalna
Srednia — wartos¢ srednia
wariancja — wariancja
skosnos¢ — skosnosé rozktadu
kurtoza — kurtoza rozktadu
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Zalacznik 6

Tabela 6. Charakterystyka rozktadow wartosci tail score obliczonych przez program TransTermHP dla

rho-niezaleznych terminatorow zidentyfikowanych u poszczegolnych gatunkow bakterii.

obs | Q1 Q2 Q3 min maks | $rednia | wariancja | sko$no$¢ | kurtoza

S. aureus 685 |-5.5 -5.2 -4.7 -6.7 -2.5 -5.02 0.5 1.05 1.13
E. coli (a) 530 |-5.5 -4.8 -3.9 -6.4 -2.5 -4.65 0.87 0.39 -0.9
E. coli (b) 661 |-5.4 -4.7 -3.8 -6.4 -2.5 -4.58 0.91 0.28 -1.04
B. subtilis (a) 569 |-5.6 -5.3 -4.7 -6.4 -2.7 -5.12 0.54 1.16 0.99
B. subtilis (b) 1039 | -5.6 -5.3 -4.6 -6.4 -2.5 -5.05 0.63 1.06 0.54
B. subtilis (c) 885 |-5.6 -5.3 -4.7 -7.1 -2.6 -5.11 0.56 1.13 0.97
B. subtilis (d) 1080 | -5.6 -5.3 -4.6 -6.4 -2.5 -5.04 0.63 1.05 0.51
E. faecalis 666 |-5.7 -5.3 -4.7 -7.0 -2.5 -5.13 0.63 1.0 0.64
L. monocytogenes 797 |-5.7 -5.5 -5.1 -6.5 -2.9 -5.31 0.37 1.37 2.27
Z. mobilis 165 |-5.6 -5.3 -4.4 -6.2 -2.7 -4.95 0.81 0.97 -0.18
Synechocystis sp. 119 |-5.6 -5.3 -4.9 -6.2 -3.1 -5.18 0.37 1.06 0.86
S. coelicolor 222 |-3.8 -3.5 -3.1 -5.5 -2.5 -3.52 0.35 -0.52 0.22
S. venezuelae 243 |-441 -3.6 -3.1 -5.5 -2.5 -3.59 0.43 -0.57 -0.09
S. tsukubensis 219 |-4.0 -3.5 -3.1 -5.8 -2.5 -3.56 0.47 -0.86 0.58
S. griseus 280 |-3.7 -3.4 -2.9 -5.5 -2.5 -3.43 0.38 -0.77 0.37
S. lividans 195 |-3.8 -3.5 -3.1 -5.6 -2.5 -3.55 0.4 -0.65 0.35
S. clavuligerus 217 |-3.9 -3.5 -3.1 -5.8 -2.5 -3.57 0.5 -1.01 0.7
S. avermitilis 325 |-3.9 -3.4 -3.1 -5.9 -2.5 -3.54 0.44 -0.76 0.38

Objasnienia kolumn:

obs — liczba obserwacji/terminatorow

Q1 — pierwszy kwartyl

Q2 — drugi kwartyl/mediana
Q3 — trzeci kwartyl

min — wartos¢ minimalna
maks — wartos¢ maksymalna
Srednia — wartos¢ srednia
wariancja — wariancja
skosnos¢ — skosnosé rozktadu
kurtoza — kurtoza rozktadu
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Zalacznik 7
Tabela 7. Charakterystyka rozkladow odleglosci pomiedzy referencyjnym punktem terminacji

a najblizszym genem zlokalizowanym ponizej w obrebie tej samej nici.

obs | Q1 Q2 Q3 min maks $rednia | wariancja skos$nosé | kurtoza

S. aureus 836 |176.75]|491.0 1959.25 |1.0 54666.0 | 2161.02 [ 23115190.68 | 5.1 34.39
E. coli (a) 691 |82.0 264.0 1633.0 3.0 40597.0 | 1469.56 | 8905260.06 5.59 52.15
E. coli (b) 957 |105.0 |375.0 1812.0 2.0 40598.0 | 1704.31 | 10829139.36 | 4.69 33.97
B. subtilis (a) 635 |82.0 211.0 1305.0 11.0 58833.0 | 1671.35 | 20704051.81 7.27 72.94
B. subtilis (b) 1165 | 95.0 353.0 1697.0 11.0 76739.0 | 1833.31 [ 21231131.38 | 8.1 98.32
B. subtilis (c) 984 |92.75 |325.5 1683.0 11.0 76739.0 | 1882.39 |23045489.27 |8.14 97.11
B. subtilis (d) 1214 1 95.0 351.5 1759.0 11.0 76739.0 | 1864.88 |21777302.75 7.76 90.79
E. faecalis 794 [95.0 282.0 2079.0 2.0 30260.0 | 2155.74 | 20104345.95 | 3.56 14.12
L. monocytogenes 862 |80.0 234.0 1802.5 7.0 77755.0 [ 2303.26 |34549442.77 |6.29 56.09
Z. mobilis 206 |137.25|425.0 2058.25 |5.0 14228.0 | 1707.09 | 6762451.13 2.18 4.72
Synechocystis sp. 165 |80.0 177.0 1325.0 1.0 8612.0 1125.82 | 3665028.21 2.35 5.08

S. coelicolor 629 |142.0 |732.0 2302.0 1.0 31398.0 | 1985.13 | 10383444.1 3.4 17.33
S. venezuelae 573 |84.0 450.0 1834.0 4.0 31480.0 | 1664.19 | 9388157.6 3.96 22.85
S. tsukubensis 519 |148.0 |558.0 2330.5 6.0 71482.0 | 2139.07 |21523262.55 7.8 98.54
S. griseus 737 [113.0 |562.0 1918.0 1.0 68511.0 | 1907.85 | 18322104.81 8.62 111.62
S. lividans 495 1100.5 |357.0 1784.0 4.0 42700.0 | 1671.99 | 11546888.55 |5.53 48.7

S. clavuligerus 435 |141.0 |484.0 1967.0 4.0 23628.0 | 1724.57 | 7674920.0 2.91 12.09
S. avermitilis 705 [108.0 |534.0 1927.0 1.0 78901.0 [ 1751.21 [ 16617207.04 11.07 186.94

Objasnienia kolumn:

obs — liczba obserwacji/terminatorow
Q1 — pierwszy kwartyl

Q2 — drugi kwartyl/mediana
Q3 — trzeci kwartyl

min — wartos¢ minimalna
maks — wartos¢ maksymalna
Srednia — wartos¢ srednia
wariancja — wariancja
skosnos¢ — skosnosé rozktadu
kurtoza — kurtoza rozktadu
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Zalacznik 8
Tabela 8. Charakterystyka rozkladow odleglosci pomiedzy referencyjnym punktem terminacji

a najblizszym genem zlokalizowanym powyzej w obrebie tej samej nici.

obs Q1 Q2 Q3 min maks | $rednia | wariancja | sko$no$¢ | kurtoza

S. aureus 838 50.0 64.0 93.0 1.0 200.0 | 76.46 1455.07 1.19 1.02
E. coli (a) 691 38.0 48.0 69.5 2.0 199.0 | 62.76 1492.51 1.83 2.65
E. coli (b) 957 38.0 48.0 73.0 1.0 200.0 |63.9 1640.91 1.7 212
B. subtilis (a) 635 33.0 38.0 46.0 6.0 193.0 |46.28 814.43 2.93 9.56
B. subtilis (b) 1165 |32.0 38.0 45.0 8.0 196.0 |45.08 797.73 2.82 9.19
B. subtilis (c) 984 32.0 38.0 44.0 8.0 196.0 |44.13 750.1 3.03 10.56
B. subtilis (d) 1214 |31.0 38.0 45.0 8.0 196.0 |44.75 824.32 2.81 9.02
E. faecalis 796 42.0 51.0 71.0 1.0 200.0 | 62.76 1216.6 1.77 3.12
L. monocytogenes 862 37.0 41.0 49.0 1.0 199.0 [47.73 676.87 3.29 13.16
Z. mobilis 206 49.0 57.0 70.0 4.0 198.0 |66.34 918.05 1.96 4.22
Synechocystis sp. 165 68.0 91.0 126.0 | 1.0 200.0 |98.7 1568.61 0.52 -0.02
S. coelicolor 629 56.0 76.0 118.0 |4.0 200.0 |90.29 2121.29 0.78 -0.42
S. venezuelae 573 53.0 67.0 100.0 | 1.0 200.0 |80.66 1658.47 1.08 0.61
S. tsukubensis 520 52.0 67.0 100.25|1.0 198.0 | 79.47 1719.81 0.99 0.33
S. griseus 737 56.0 69.0 97.0 1.0 200.0 |80.42 1494.59 1.04 0.69
S. lividans 495 52.5 66.0 99.0 7.0 200.0 | 81.11 1794.79 1.12 0.6
S. clavuligerus 435 54.0 70.0 111.0 | 2.0 200.0 | 84.89 1943.18 0.93 0.1

S. avermitilis 705 52.0 67.0 99.0 1.0 200.0 |79.9 1637.05 1.1 0.63

Objasnienia kolumn:

obs — liczba obserwacji/terminatorow
Q1 — pierwszy kwartyl

Q2 — drugi kwartyl/mediana
Q3 — trzeci kwartyl

min — wartos¢ minimalna
maks — wartos¢ maksymalna
Srednia — wartos¢ srednia
wariancja — wariancja
skosnos¢ — skosnosé rozktadu
kurtoza — kurtoza rozktadu
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Zalacznik 9

Tabela 9. Porownanie rozkiadow analizowanych cech terminatorow rho-niezaleznych dla kazdej
mozliwej pary gatunkow/eksperymentow. Porownania wykonane zostaly przy pomocy testu U Manna-
Whitneya. Testowana hipoteza zerowa zaktada brak przesunigcia porownywanych rozktadow

analizowanych cech pomiedzy kazdg mozliwg parg analizowanych gatunkow/eksperymentow.

1. https://zenodo.org/records/11392921/files/hairpin_energies.csv?download=1 (poréwnania

rozkladéw minimalnej energii swobodnej struktury spinki terminacyjnej)

2.  https://zenodo.org/records/11392921/files/hairpin_scores.csv?download=1 (poré6wnania rozkltadow

warto$ci hairpin score)

3. https://zenodo.org/records/11392921/files/hairpin_lengths.csv?download=1 (poréwnania

rozktadéw dhugosci spinki terminacyjnej)

4.  https://zenodo.org/records/11392921/files/loop_lenths.csv?download=1 (poréwnania rozktadow
dhugosci petli wehodzacej w sktad spinki terminacyjnej)

5. https://zenodo.org/records/11392921/files/tail _scores.csv?download=1 (poréwnania rozktadow

wartoSci tail score)

6. https://zenodo.org/records/11392921/files/distances _to_downstream_genes.csv?download=1
(poréwnania rozktadow odleglosci pomigdzy referencyjnym punktem terminacji a najblizszym genem

zlokalizowanym ponizej w obrebie tej samej nici)

7. https://zenodo.org/records/11392921/files/distances to_upstream_genes.csv?download=1
(poréwnania rozktadow odleglosci pomigdzy referencyjnym punktem terminacji a najblizszym genem

zlokalizowanym powyzej w obrebie tej samej nici)

8. https://zenodo.org/records/11392921/files/hairpin_energies-column-

description.txt?download=1 (objasnienia kolumn)

DOI: 10.5281/zenodo.11392921 (Kosinski, 2024)
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Zalacznik 10

Tabela 10. Wykaz publicznie dostepnych zbiorow danych wykorzystanych do wytrenowania i ewaluacji
klasyfikatora programu termiRNAtor. W skiad zbior testowego wchodzg probki pochodzgce z L. monocytogenes,
uczgcego natomiast pozostale. Identyfikatory probek pochodzq z bazy danych Sequence Read Archive
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/). W tabeli wyszczegolnione sq proby pochodzqce z sekwencjonowania 3’

koncow RNA metodq Term-seq, oraz uzyskane w ramach tego samego warunku eksperymentalnego proby RNA-

seq
Numer probki Term-seq RNA-seq Gatunek
1 | SRR17335818 SRR17335818 B. subtilis
2 | SRR17335819 SRR17335819 B. subtilis
3 | SRR17335820 SRR17335820 B. subtilis
4 | SRR17335821 SRR17335821 B. subtilis
5 | SRR17335822 SRR17335822 B. subtilis
6 | SRR17335823 SRR17335823 B. subtilis
7 | SRR17335824 SRR17335824 B. subtilis
8 | SRR17335825 SRR17335825 B. subtilis
9 | SRR17335826 SRR17335826 B. subtilis
10 | SRR17335827 SRR17335827 B. subtilis
11 | SRR17335828 SRR17335828 B. subtilis
12 | SRR17335829 SRR17335829 B. subtilis
13 | ERR1248362 ERR1248364 B. subtilis
14 | ERR1248363 ERR1248364 B. subtilis
15 | ERR1248370 ERR1248393 B. subtilis
16 | ERR1248371 ERR1248393 B. subtilis
17 | ERR1248372 ERR1248394 B. subtilis
18 | ERR1248373 ERR1248394 B. subtilis
19 | ERR1248374 ERR1248394 B. subtilis
20 | ERR1248375 ERR1248395 B. subtilis
21 | ERR1248376 ERR1248395 B. subtilis
22 | ERR1248377 ERR1248395 B. subtilis
23 | ERR1248378 ERR1248396 B. subtilis
24 | ERR1248379 ERR1248396 B. subtilis
25 | ERR1248380 ERR1248396 B. subtilis
26 | ERR1248381 ERR1248397 B. subtilis
27 | ERR1248382 ERR1248397 B. subtilis
28 | ERR1248383 ERR1248397 B. subtilis
29 | ERR1248384 ERR1248398 B. subtilis
30 | ERR1248385 ERR1248398 B. subtilis
31  ERR1248386 ERR1248398 B. subtilis
32 | ERR1248387 ERR1248399 B. subtilis
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33 | ERR1248388 ERR1248399 B. subtilis
34 | ERR1248389 ERR1248399 B. subtilis
35 | ERR1248390 ERR1248400 B. subtilis
36 = ERR1248391 ERR1248400 B. subtilis
37 | ERR1248392 ERR1248400 B. subtilis
38 | ERR1248436 ERR1248439 L. monocytogenes
39 | ERR1248437 ERR1248439 L. monocytogenes
40 | ERR1248438 ERR1248439 L. monocytogenes
41 | ERR1248440 ERR1248461 L. monocytogenes
42 | ERR1248441 ERR1248461 L. monocytogenes
43 | ERR1248442 ERR1248461 L. monocytogenes
44 | ERR1248443 ERR1248462 L. monocytogenes
45 | ERR1248444 ERR1248462 L. monocytogenes
46 | ERR1248445 ERR1248462 L. monocytogenes
47 | ERR1248446 ERR1248463 L. monocytogenes
48 | ERR1248447 ERR1248463 L. monocytogenes
49 | ERR1248448 ERR1248463 L. monocytogenes
50 | ERR1248449 ERR1248464 L. monocytogenes
51 | ERR1248450 ERR1248464 L. monocytogenes
52 | ERR1248451 ERR1248464 L. monocytogenes
53 | ERR1248452 ERR1248465 L. monocytogenes
54 | ERR1248453 ERR1248465 L. monocytogenes
55 | ERR1248454 ERR1248465 L. monocytogenes
56 | ERR1248455 ERR1248466 L. monocytogenes
57 | ERR1248456 ERR1248466 L. monocytogenes
58 | ERR1248457 ERR1248466 L. monocytogenes
59 | ERR1248458 ERR1248467 L. monocytogenes
60 | ERR1248459 ERR1248467 L. monocytogenes
61 | ERR1248460 ERR1248467 L. monocytogenes
62 | ERR1248401 ERR1248404 E. faecalis
63 | ERR1248402 ERR1248404 E. faecalis
64 | ERR1248403 ERR1248404 E. faecalis
65 | ERR1248409 ERR1248429 E. faecalis
66 | ERR1248410 ERR1248429 E. faecalis
67 | ERR1248411 ERR1248429 E. faecalis
68 | ERR1248412 ERR1248430 E. faecalis
69 | ERR1248413 ERR1248430 E. faecalis
70 | ERR1248414 ERR1248430 E. faecalis
71 | ERR1248415 ERR1248431 E. faecalis
72 | ERR1248416 ERR1248431 E. faecalis
73 | ERR1248417 ERR1248431 E. faecalis
74 | ERR1248418 ERR1248432 E. faecalis
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75 | ERR1248419 ERR1248432 E. faecalis
76 | ERR1248420 ERR1248432 E. faecalis
77 | ERR1248421 ERR1248433 E. faecalis
78 | ERR1248422 ERR1248433 E. faecalis
79 | ERR1248423 ERR1248433 E. faecalis
80 | ERR1248424 ERR1248434 E. faecalis
81 | ERR1248425 ERR1248434 E. faecalis
82 | ERR1248426 ERR1248435 E. faecalis
83 | ERR1248427 ERR1248435 E. faecalis
84 | ERR1248428 ERR1248435 E. faecalis
85 | SRR1918928 SRR1918928 B. subtilis
86 | SRR1918929 SRR1918929 B. subtilis
87 | SRR1918930 SRR1918930 B. subtilis
88 | SRR1918931 SRR1918931 B. subtilis
89 | SRR1918932 SRR1918932 B. subtilis
90 | SRR1918933 SRR1918933 B. subtilis
91 | SRR1918934 SRR1918934 B. subtilis
92 | SRR1918935 SRR1918935 B. subtilis
93 | SRR1918936 SRR1918936 B. subtilis
94 | SRR1918937 SRR1918937 B. subtilis
95 | SRR1918938 SRR1918938 B. subtilis
96 | SRR1918939 SRR1918939 B. subtilis
97 | SRR12763770 SRR12763774 Synechocystis
98 | SRR12763771 SRR12763775 Synechocystis
99 | SRR12232093 SRR12232093 B. subtilis
100 | SRR12232094 SRR12232094 B. subtilis
101 | SRR12232095 SRR12232095 B. subtilis
102 | SRR12232096 SRR12232096 B. subtilis
103 | SRR12232097 SRR12232097 B. subtilis
104 | SRR12232098 SRR12232098 B. subtilis
105 | SRR12232099 SRR12232099 B. subtilis
106 | SRR12232100 SRR12232100 B. subtilis
107 | SRR10400939 SRR10400958 Z. mobilis
108 | SRR10400940 SRR10400959 Z. mobilis
109 | SRR10400941 SRR10400960 Z. mobilis
110 | SRR10400942 SRR10400961 Z. mobilis
111 | SRR10400943 SRR10400962 Z. mobilis
112 | SRR10400944 SRR10400963 Z. mobilis
113 | SRR10400945 SRR10400964 Z. mobilis
114 | SRR10400946 SRR10400965 Z. mobilis
115 | SRR10400947 SRR10400966 Z. mobilis
116 | SRR10400948 SRR10400967 Z. mobilis
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117 | SRR10400949 SRR10400968 Z. mobilis
118 | SRR10400950 SRR10400969 Z. mobilis
119 | SRR10400951 SRR10400970 Z. mobilis
120 | SRR10400952 SRR10400971 Z. mobilis
121 | SRR10400953 SRR10400974 Z. mobilis
122 | SRR10400954 SRR10400977 Z. mobilis
123 | SRR10400955 SRR10400980 Z. mobilis
124 | SRR10400956 SRR10400983 Z. mobilis
125 | SRR10400957 SRR10400986 Z. mobilis
126 | SRR22439140 SRR22439140 E. coli

127 | SRR22439141 SRR22439141 E. coli

128 | SRR22439142 SRR22439142 E. coli
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Zalacznik 11

Tabela 11. Atlas rho-niezaleznych terminatorow transkrypcji u metycylinoopornych szczepow

gronkowca zlocistego

https://zenodo.org/records/1139292 1/files/MRSA-intrinsic-terminators-atlas.tsv?download=1 (gtéwna
tabela)

https://zenodo.org/records/1139292 1/files/MRSA-intrinsic-terminators-atlas-column-

description.txt?download=1 (objasnienia kolumn)

DOI: 10.5281/zenodo.11392921 (Kosinski, 2024)
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Zalacznik 12

Tabela 12. Wyniki analizy roznicowej terminacji transkrypcji w odpowiedzi na stres antybiotykowy
u S. aureus. Objasnienia kolumn: %T — efektywnosc¢ terminacji. Szczegotowy opis prob i porownan
znajduje si¢ w zatlgczniku 1.

https://zenodo.org/records/1139292 1 /files/differential-termination-analysis.xlsx?download=1

DOI: 10.5281/zenodo.11392921 (Kosinski, 2024)
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