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Streszczenie

Szybka reakcja bakterii na bodZce srodowiskowe ma kluczowe znaczenie dla adaptacji
bakterii do nowych warunkéw. W konteks$cie bakterii lekoopornych szybkie dostosowanie
si¢ bakterii do zmian $rodowiskowych powoduje, ze potrafia one niwelowaé dziatanie
antybiotykow o waskim spektrum dziatania, aktywujac mechanizmy regulujace ekspresje
odpowiednich genow (McCallum i in. 2010, Craft i in. 2019). Odpowiedz ta jest oparta o
liczne mechanizmy, w tym o zdolno$¢ zwijania mRNA w alternatywne struktury, ktore
uczestniczg w regulacji m.in. translacji (Geissmann i in. 2009). W efekcie, mechanizmy
regulacyjne oparte 0 RNA, a w szczeg6lnosci ryboprzetaczniki, zyskaty w ostatnich latach
status potencjalnych celow terapeutycznych, umozliwiajacych precyzyjne modulowanie
ekspresji genow kluczowych dla funkcjonowania bakterii.

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi probe systemowej analizy tych mechanizmow
regulacyjnych u Staphylococcus aureus — bakterii Gram-dodatniej, ktora wyksztatcita
wiele szczepdéw lekoopornych, w tym MRSA (ang. methicillin-resistant Staphylococcus
aureus). W badaniach wykorzystano zaawansowane techniki, takie jak SHAPE-MaP (ang.
Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension and Mutational Profiling)
oraz Ribo-seq (profilowanie translacyjne), umozliwiajace szczegdlowe mapowanie
struktury RNA 1 ocen¢ aktywnosci translacyjnej. Analiza poréwnawcza translatomu
przeprowadzona zostata w warunkach fizjologicznych oraz pod wptywem subletalnych
stezen antybiotykow — wankomycyny i cefoksytyny. Integracja danych strukturalnych z
wynikami profilowania rybosomalnego pozwolita na iloSciowe okres§lenie wydajnosci
translacji poszczegdlnych mRNA oraz ocen¢ dostgpnosci elementéw kluczowych dla
inicjacji tego procesu. Opracowana metoda oparta na danych NGS stwarza mozliwosci
szybszej identyfikacji celow terapeutycznych w leczeniu infekcji bakteryjnych. Podejscie
to umozliwia projektowanie lekow oddziatujacych na wiele szlakow regulacyjnych
jednoczes$nie, co moze zwigkszy¢ skuteczno$¢ terapii i ograniczy¢ rozwoj opornosci. Taki
systemowy model dziatania, w kontek$cie rosngcej liczby izolatbw MRSA poza
srodowiskiem szpitalnym (Lakhundi i Zhang 2018), stanowi odpowiedz na jedno z

najpowazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny.



Abstract

A rapid bacterial response to environmental stimuli is crucial for adaptation to changing
conditions. In the context of antibiotic-resistant bacteria, swift adjustment to environmental
changes enables them to counteract the effects of narrow-spectrum antibiotics by activating
mechanisms that regulate the expression of specific genes (McCallum et al. 2010, Craft et
al. 2019). This response relies on multiple regulatory pathways, including the ability of
mRNA to fold into alternative structures that influence processes such as translation
(Geissmann et al. 2009). As a result, RNA-based regulatory mechanisms — particularly
riboswitches — have recently gained recognition as potential therapeutic targets, offering
the possibility of precisely modulating the expression of resistance-related genes at the
translational level.

This doctoral dissertation presents a systemic analysis of these regulatory mechanisms in
Staphylococcus aureus, a Gram-positive bacterium that has developed numerous resistant
strains, including MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus). The study employs
advanced techniques such as SHAPE-MaP (Selective 2’-Hydroxyl Acylation analyzed by
Primer Extension and Mutational Profiling) and Ribo-seq (ribosomal profiling), which
enable detailed mapping of RNA structure and assessment of translational activity.
Comparative analysis of the translatome was conducted under physiological conditions and
in the presence of sublethal concentrations of antibiotics — vancomycin and cefoxitin.
Integration of structural data with ribosome profiling results allowed for quantitative
evaluation of mRNA translation efficiency and assessment of the accessibility of key
elements involved in translation initiation.

The developed NGS-based approach offers a framework for faster identification of
therapeutic targets in the treatment of bacterial infections. This strategy enables the design
of drugs that act on multiple regulatory pathways simultaneously, potentially enhancing
treatment efficacy and limiting the development of resistance. Such a systemic model of
action, considering the growing number of MRSA isolates outside hospital settings
(Lakhundi & Zhang 2018), addresses one of the most pressing challenges in modern

medicine.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

5> UTR
aa-tRNA
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BND
c-di-GMP
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cDNA
CPM
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DNA
EF
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ESKAPE

FC
FMN
FRET
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Gl
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GO
GTP
HA-MRSA

HCA-MRSA

HTG
IC

- ang. 5’ untranslated region, rejon 5’ nieulegajacy translacji

- aminoacylo-tRNA

- adenozylokobalamina

- ang. penicillin-binding domain, domena wigzaca penicyling

- ang. cyclic bis-(3',5')-dimeric guanosine monophosphate, cykliczny
diguanozynomonofosforan

- ang. community acquired methicillin-resistant Satphylococcus aureus, oporny
na metycyling szczep gronkowca ztocistego zwigzany z infekcjami
pozaszpitalnymi

- ang. complementary DNA, DNA komplementarne

- ang. counts per million of reads, zliczenia na milion odczytow

- ang. dimethyl sulfate, siarczan dimetylu

- ang. deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

- ang. elongation factor czynnik elongacyjny

- ang. extended-spectrum f-lactamase, B-laktamaza o rozszerzonym spektrum
dziatania

- akronim okres$lajacy grupe szesciu bakterii szczegolnie niebezpiecznych pod
wzgledem infekcji i opornosci wielolekowej: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.

- ang. fold change, krotno$ci zmiany

- mononukleotyd flawinowy

- ang. Forster Resonance Energy Transfer, rezonansowy transfer energii Forstera
- G-kwadrupleks

- ang. genomic island, wyspa genomowa

- ang. glycopeptide intermediate Staphylococcus aureus, gronkowiec ztocisty

o posredniej wrazliwosci na glikopeptydy

- ang. Gene Ontology, ontologia genow

- guanozynotrojfosforan

- ang. hospital-acquired methicillin-resistant Satphylococcus aureus, szpitalny
szczep gronkowca ztocistego oporny na metycyling

- ang. health care-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus, oporny
na metycyling szczep gronkowca zlocistego zwigzany z opieka zdrowotna

- ang. horizontal gene transfer, horyzontalny transfer genow

- ang. initiation complex, kompleks inicjacyjny



IFs
LA-MRSA

LPS
MD

MDR

MODSA

MprF
MRLM

mRNA
MRSA

MRSE

MSSA

ncRNA
NGS
ORF
PABA
PARS
PBP
PCA
PIC

rG4
RMS

- ang. initiation factors czynniki inicjujace translacje
- ang. livestock-associated methicillin-resistant Satphylococcus aureus, s oporny
na metycyling szczep gronkowca ztocistego wystepujacy u zwierzat hodowlanych
- lipopolisacharyd

- ang. Mean—Difference, wykres porownujqcy srednig oraz roznicg w ekspresji
genow

- ang. multidrug resistance efflux pumps, pompy wyplywowe warunkujace
opornosci na wiele lekow

- ang. modified penicillin-binding protein Staphylococcus aureus, gronkowiec
zlocisty ze zmodyfikowanym biatkiem wigzgcym penicyling

- ang. multiple peptide resistance factor, czynnik opornosci na wiele peptydow
- ang. methicillin-resistant lacking mec, gronkowiec ztocisty oporny na
metycyling niezaleznie od genu mecA/mecC

- ang. messenger RNA, matrycowy RNA

- ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus, gronkowiec ztocisty oporny na
metycyling

- ang. methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
epidermidis oporny na metycyling

- ang. methicillin-susceptible/sensitive Staphylococcus aureus, gronkowiec
zlocisty wrazliwy na metycyling

- ang. non-coding RNA, niekodujacy RNA

- ang. next-generation sequencing, sekwencjonowanie nowej generacji

- ang. open reading frame, otwarta ramka odczytu

- ang. para-aminobenzoic acid, kwas p-aminobenzoesowy

- ang. parallel analysis of RNA, rownolegta analiza RNA

- ang. penicillin-binding protein, biatko wiazace penicyling

- ang. principal component analysis, analiza glownych sktadowych

- ang. pre-initiation complex, kompleks preinicjacyjny

- ang. pentapeptide repeat protein, biatkao z powtdrzeniami pigciopeptydowymi
- ang. RNA-binding protein, biatko wigzace RNA

- ang. ribosome binding site, miejsce wigzania rybosomu

- ang. RNA Guanine-quadruplex, kwadrupleks guaninowy w RNA

- ang. ,,ved man” syndrome, syndrom czerwonego cztowieka (alternatywnie:

syndrom czerwonej szyi)

RNA
RPFs
RRF
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- ang. ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy
- ang. ribosome-protected fragments, mRNA chronione przez rybosomy

- ang. ribosome recycling factor, czynnik recyklingu rybosomu



rRNA
RT

SAH
SAM
SCCmec

SD
SHAPE-MaP

sRNA
SSU
TE
THF
T™MM
TPP
tRNA
uORF

VRE
VRSA

VSE

- ang. ribosomal RNA, rybosomalny RNA

- ang. reverse transcription, odwrotna transkrypcja

- S-adenozylhomocysteina

- S-adenozylometionina

- ang. staphylococcal chromosomal cassette mec, gronkowcowa kaseta
chromosomowa

- sekwencja Shine-Dalgarno

- ang. Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension and
Mutational Profiling, selektywne acylacje 2'-hydroksyli analizowane przez
wydtuzanie startera i profilowanie mutacji

- ang. small RNA, mate RNA

- ang. small subunit, mata podjednostka rybosomu

- ang. Ttranslation efficiency, efektywnos¢ translacji

- tetrahydrofolian

- ang. Ttrimmed mean of M-values, odcigta srednia wartosci M

- pirofosforan tiaminy

- ang. transfer RNA, transferowy RNA

- ang. upstream open reading frame, otwarta ramka odczytu znajdujaca si¢

powyzej wlasciwej ramki odczytu

- ang. vancomycin-resistant enterococci, enterokoki oporne na wankomycyne

- ang. vancomycin-resistant Staphylococcus aureus, gronkowiec zlocisty oporny

na wankomycyne
- ang. vancomycin-susceptible enterococci, enterokoki wrazliwe na

wankomycyne

11



1. WSTEP
1.1. Bakterie chorobotworcze — krotka charakterystyka

Pierwsze wzmianki o bakteriach pojawity si¢ drugiej polowie XIX wieku, jednak dopiero
w 1974 roku zostaly one formalnie oddzielone od krélestwa roslin, tworzac odrebne
krolestwo organizmow prokariotycznych. Poczatkowo klasyfikacja bakterii opierata si¢ na
barwieniu metodg Grama, morfologii oraz zapotrzebowaniu na tlen. Z czasem zostala
wzbogacona o taksonomi¢ numeryczng i chemotaksonomie¢, uwzgledniajace rowniez
podobienstwo fenetyczne i molekularne. Przetomem w klasyfikacji bakterii byly badania
poréwnawcze nad sekwencjami podjednostek rybosomalnych, ktére na przetomie lat 70.
180. XX wieku umozliwily bardziej precyzyjny podziat taksonomiczny oraz okreslenie
zwigzkow filogenetycznych w obrebie krélestwa bakterii. Kluczowe roéznice pomiedzy
bakteriami mozna okresli¢ na podstawie sktadu zasad DNA, obecnosci lipidow lub kwasow
thuszczowych, rodzaju syntetyzowanych chinonéw, wzoru cytochromowego oraz sktadu
i struktury $ciany komoérkowej. Sciana komoérkowa bakterii petni wielofunkcyjng role
ochronng i regulacyjng - stanowi pierwszg barier¢ fizycznag wobec niekorzystnych
warunkéw srodowiskowych, a jednoczesnie dziata jako sensor zmian fizykochemicznych
otoczenia, uczestniczagc w przekazywaniu sygnalow adaptacyjnych. Dzigki swojej
porowatej strukturze i obecno$¢ wyspecjalizowanych kanatéw transportowych, umozliwia
selektywny transport czasteczek do i z wnetrza komorki, zachowujac réwnowage
pomiedzy stabilnoscig strukturalng a dostgpnoscia molekularng. Peptydoglikan, inaczej
nazywany mureing, jest jedynym polimerem budujacym $ciang¢ komodrkowa bakterii
Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Sklada si¢ z nici glikanowych polaczonych
krotkimi peptydami, zawierajacymi reszty N-acetyloglukozaminy
i N-acetylomuraminianu, potaczone wigzaniem B-1,4-glikozydowym. Czg$¢ peptydowa,
przytaczona do N-acetylomuraminianu, zawiera zar6wno L-, jak i D-aminokwasy, i to
wlasnie w jej budowie wystepuja najwieksze roéznice migdzy typami bakterii. Zardwno
podjednostki peptydowe (peptydy rdzeniowe), jak i mostki miedzypeptydowe moga roznié
si¢ sktadem 1 strukturg pierwszorzgdowa. Synteza peptydoglikano u bakterii zachodzi
z udziatem biatek wigzacych penicyling (PBP, ang. penicillin-binding protein), takich jak
transglikozylazy oraz transpeptydazy. Sciana komorkowa bakterii Gram-dodatnich
charakteryzuje si¢ gruba, pojedynczag warstwa peptydoglikanu, ktora stanowi ponad 30%

jej sktadu. Oproécz peptydoglikanu zawieraja kwasy tejchojowe lub teichuronowe oraz
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biatka btonowe (dzialajace jak sensory i1 kanaly transportowe) oraz kapsularne
polisacharydy. Ich blona cytoplazmatyczna wewngtrzna Scisle przylega do warstwy
peptydoglikanu, a brak blony zewngtrznej sprawia, ze sa bardziej podatne na dziatanie
niektorych antybiotykow (Schleifer 2009). Dzigki grubej warstwie peptydoglikanu bakterie
Gram-dodatnie zatrzymuja fiolet krystaliczny podczas barwienia metoda Grama, co
pozwala na ich tatwg identyfikacj¢. Ich §ciana komodrkowa zawiera rowniez biatka btonowe
petniace funkcje sensoryczne i transportowe oraz kapsularne polisacharydy (Jubeh i in.
2020). Z kolei bakterie Gram-ujemne posiadajg bardziej ztozong, wielowarstwowg $ciang
komoérkowa, zawierajaca przede wszystkim lipopolisacharydy, fosfolipidy, lipoproteiny, w
ktérej peptydoglikan stanowi jedynie okoto 10% masy. Znajduje si¢ on pomigdzy blong
cytoplazmatyczng a btong zewnetrzng, zbudowana z dwuwarstwy fosfolipidowej (Schleifer
2009; Haddad i in. 2024). Ze wzgledu na obecnos$¢ btony zewnetrznej bakterie Gram-
ujemne s3 mniej podatne na dziatanie wielu antybiotykow i trudniejsze do barwienia
metodg Grama (Blair 1 in. 2015; Jubeh i in. 2020). Lipidy odgrywaja kluczowa role w
budowie bton komodrkowych zaréwno bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych.
Fosfolipidy skladaja si¢ z hydrofilowej gtowy (glicerol z grupa fosforanowa oraz choling
lub etanoloaming) oraz dwoch hydrofobowych tancuchoéw kwasow thuszczowych, ktore

odpychaja wode (Haddad i in. 2024).
1.2. Pierwsza linia obrony w walce z bakteriami

Antybiotyki s3 zwigzkami, ktore hamuja rozwoj mikroorganizmow lub sa dla nich
$miertelne. Moga one by¢ substancjami naturalnie produkowanymi przez mikroorganizmy
badz pozyskiwanymi syntetycznie. Przeznaczone sa gléwnie do zwalczania infekcji
bakteryjnych u ludzi oraz zwierzat poprzez zahamowanie rozwoju mikroorganizmow.
Cho¢ antybiotyki skutecznie eliminujg patogenne mikroorganizmy, nie wykazuja
toksyczno$ci wobec organizmu gospodarza. Niemniej jednak, ich dzialanie nie ogranicza
si¢ wytacznie do drobnoustrojow chorobotworczych — moga réwniez niszczy¢ korzystng
mikroflore, zwlaszcza t¢ zasiedlajaca jelita (Elvers i in. 2020). Istnieje kilka sposobow
klasyfikacji antybiotykow m.in. w zalezno$ci od ich struktury molekularnej, sposobu
dziatania czy organizmu, na ktory oddziatuja. Wigkszos$¢ systemow opiera si¢ na strukturze
chemicznej oraz sposobie oddziatywania, ktory dzieli si¢ na bakteriobdjczy oraz
bakteriostatyczny. Srodki bakteriobojcze zabijaja bakterie, w przeciwienstwie do srodkéw

bakteriostatycznych, ktore hamujg ich wzrost i namnazanie utatwiajac dziatanie systemowi
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immunologicznemu. Mechanizmy dziatania antybiotykéw obejmuja m.in. przerwanie
syntezy bialek, dezintegracj¢ kwasow nukleinowych czy uszkadzanie bton bakteryjnych
(Etebu & Arikekpar 2016; Haddad i in. 2024). Antybiotyki nalezace do tej samej klasy
strukturalnej wykazuja podobng toksyczno$¢ i efekty dziatania (Etebu & Arikekpar 2016).
Leki te przyczynity si¢ do spadku $miertelnosci wsrdd dzieci, wydluzeniu zycia i sa

nieodigcznym elementem operacji chirurgicznych oraz chemioterapii (Blair i in. 2015).

1.2.1. Podziatl antybiotykow ze wzgledu na strukturge chemiczng

Pierwszy podzial antybiotykow ze wzgledu na struktur¢ obejmowal antybiotyki beta-
laktamowe 1 nie beta-laktamowe. Obecnie wyr6zni¢ mozna dziewie¢ grup strukturalnych:
beta-laktamy, aminoglikozydy, makrolidy, chinolony, fosfomycyny, polimyksyny,
sulfonamidy, tetracykliny oraz glikopeptydy (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad i in. 2024).

AntybiotyKi beta-laktamowe

Wigkszo$¢ znanych antybiotykow nalezy do grupy beta-laktamowych, ktore
charakteryzuja si¢ obecnoscia czterech wigzan (-laktamowych w pierscieniu sktadajacym
si¢ z trzech atoméw wegla i1 jednego atomu azotu. Zaliczaja si¢ do nich penicyliny,
cefalosporyny, karbapenemy oraz monobaktamy. Penicyliny posiadaja dodatkowe
podklasy, wsrod ktérych wyrdznia si¢: penicyliny naturalne, penicyliny odporne na
penicylinaz¢, aminopenicyliny, penicyliny o dzialaniu przeciwko Pseudomonas
aeruginosa 1 penicyliny o rozszerzonym spektrum dzialania. Wszystkie antybiotyki beta-
laktamowe ingeruja w proces syntezy $ciany komorkowej bakterii prowadzac do jej
rozpadu i $mierci organizmu, poprzez wigzanie si¢ z biatkami wigzacymi penicyling (PBP,
ang. Penicillin-binding protein). Dziatanie antybiotykow [-laktamowych moze by¢
wzmacniane przez substancje hamujace p-laktamazy — enzymy Dbakteryjne
odpowiedzialne za rozklad wigzan B-laktamowych. Dzigki ich zastosowaniu bakterie staja
si¢ bardziej wrazliwe na terapi¢. Do takich inhibitorow naleza tazobaktam, kwas

klawulanowy oraz sulbaktam (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad 1 in. 2024).

Penicylina jest pierwszym odkrytym i opisanym antybiotykiem i nalezy do grupy beta-
laktamowcdéw nazwanej od jej nazwy penicylinami. Zaliczane sa do niej penicylina G,
penicylina V, oksacylina (dikloksacylina), metycylina, nafcylina, ampicylina,

amoksycylina, karbenicylina, piperacylina, mezlocylina i tykarcylina. W swojej strukturze
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maja rdzen skladajacy si¢ z pierScienia kwasu 6-aminopenicylanowego oraz innych
tanhcuchow bocznych. Prekursorem tej grupy, jak i wszystkich antybiotykdw jest penicylina
G, ktora zostata wyizolowana z grzyba Penicillium notatum. Obecnie jej zrédtem jest inny
gatunek, a mianowicie Penicilliun chrysogenum. Pomimo tego, ze sama penicylina ma
dosy¢ waski zakres dziatania inne antybiotyki z tej grupy takie jak ampicylina,
karbenicylina czy amoksycylina w swojej strukturze posiadajag dodatkowe boczne
tancuchy, dzigki ktéorym antybiotyki unikaja dziatania B-laktamaz oraz sa zdolne do
przemieszczania si¢ przez zewngtrzng btong $ciany komorkowej bakterii (Etebu &
Arikekpar 2016). Naturalne penicyliny sa skuteczne w zwalczaniu tlenowych bakterii
Gram-dodatnich, takich jak streptokoki, enterokoki oraz wybrane szczepy gronkowcow
niewytwarzajacych enzymu [-laktamazy. Syntetyczne odmiany penicylin oraz te o
rozszerzonym spektrum dziatania, umozliwiaja leczenie infekcji wywolanych przez
niektore bakterie Gram-ujemne, jak Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae czy

Escherichia coli, o ile nie wykazuja one opornosci (Miller 2002).

Rdzeniem kolejnej grupy antybiotykéw beta-laktamowych, czyli cefalosporyn, jest kwas
7-aminocefalosporanowy z dodatkowymi tancuchami bocznymi zawierajacymi pier§cienie
3,6-dihydro-2 H-1,3-tiazanowe, ktoére umozliwiajg im wigzanie si¢ z PBP, omijanie bariery
krew-mozg, oporno$¢ na dzialanie penicylinaz oraz jonizacj¢ ulatwiajaca wnikanie do
komorek bakterii Gram-ujemnych. Wyro6znia si¢ pie¢ generacji tych antybiotykéw, z czego
kazda kolejna byta bardziej efektywna w bakteriach Gram-ujemnych a ich pierwszy izolat

pozyskany zostat z grzyba Cephalosporium acremonium (Etebu & Arikekpar 2016).

Na tle innych grup antybiotykow beta-laktamowych monobaktamy wyrdzniaja si¢ pod
wzgledem strukturalnym. Ich pier§cien nie jest zwigzany z innymi bocznymi tancuchami
czy pierScieniami — stad stowo mono w nazwie. Jedynym reprezentantem tej grupy na
rynku komercyjnym jest Aztreonam, ktory dziata jedynie na aerobowe bakterie Gram-

ujemne (Etebu & Arikekpar 2016).

Ostatnia wyrdzniong podklasg antybiotykow beta-laktamowych s3a karbapenemy.
Stosowane sg one w walce z bakteriami, ktére poprzez syntez¢ enzymow niwelujacych
dziatanie antybiotykdw beta-laktamowych zyskiwaly na nie oporno$¢. Ta podklasa

antybiotykow opiera si¢ wlasciwos$ciom hydrolitycznym beta-laktamaz i ma szeroki zakres
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dziatania zar6wno wsrdd bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Pierwszym
karbapenemem byla tienamycyna, a innymi przykladami sg tez imipenem, meropenem i

ertapenem (Etebu & Arikekpar 2016).

Makrolidy
Antybiotyki nalezace do tej klasy charakteryzujg si¢ 14-, 15- lub 16-cztonowymi

makrocyklicznymi pier$cieniami laktozy z przytaczonymi deoksycukrami L-kladynozg i
D-dezozoaming. Pierwotnie wyizolowane zostaly z bakterii Streptomyces i naleza do
najwigkszej grupy naturalnych antybiotykow, jednakze produkuje si¢ je takze na drodze
potsyntezy. Sposobem dziatania makrolidow jest hamowanie procesu syntezy biatek,
zarowno jako $rodki bakteriobodjcze jak i bakteriostatyczne. Wigza si¢ z podjednostka
rybosomalng 50S uniemozliwiajac dalsze wydtuzanie fancuchow polipeptydowych. Do tej
grupy nalezy erytromycyna, azytromycyna i klarytromycyna. Makrolidy maja szersze
spektrum dzialania niz penicyliny a takze stanowig alternatywe dla pacjentow uczulonych
na penicyling (Etebu & Arikekpar 2016). Wykorzystuje si¢ je w leczeniu pozaszpitalnego
zapalenia pluc oraz ostrego zaostrzenia przewlektego zapalenia oskrzeli 1 sa aktywne
wobec S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, C. pneumoniae, M. pneumoniae oraz
gatunkach Legionella. Nowe makrolidy, takie jak azytromycyna, wykorzystuje si¢ takze w
przypadku chordb przenoszonych droga piciowa o podiozu bakteryjnym (Chlamydia
trachomatis, Haemophilus ducreyi) (Retsema & Fu 2001).

Tetracykliny

Antybiotyki tej klasy w swojej strukturze majg cztery pierScienie weglowodorowe.
Pierwszym naturalnym przedstawicielem pozyskanym na drodze fermentacji
promieniowcOw byta chlorotetracyklina (aurecomycyna). Ze wzgledu na metode
pozyskiwania tych zwigzkow wyroznia si¢ ich rézne generacje. Pierwsza generacja to
tetracykliny powstale w wyniku biosyntezy, czyli tetracyklina, chlorotetecyklina,
oksytetracyklina i demeklocyklina, druga generacja to takie, ktore sa powstaja na drodze
poOtsyntezy na przyktad doksycyklina, lymecyklina, meclocyklina, metacyklina,
minocyklina 1 rolitetracyklina, natomiast trzecia generacja produkowana jest w pehni
syntetycznie m.in. tygecyklina. Podobnie jak makrolidy, tetracykliny oddziatuja na proces
translacji uniemozliwiajac przylaczanie kolejnych aminokwaséw do tancuchow
polipeptydéw (Etebu & Arikekpar 2016). Lacza si¢ z podjednostkg rybosomalng 30S

blokujac mozliwo$¢ doprowadzenia aminoacylo tRNA do odpowiedniego miejsca na
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rybosomie. Ich dziatanie zazwyczaj jest bakteriostatyczne, jednakze opisano takze
przypadki ich aktywnos$ci bakteriobdjczej. Spektrum dziatania obejmuje szerokie grono

zaréwno bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych (Grossman 2016).

Chinolony
Antybiotyki te odkryte zostaty jako $rodki antymalaryczne, ktérych pierwowzorem byla

chinina, a ich pierwszym reprezentantem byt kwas nalidyksowy. Wyrdznia si¢ dwie gtowne
grupy, chinolony i naftyrydony, w ktorych znajduja si¢ m.in.: cynoksacyna, norfloksacyna,
ofloksacyna, cyproksacyna, temafloksacyna, sparfloksacyna czy enoksacyna. Ich
podstawowa struktura sklada si¢ z dwoch pierscieni, jednakze w najnowszej generacji
dodany =zostat jeszcze jeden pierScien, ktory poszerza spektrum dziatania tych
antybiotykow o bakterie anaerobowe. Ingeruja one w proces replikacji DNA i transkrypcji
u bakterii. (Etebu & Arikekpar 2016). Chinolony wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne
poprzez bezposredniag ingerencj¢ w proces replikacji DNA bakterii. Ich gtéwnym celem
molekularnym sa topoizomerazy typu Il — przede wszystkim gyraza DNA oraz
topoizomeraza IV — enzymy odpowiedzialne za utrzymanie struktury i funkcjonalnosci
nici DNA podczas replikacji, transkrypcji oraz rozdzielania zreplikowanych
chromosomoéw. Enzymy te umozliwiaja prawidtowe kopiowanie materiatu genetycznego
oraz jego segregacj¢ do komodrek potomnych. Chinolony zaktdcaja ten proces, co prowadzi
do zatrzymania replikacji i ostatecznie do $§mierci komorki bakteryjnej (Fabrega i in. 2009).
Chinolony maja szerokie spektrum dziatania zaréwno w$rod bakterii Gram-dodatnich, jak
1 Gram-ujemnych a i aktywno$¢ wobec poszczegdlnych gatunkéw zmieniata si¢ wraz z
rozwojem coraz nowszych reprezentantow tej grupy. Chinolony mozna podzieli¢ na cztery
zasadnicze grupy pod wzgledem zakresu dziatania i zastosowania klinicznego. Pierwsza
obejmuje starsze substancje wykorzystywane gtownie w leczeniu zakazen uktadu
moczowego — s3 one skuteczne wobec typowych bakterii Gram-ujemnych, przede
wszystkim wobec bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Druga grupa to leki o dziataniu
ogolnoustrojowym, takie jak cyprofloksacyna czy lewofloksacyna, ktére wykazuja wysoka
aktywno$¢ przeciwko drobnoustrojom Gram-ujemnym, w tym Pseudomonas aeruginosa,
ale ich skutecznos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich jest ograniczona. Trzecia kategoria
obejmuje zwigzki o szerokim spektrum dziatania, zdolne zwalcza¢ zarowno bakterie Gram-
ujemne, Gram-dodatnie, beztlenowe, jak i P. aeruginosa. Czwarta grupa to chinolony
ukierunkowane na infekcje drog oddechowych — skuteczne wobec Streptococcus

pneumoniae oraz patogenoéw atypowych, cho¢ mniej efektywne przeciwko P. aeruginosa.
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Niektére z nich, jak moksyfloksacyna, wykazuja dodatkowa aktywno$¢ wobec bakterii

beztlenowych (Andersson & MacGowan 2003).

Aminoglikozydy

Te zwiagzki pozyskiwane sa z bakterii glebowych Actimomycetes nalezacych do rodzajow
Streptomyces oraz Micromonospora 1 skladaja si¢ z 3-aminocukréw polaczonych
wigzaniami glikozydowymi. Pierwszym przedstawicielem tej klasy byta streptomycyna,
wyizolowana w 1943 roku ze szczepu Streptomyces griseus, ktora okazata si¢ by¢ wysoce
toksyczna dla ludzi. Zsyntetyzowano mniej toksyczne zwigzki o podobnych
wlasciwo$ciach, ktorymi sa gentamycyna, neomycyna, tobramycyna i amikacyna.
Podobnie do makrolidow 1 tetracyklin hamuja one synteze biatka poprzez wigzanie z
podjednostka rybosomalng (Etebu & Arikekpar 2016). Do wigzania dochodzi w miejscu A
podjednostki 30S co prowadzi do inkorporacji nieadekwatnych tRNA 1 utworzenia
nieprawidlowych bialek w efekcie pozbawiajac bakterie kluczowych elementoéw szlakow
metabilicznych. Wszyscy przedstawiciele tej grupy wykazuja aktywno$¢ przeciwko
bakteriom Gram-ujemnym, niektorym bakteriom Gram-dodatnim oraz Pseudomonas spp

(Becker & Cooper 2013).

Sulfonamidy

Antybiotyki te swoja nazwe zawdzig¢czaja obecnoscia grupy sulfonamidowej w swojej
strukturze i nalezg do grupy antybiotykow syntetycznych (Etebu & Arikekpar 2016; Ovung
& Bhattacharyya 2021). Sulfonamidy wykazuja szerokie spektrum dzialania
przeciwbakteryjnego, obejmujace przede wszystkim bakterie Gram-dodatnie oraz wybrane
Gram-ujemne, takie jak Klebsiella, Salmonella, Escherichia coli czy Enterobacter spp.
Jednoczesnie nie wykazuja aktywnosci wobec Pseudomonas aeruginosa i Serratia spp
(Ovung & Bhattacharyya 2021). Sulfonamidy dziataja poprzez hamowanie syntezy kwasu
foliowego w komorkach bakteryjnych, ktory jest niezbedny do produkcji DNA. Ich
struktura przypomina kwas p-aminobenzoesowy (PABA), naturalny substrat w szlaku
syntezy folianow. Dzigki temu sulfonamidy konkurencyjnie wiaza si¢ z enzymem
syntetazg dihydropteroanowa, zastepujac PABA i blokujac dalsze etapy syntezy — w tym
powstawanie dihydrofolianu i tetrahydrofolianu. Brak tetrahydrofolianu uniemozliwia
synteze DNA, co prowadzi do zahamowania wzrostu i podzialu komoérek bakteryjnych. W
efekcie sulfonamidy hamuja namnazanie bakterii, dlatego okresla si¢ je jako

bakteriostatyczne. Dodatkowo, w terapii czesto taczy si¢ je z trimetoprimem, ktory blokuje
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kolejny enzym — reduktaze¢ dihydrofolianowa — co jeszcze skuteczniej zatrzymuje
produkcje tetrahydrofolianu i replikacje DNA. Ich toksyczne dzialanie moze takze
wywolywac¢ skutki uboczne u leczonych pacjentdw, poniewaz zaburzenia w produkcji
tetrahydrofolianu moga prowadzi¢ do niedoboru grup metylowych niezbednych do
prawidlowej metylacji DNA. Taki mechanizm moze potencjalnie wplywa¢ na komorki
gospodarza, prowadzac do nieprawidlowosci w syntezie DNA, a nawet zwigkszonego

ryzyka karcynogenezy (Etebu & Arikekpar 2016; Ovung & Bhattacharyya 2021).

Glikopeptydy

Grupa tych antybiotykow dziata gtéwnie na bakterie Gram-dodatnie poprzez hamowanie
syntezy $ciany komoérkowe;j. Ich mechanizm polega na wigzaniu konca dipeptydowego D-
Ala-D-Ala prekursorow peptydoglikanu, co blokuje kluczowe reakcje transpeptydacji i
transglikozylacji, niezbedne do zbudowania warstwy peptydoglikanowej w $cianie
komoérkowej. Skutkuje to skutkuje zatrzymaniem syntezy peptydoglikanu i ostabieniem
struktury $ciany komérkowej, prowadzac do destabilizacji struktury komérkowej 1 $mierci
bakterii. Naturalne glikopeptydy, takie jak wankomycyna i teikoplanina, sa produkowane
przez promieniowce i charakteryzujg si¢ obecno$cig aromatycznych aminokwasow oraz
glikozylowanych reszt. Wykazuja one aktywnos$¢ wobec szczepdw Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes oraz enterokokow wrazliwych na wankomycyng. Polsyntetyczne
pochodne, m.in. oritawancyna, telawancyna i dalbawancyna, zostalty zmodyfikowane o
dodatkowe grupy hydrofobowe, co zwigksza ich zdolno§¢ zakotwiczenia w btlonie 1
rozszerza spektrum dzialania, obejmujac Clostridium difficile,  Streptococcus
pyogenes i Staphylococcus aureus, a takze szczepy oporne, takie jak MRSA, oporny na
wankomycyne S. aureus (VRSA, ang. vancomycin-resistant Staphylococcus aureus),
oporne na wankomycyne enterokoki (VRE, ang. vancomycin-resistant enterococci) oraz
szczepy wrazliwe, jakie jak wrazliwy na metycyling S. aureus (MSSA, ang. methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus), wrazliwe na wankomycyne enterokoki (VSE, ang.
vancomycin-susceptible enterococci). Niektore z nich wykazuja réwniez dodatkowe
dziatanie depolaryzacyjne na bton¢ komorkowa, co wzmacnia ich aktywnos$¢

przeciwbakteryjng (Binda i in. 2014)
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Oksazolidynony

Jest to najnowsza ze wspomnianych tu klas antybiotykdw. Ich sposéb dzialania nie jest
doktadnie opisany jednak ingeruja one w proces syntezy biatek u bakterii poprzez wigzanie
miejsca P w 50S podjednostce rybosomu. Maja szeroki zakres dzialania przeciwko
bakteriom Gram-dodatnim w tym: metycylino- i wankomycynoopornych streptokokom,
wankomycynoopornych enterokokom, penicylinoopornych pneumokokom oraz bakteriom

beztlenowym. Pierwszym antybiotykiem tej klasy byt linezolid (Etebu & Arikekpar 2016).

1.2.2. Podziatl antybiotykow ze wzgledu na mechanizm dzialania

Ze wzgledu na efekt dziatania antybiotykow wyrdznia si¢ antybiotyki bakteriobojcze np.:
penicylina, cefalosporyny, fluorochinolony i aminoglikozydy oraz §rodki bakteriobojcze,
do ktorych naleza m.in.: tetracyklina, klindamycyna i metronidazol. Wsr6d mechanizmow
dziatania antybiotykéw wyrdznia si¢ inhibicje¢ syntezy $ciany komorkowej, zaklocenie
struktury lub funkcjonowania btony komoérkowej, inhibicj¢ syntezy biatek, inhibicje
funkcjonowania i syntezy kwasoéw nukleinowych a takze blokowanie kluczowych $ciezek
metabolicznych. Kazda z klas antybiotykéw oddzialuje na bakterie w jeden lub wigcej

sposobow (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad i in. 2024).

Inhibicja syntezy Sciany komorkowej

Antybiotyki beta-laktamowe takie jak penicyliny, karbapenemy i cefalosporyny blokuja
mozliwo$¢ tworzenia wigzan peptydowych a co za tym idzie powodujg przerwanie sieci
peptydoglikanéw co ostabia catg strukturg¢ $ciany komorkowsa bakterii. Skutkuje to
wzmozong autoliz¢ w organizmach Gram-dodatnich, natomiast w bakteriach Gram-
ujemnych powoduje to reakcje przeciwzapalng. Glikopeptydy takze oddzialujg na $ciane
komodrkowa bakterii, te antybiotyki jednak uniemozliwiajg utworzenie wigzah w warstwie
peptydoklikanowej wiazac si¢ z czasteczkami peptydoglikanu, a co za tym idzie blokuja
uformowanie stabilnej struktury $ciany komorkowej (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad 1
in. 2024).

Inhibitorv funkcjonowania blony komorkowej

Klasy antybiotykow uszkadzajacych btony komoérkowe bakterii dzialaja selektywnie na
rézne grupy drobnoustrojow, poniewaz ich blony zawieraja odmienne lipidy.

Daptomycyna wykorzystuje obecno$¢ wapnia, aby zainicjowa¢ depolaryzacj¢ blony
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komoérkowej, co prowadzi do zahamowania syntezy makroczasteczek 1 jej
destabilizacji. Polimyksyny, natomiast, wywotuja rozpad btony bakteryjnej poprzez silne
wigzanie si¢ z lipidowa cze$cig lipopolisacharydu, co skutecznie niszczy strukturg

komorkowa patogendow (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad i in. 2024).

Inhibitory syntezy bialek/translacji

Do tej grupy zaliczanych jest najwiecej klas antybiotykow. Mozna je podzieli¢ na te, ktore
inhibuja jednostki 50S oraz te, ktore sg inhibitorami jednostek 30S. Przedstawicielami
pierwszej grupy s3 m.in.: erytromycyna, klindamycyna, linkomycyna, chloramfenikol czy
linezolid. Dziataja one poprzez blokowanie inicjacji translacji lub fazy wydtuzania
tancuchéw aminokwasowych. Inicjacje translacji zaktocaja np. oksazolidynony a w proces
elongacji ingeruja przedstawiciele makrolidow np. linkozamid i streptogramina.
Antybiotyki z grupy drugiej, blokujacej dziatanie podjednostek 30S, uniemozliwiaja
rybosomom dostep do aminoacylo-tRNA. Ten mechanizm dzialania wystepuje w
przypadku m.in.: tetracykliny, streptomycyny lub spektynomycyny. Antybiotyki réwniez
zaburzaja proces translacji, uniemozliwiajac prawidlowe funkcjonowanie miejsc A
(aminoacylo-tRNA), P (peptydylo-tRNA) oraz E (wyjSciowego). Dodatkowo moga
wplywac na etap dekodowania mRNA w rybosomie, ktory jest katalizowany przez jego
podjednostki 30S i/lub 50S. Bakteriostatyczne antybiotyki dziataja na hamowanie translacji
na etapie elongacji lub terminacji, natomiast $rodki bakteriobojcze blokuja jej inicjacje.
Wsrod antybiotykow wykorzystujacych te mechanizmy dziatania, jedynie aminoglikozydy
sa podklasa, ktora jest szeroko bakteriobdjcza. Pozostate, makrolidy, streptograminy,
spektynomycyna, tetracykliny i chloramfenikol dziataja zazwyczaj bakteriostatycznie,
jednak opisano przypadki, w ktorych np. chloramfanikol w sprzyjajacych warunkach dziata
takze bakteriobdjczo na niektore gatunki bakterii (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad 1 in.
2024).

Inhibitory syntezy kwasow nukleinowych

Antybiotyki, ktore ingeruja w synteze kwasow nukleinowych dzialaja poprzez blokowanie
replikacji lub wstrzymanie transkrypcji. Przyktadem antybiotykéw o tym mechanizmie
dzialania sg chinolony, ktore zaktocaja dzialanie enzymu rozplatajacego podwodjna helise
DNA, helikazy, co skutkuje zahamowaniem procesu replikacji kwasu
deoksyrybonukleinowego. Innym mechanizmem dziatania tej klasy antybiotykdéw jest

zaburzenie pracy polimerazy RNA co wstrzymuje jego transkrypcje. Chinolony, ktorych
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celem jest polimeraza RNA nie ingeruja w dzialanie ludzkiej polimerazy RNA, co czyni je

specyficznymi w walce z bakteriami (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad i in. 2024).

Antymetabolity

Sulfonamidy i trimetoprim wykazuja struktur¢ nasladujaca substraty kluczowe dla
metabolizmu komorkowego bakterii, co prowadzi do ich konkurencyjnego wigzania przez
enzymy bakteryjne zamiast wilasciwych czasteczek. Mechanizm ten zakldca istotne
procesy biochemiczne mikroorganizméw. Sulfonamidy dzialaja jako analogi
tetrahydrofolianu, ktory odgrywa zasadnicza rol¢ w syntezie kwasu foliowego,
niezbednego dla metabolizmu kwaséw nukleinowych i aminokwasow. W wyniku tego
procesu dochodzi do zaburzenia produkcji DNA i RNA, co prowadzi do zahamowania
wzrostu 1 podziatu komorek bakteryjnych. Ten mechanizm czyni sulfonamidy skutecznymi
srodkami przeciwbakteryjnymi, wykorzystujacymi strategic blokowania szlakow
metabolicznych poprzez strukturalne podobienstwo do naturalnych substratow. Innymi
istotnymi procesami metabolicznymi, ktore sg celem dla antybiotykdéw sg m.in.: biosynteza

izoprenoidow czy kwasow ttuszczowych (Etebu & Arikekpar 2016; Haddad 1 in. 2024).
1.3. Odpowiedz bakterii na stosowane leki

W reakcji na stosowanie antybiotykéw bakterie rozwingty mechanizmy obronne,
neutralizujace ich dziatanie, ktore moga by¢ przekazywane pomig¢dzy bakteriami nie tylko
w mutacjach genowych, ale takze na zasadzie horyzontalnego transferu genow (HTG),
chociazby z udziatem plazmidéw i innych elementéw pozagenomowych. Dynamiczne
przystosowywanie si¢ bakterii do kolejnych strategii terapeutycznych prowadzi do ciaglej
ewolucji opornosci, utrudniajacej skuteczne zwalczanie zakazen przy uzyciu dostgpnych

srodkéw przeciwdrobnoustrojowych (Blair i in. 2015).

1.3.1. Rodzaje antybiotykoopornosci

Mechanizmy antybiotykoopornosci, ktore bakterie moga pozyskaé, mozna podzieli¢ na
trzy grupy. Pierwsza z nich stanowi kontrola wewnatrzkomoérkowego stezenia antybiotyku,
realizowana poprzez aktywne wypompowywanie czasteczek leku z komorki lub
ograniczenie ich naptywu przez zmiany w strukturze bton. Druga grupe stanowia
modyfikacje miejsc docelowych dziatania antybiotykow — bakterie moga zmieniaé

strukture celow molekularnych, co utrudnia wigzanie leku bez utraty funkcji biologiczne;j.
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Trzeci mechanizm polega na bezposredniej modyfikacji samego antybiotyku, co
uniemozliwia jego dziatanie terapeutyczne. Wspotwystepowanie tych strategii znaczaco
utrudnia skuteczne leczenie zakazen i sprzyja rozwojowi opornosci wielolekowej (Blair 1

in. 2015).

1.3.1.1. Kontrola wewngtrzkomorkowego stezenia antybiotyku

Pierwszy z mechanizmow oparty jest o minimalizowanie wewnatrzkomorkowego stezenia
antybiotyku poprzez obnizanie jego wnikania do wngtrza bakterii lub jego aktywnego
usuwanie. Ze wzgledu na budowg, bakterie Gram-ujemne wykazuja naturalnie nizsza
przepuszczalno$¢ dla wielu antybiotykdw w poréwnaniu do bakterii Gram-dodatnich.
Wynika to z obecnosci blony zewngtrznej, ktora stanowi barier¢ ograniczajaca przenikanie
substancji do wnetrza komorki. Hydrofilowe antybiotyki moga przechodzi¢ przez t¢
warstwe jedynie poprzez dyfuzje przez kanaly btonowe. Jednym ze sposobdéw, w jaki
bakterie Gram-ujemne rozwijaja oporno$¢ na antybiotyki, jest zmniejszenie ekspresji
kanatéw btonowych lub ich zastgpienie bardziej selektywnymi kanatami transportowymi.
Dzigki temu ograniczaja wnikanie lekow do wnetrza komorki, co znaczaco obniza ich
skuteczno$¢. Przyktadowo u bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. 1
Acinetobacter spp. redukcja ilosci kanatow btonowych znaczaco przyczynia si¢ do
opornosci na karbapenemy i cefalosporyny co utrudnia leczenie zakazen i wzmaga ich
rozZwoj.

Innym mechanizmem zmniejszania stezenia antybiotyku wewnatrz bakterii jest jego
aktywne usuwanie za pomocg tzw. pomp wyptywowych (ang. efflux pumps). Te systemy
transportowe skutecznie eliminujg liczne substancje przeciwbakteryjne, przyczyniajac si¢
do odporno$ci u bakterii Gram-ujemnych. Niektore pompy maja wysoka specyficznosé
substratowa, podczas gdy inne moga usuwac szerokg game substancji o rdznej strukturze
chemicznej. Te, ktére przyczyniajg si¢ do opornosci na wiele lekéw (MDR — ang. multidrug
resistance efflux pumps) stanowiag powazne zagrozenie w leczeniu zakazen bakteryjnych.
Geny kodujace pompy s3 powszechnie obecne u bakterii na w chromosomowym DNA,
jednak niektére z nich ulegaja ekspresji z mobilnych elementéw genomowych jak
plazmidy, ktére sa transferowalne pomigdzy komodrkami, umozliwiajac szybkie
rozprzestrzenianie mechanizméw opornosci wsrod patogenow klinicznych. Transkrypcja
genow kodujacych pompy jest kontrolowana przez regulatory lokalne, ktore sa kodowane
bezposrednio obok tych genoéw, oraz regulatory globalne, ktére wpltywaja na wiele

procesow komorkowych. Wysoki poziom ekspresji genow tych kanatow obserwowany u

23



bakterii opornych na wiele antybiotykow czgsto wynika z mutacji w obrgbie genow
nalezacych do sieci regulujacej ich transkrypcje. Wzrost ekspresji pomp odptywowych
moze rowniez nastapi¢ wskutek indukcji w odpowiedzi na bodZzce $rodowiskowe,
szczegdlnie w warunkach wymagajacych aktywnego usuwania szkodliwych substancji z
komorki bakteryjnej. Bakterie o nadmiernej ekspresji pomp efluksowych, w tym
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa 1 Staphylococcus aureus, byly
identyfikowane u pacjentow juz od lat 90. XX wieku. Mechanizm aktywnego usuwania
antybiotykow przez pompy odptywowe stanowi jedno z najwazniejszych wyzwan w terapii
zakazen bakteryjnych. Nadmierna ekspresja tych struktur transportowych, mutacje
regulacyjne oraz mozliwo$¢ horyzontalnego transferu genéw opornosci na plazmidach
czynig mechanizm aktywnego usuwania antybiotykow jednym z kluczowych czynnikow
przyspieszajacych rozwdj antybiotykoopornosci w populacjach bakteryjnych (Blair i in.
2015).

1.3.1.2. Modyfikacje miejsc docelowych dla antybiotykow

Mechanizm drugiej grupy antybiotykoopornych bakterii polega na genetycznych
mutacjach lub potranslacyjnych modyfikacjach miejsc docelowych dla antybiotykow.
Zmiany w strukturze celu, ktére uniemozliwiaja efektywne wigzanie antybiotyku, przy
jednoczesnym zachowaniu jego pierwotnej funkcji biologicznej, moga prowadzi¢
do rozwoju opornosci. Niektore geny kodujace cele antybiotykéw wystepuja w wielu
kopiach. Przykladem jest linezolid — pierwszy oksazolidynonowy antybiotyk. Dziala on
na podjednostke 23S rRNA rybosomu bakterii Gram-dodatnich, ktorej geny wystepuja
w wielu identycznych kopiach. W trakcie leczenia mutacja w jednej z tych kopii prowadzi
do wyselekcjonowania opornych szczepow Streptococcus pneumoniae i Staphylococcus
aureus, a nastepnie do czgstych rekombinacji mi¢dzy homologicznymi allelami, co szybko
sprzyja dominacji mutanta w populacji bakteryjne;.

Kolejnym przykladem jest mechanizm opornos$ci na polimyksyny, ktore sa cyklicznymi
peptydami o hydrofobowych ogonach. Zwiazki te skutecznie dzialaja na
bakterie Gram-ujemne poprzez wigzanie si¢ z lipopolisacharydem (LPS) btony
zewngtrznej 1 destabilizacje obu bton komodrkowych. Najczgstszym mechanizmem
opornos$ci jest modyfikacja struktury lipidu A, kluczowego sktadnika LPS, co prowadzi
do obnizenia powinowactwa polimyksyn do blony komorkowej bakterii. Zmiany w
strukturze blony komorkowej bakterii sg takze mechanizmem opornosciowym na dziatanie

daptomycyny w Staphylococcus aureus. Daptomycyna dziala na bakterie Gram-dodatnie,
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zaktocajac struktur¢ ich btlony cytoplazmatycznej poprzez wigzanie z anionowymi
fosfolipidami i w obecnosci jonéw wapnia wnika do btony, powodujac jej depolaryzacje
co prowadzi do $mierci komorki. Opornos¢ na daptomycyne u S. aureus wynika z mutacji
w genie mprF kodujacym czynnik opornosci na wiele peptydow (MprF, ang. multiple
peptide resistance factor), ktora prowadzi do zmian w strukturze btony komodrkowe;,
zmniejszajac skuteczno$¢ wigzania antybiotyku (Blair 1 in. 2015). Mutacja w genie mprF
prowadzi do nasilonej lizynylacji fosfatydyloglicerolu, co skutkuje zwigkszong produkcja
dodatnio naladowanego lizynofosfatydyloglicerolu, ktory jest nastgpnie przemieszczany
przez domenge flipazy MprF na zewngtrzng warstwe blony komorkowej, zwigkszajac jej
dodatni tadunek powierzchniowy i tworzac barier¢ elektrostatyczng, ktéra ogranicza
wigzanie daptomycyny i sprzyja opornosci (Thitiananpakorn i in. 2020).

Innym przyktadem nabycia opornosci jest suplementacja celu antybiotyku poprzez nabycie
genu homologicznego do pierwotnego celu. W przypadku metycylinoopornego
Staphylococcus aureus (MRSA) mechanizm ten polega na przysposobieniu genu mecA
kodujacego biatko niewrazliwe na B-laktamy, ktére umozliwia syntez¢ $ciany komorkowej
pomimo zahamowania aktywnosci natywnego odpowiednika tego biatka.

Bakterie w odpowiedzi na antybiotyki wykorzystuja takze mechanizmy epigenetyczne.
Przyktadem jest metylacja czasteczki 16S rRNA, ktora uniemozliwia wigzanie i dziatanie
makrolidow, linkozamidow 1 streptogramin lub obecno$¢ metylotransferazy warunkujacej
opornos¢ na fenikole, pleuromutiliny, streptograminy, linkozamidy i oksazolidynony
poprzez metylacje 23S rRNA. Takze oporno$¢ na aminoglikozydy warunkowana jest
metylacja rybosomu, ktory stanowi miejsce docelowe dla tej grupy antybiotykow. Jednym
ze sposobow opornosci na chinolony jest modyfikacja miejsca docelowego dziatania leku
— enzymoéw topoizomerazy IV 1 gyrazy DNA. Geny gnr, koduja biatka (PRP,
ang. pentapeptide repeat proteins), ktore wiaza si¢ z tymi enzymami. PRP oddziatuja
z kompleksem enzym-lek juz po zwigzaniu chinolonu, utatwiajac jego odtaczenie, dzieki

temu enzymy odzyskuja aktywno$¢ i moga kontynuowac ligacj¢ DNA (Blair i in. 2015).
1.3.1.3. Modyfikacja antybiotykow przez bakterie

Bakterie moga réwniez niszczy¢ lub modyfikowa¢ antybiotyki, przeciwdziatajac ich
skutecznos$ci. Zidentyfikowano tysigce enzymow, ktore potrafig rozktada¢ i modyfikowaé
antybiotyki réznych klas, w tym B-laktamy, aminoglikozydy, fenikole i makrolidy.
Niektoére z tych enzymdéw maja szerokie spektrum dzialania i mogg neutralizowa¢ roézne

antybiotyki w obrgbie tej samej klasy. W przypadku p-laktamow, takich jak penicyliny,

25



cefalosporyny, klawaminy, karbapenemy i monobaktamy, ich rozktad jest przeprowadzany
przez B-laktamazy, ktorych zakres aktywnosci ewoluowal wraz z pojawieniem si¢ nowych
antybiotykdw o ulepszonych wlasciwosciach. Poczatkowe p-laktamazy, skuteczne
przeciwko antybiotykom pierwszej generacji, zostaly zastgpione przez [-laktamazy
o rozszerzonym spektrum dziatania (ESBLs, ang. extended-spectrum p-lactamases), ktore
neutralizuja oksymino-cefalosporyny. Wzrost liczby bakterii przenoszacych geny
ESBLs spowodowal wzrost klinicznego zastosowania karbapeneméw, co z kolei
przyczynito si¢ do pojawienia si¢ karbapenemaz — enzymow o rozszerzonym spektrum
dziatania zdolnych do hydrolizy zar6wno karbapenemow, jak i cefalosporyn. Z kolei
obecno$¢ roznorodnych ESBLs oraz karbapenemaz doprowadzita do powstania szczepow
opornych na wszystkie antybiotyki B-laktamowe, stanowigcych powazne wyzwanie
w leczeniu zakazen bakteryjnych. Bakterie wykorzystuja enzymy takze w celu
zmniejszenia powinowactwa antybiotyku do jego celu poprzez dodanie dodatkowych grup
chemicznych do struktury leku. Transferowane moga by¢ rézne grupy, m.in.: acylowa,
fosforanowa, nukleotydylowa i rybitoilowa. Przyktadem tak zwalczanych antybiotykdéw sa
aminoglikozydy. Sa one podatne na modyfikacje enzymatyczne, poniewaz ich duze
czasteczki zawierajg odstonigte, liczne grupy hydroksylowe i amidowe, co czyni je celem
dla enzymow bakteryjnych. Wyrodznia si¢ trzy gtowne klasy enzymow modyfikujacych
aminoglikozydy: acetylotransferazy,  fosfotransferazy =~ 1  nukleotydylotransferazy

(Blair i in. 2015).

1.3.2. Rozwoj opornosci wielolekowej na przyktadzie Staphylococcus aureus

Na podstawie aktualnych danych opublikowanych przez Naghavi i1 wspotautorow
w The Lancet (2024) szacuje si¢, ze w 2021 roku na §wiecie co roku ponad 1 milion 0s6b
umiera bezposrednio wskutek infekcji wywotanych przez antybiotykooporne
drobnoustroje, a ponad 4,7 miliona zgondw pozostaje z nimi zwigzanych posrednio. Na
przestrzeni trzech dekad najwigkszy globalny wzrost liczby zgondéw — zaréwno
przypisywanych bezposrednio opornos$ci bakterii, jak i zwigzanych z ta opornosciag —
zaobserwowano w przypadku szczepow Staphylococcus aureus opornych na metycyling:
od ~261000 zgondéw zwigzanych z opornoscig i ~57200 zgonow przypisywanych
bezposrednio MRSA w 1990 roku, do odpowiednio ~550 000 i ~130 000 zgonéw w roku
2021 (Naghavi i in. 2024). Co wigcej, mimo poglebiajacej si¢ skali opornosci, rozwdj

nowych antybiotykow o odmiennym mechanizmie dzialania pozostaje znaczaco
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ograniczony, co dodatkowo komplikuje skuteczng terapi¢ infekcji w warunkach
klinicznych (Blair i in. 2015). Najbardziej znanym mechanizmem wymiany genow
pomiedzy bakteriami, ktory pozwala im na szybkie zmiany genomu jest horyzontalny
transfer gendw (HGT, ang horizontal gene transfer). Geny zwigzane
z antybiotykoopornoscig sa zazwyczaj kodowane u bakterii na mobilnych elementach
genetycznych — plazmidach, ktére bakterie moga wymienia¢ pomiedzy sobg (Palmer i in.

2010).

Gronkowiec zlocisty (Staphylococcus aureus) jest Gram-dodatnig bakterig typu
Firmicutes, rodzaju Staphylococcus 1 klasy Bacilli (Lee i in. 2018). Bakteria ta u ludzi
wystepuje najczesciej na skorze oraz btonie $luzowej wjamie nosowo-gardlowej
i powszechnie przyczynia si¢ do rozwoju zakazen szpitalnych i1 pozaszpitalnych
(Palmeriin. 2010; Lakhundi & Zhang 2018). Jest jednym z reprezentantow grupy
ESKAPE, czyli grupy bakterii najistotniejszych pod wzgledem infekcji i opornosci
wielolekowe;j. S. aureus dzigki $wietnemu dostosowaniu do warunkoéw $rodowiskowych
wytworzyl oporno$¢ na niemal wszystkie uzywane antybiotyki (Tabela 1)
(Mlynarczyk-Bonikowska 1 in. 2022). W $rodowisku szpitalnym nabywanie
antybiotykoopornosci zachodzi zdecydowanie szybciej ze wzglgdu na wzmozong
ekspozycje bakterii nakonkretne antybiotyki, stymulujaca przyspieszong selekcje
szczepow opornych. Jednym z najczesciej spotykanych jest szczep S. aureus oporny na
metycyline, ktérego infekcje moga prowadzi¢ do powaznych powiktan, a nawet $§mierci

zarazonego (McCallum i in. 2010; Lakhundi & Zhang 2018; Crafti in. 2019).

Tabela 1. Antybiotykooporne szczepy gronkowca zlocistego (Lakhundi & Zhang 2018;
Mlynarczyk-Bonikowska i in. 2022).

Linia Opis

MRSA ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus — gronkowiec

zlocisty oporny na wszystkie antybiotyki B-laktamowe

HA-MRSA ang. hospital-acquired MRSA — szpitalny MRSA, pdzniej nazwe
(HCA-MRSA) rozszerzono do MRSA zwigzany z opiekg zdrowotng (ang. health
care-associated MRSA)
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CA-MRSA

szczep MRSA zwigzany z infekcjami poza szpitalnymi
(ang. community acquired) - opornos¢ na mniejsza liczbe

antybiotykow spoza grupy B-laktamow niz HA-MRSA

LA-MRSA

ang. livestock-associated MRSA — wystepujacy u zwierzat
hodowlanych

VISA / VRSA

ang. vancomycin intermediate S. aureus — szczep o posredniej
wrazliwosci na  wankomycyneg, ktéry nastgpnie  zostat
sklasyfikowany jako gronkowiec ztocisty oporny na wankomycyne

(ang. vancomycin-resistant S. aureus)

GISA

ang. glycopeptide intermediate S. aureus — szczep o posredniej

wrazliwos$ci na glikopeptydy

1.3.2.1. Rozwoj antybiotykoopornych szczepow gronkowca zlocistego

Antybiotykooporno$¢ gronkowca zlocistego sigga lat 60-tych, kiedy po praz pierwszy
opisano lini¢ gronkowca ztocistego opornego na metycyling. Szczep ten oporny jest na
wszystkie antybiotyki beta-laktamowe, a dzigki obecno$ci transferowalnych wysp
genomowych zyskal takze oporno$¢ na aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy,
streptograminy B i tetracykliny. W latach 70-tych i 80-tych do walki z MRSA
wykorzystano cefalosporyny, co skutkowalo rozwojem szczepéw opornych takze na te
leki. Wankomycyna przez dtugi czas stanowita podstawowy s$rodek terapeutyczny, a w
przypadkach szczegolnie trudnych byta stosowana jako lek ostatniej szansy w leczeniu
cigzkich infekcji wywolanych przez szczepy MRSA. Ze wzgledu na szerokie spektrum
dziatania wobec Staphylococcus aureus opornego na metycyling, wykorzystywana byta
zarowno w leczeniu empirycznym, jak i jako terapia celowana. Pod koniec XX wieku
pojawity si¢ szczepy posrednio oporne na wankomycyn¢ (VISA) oraz glikopeptydy
(GISA), z czego VISA aktualnie klasyfikowany jest juz jako szczep oporny na
wankomycyng, pierwszy raz opisany w na poczatku XXI wieku. W 2006 roku po raz
pierwszy wykryto w gronkowcach integrony klasy I, ktore wezesniej byty znane jedynie w
bakteriach Gram-ujemnych. W tych integronach opisano kasety genowe, ktore determinujg
opornos¢ na rozne antybiotyki: streptomycyne (aadA2, aadA5), chloramfenikol (cmlA1)
i trimetoprim (dfrA12, dfrl7) (Lakhundi & Zhang 2018; Mlynarczyk-Bonikowska i in.
2022). Z dostgpnych badan wynika, ze kolonizacja zwierzgt gospodarskich
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1 towarzyszacych przez Staphylococcus aureus moze stanowi¢ zrédto transmisji patogenu
do czltowieka. Zjawisko to ma istotne znaczenie epidemiologiczne, poniewaz potwierdza
mozliwo$¢ miedzygatunkowego przenoszenia szczepéw bakteryjnych — w tym roéwniez
tych wykazujacych oporno$¢ na antybiotyki. Zwierzgta moga petnié role rezerwuardéw
S. aureus, co prowadzi do rozszerzenia puli genéw opornosci w populacjach poza
szpitalnych 1 zwigksza ryzyko infekcji trudnych w leczeniu zaréwno u ludzi, jak i u

zwierzat (Lakhundi & Zhang 2018).

1.3.2.2. Charakterystyka szczepu MRSA

Pierwsze wzmianki o szczepie gronkowca ztocistego opornego na metycyling pojawity si¢
w latach 60-tych XX wieku, krotko po tym jak wprowadzono ten antybiotyk do uzytku.
Szczep ten szybko i1 globalnie stat si¢ jedng z najbardziej powszechnych przyczyn
szpitalnych infekcji bakteryjnych. Zakazenie MRSA pacjenci przechodza w sposob
zréznicowany, od bezobjawowych infekcji goérnych drég oddechowych po wysoce
inwazyjne zapalenia konczace si¢ $miertelnie. Metycylina nalezy do grupy
potsyntetycznych antybiotykéw P-laktamowych a jej dziatanie polega na blokowaniu
aktywno$ci enzymatycznej biatek wigzacych penicyling (PBP) odpowiedzialnych za
formowanie stabilnej warstwy peptydoglikanowej w $cianie komorkowej bakterii.
Mechanizm, ktory niweluje dzialanie metycyliny opiera si¢ na produkcji dodatkowego
biatka PBP2, ktore strukturalnie i funkcjonalnie odpowiada PBP. Swoja opornos¢ na
metycyling oraz wigkszo$¢ antybiotykow B-laktamowych, gronkowiec zlocisty zawdzigcza
transferowalnej wyspie genomowej (Gl, ang. genomic island) - gronkowcowej kasecie
chromosomowej SCCmec (ang. staphylococcal chromosomal cassette mec) kodujacej
geny mecA 1 mecC, pozyskanej] w wyniku horyzontalnego transferu genéw. Wyspy te
zawieraja wiele mobilnych elementow genomowych dzigki temu szczep ten z tatwoscia
zyskuje takze oporno$¢ na inne klasy antybiotykdéw co czyni go bardziej niebezpiecznym,
zwlaszcza w Srodowiskach wysokiej presji selekcyjnej za strony antybiotykow, jak
szpitale.

Wyréznia si¢ wiele klonow S. aureus, czyli szczepow, ktore sg na tyle do siebie podobne,
ze istnieje prawdopodobienstwo, ze rozwingly si¢ z tego samego przodka. Czes$¢ z nich jest
charakterystyczna dla konkretnego polozenia geograficznego stad wyrdznia si¢ mi¢dzy
innymi klony europejskie, afrykanskie, amerykanskie czy azjatyckie. Uwaza si¢, Ze istniejg
przynajmniej dwie mozliwe drogi rozprzestrzeniania MRSA, poprzez przenoszenie

obecnych, opornych klonéw lub poprzez pozyskiwanie wspomnianej juz kasety
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chromosomowej SCCmec przez szczep wrazliwy na metycyling MSSA. Oporno$¢ na
metycyling uzyskaty zar6wno patogeny ludzkie jak i zwierzece. Podstawowym obszarem
kolonizacji gronkowca jest jama nosowa, jednak dobrze tez rozwija si¢ w gardle oraz
kroczu. Do krwi przenika¢é moze poprzez rany lub podczas zabiegdbw medycznych
naruszajacych ciggtos¢ skory. W poréwnaniu do innych bakterii kolonizujacych nos S.
aureus nie potrzebuje duzej ilosci substancji odzywczych do przezycia, przez co jest lepiej
przystosowany do namnazania w tym S$rodowisku. Gronkowiec zlocisty posiada duzo
czynnikow wirulencji, ktore czgsto znajduja si¢ na ruchomych elementach genomu,
skutkujac znaczacg zmienno$cig pomigdzy liniami, klonami czy szczepami (Lee i in. 2018;

Lakhundi & Zhang 2018; Craft i in. 2019; Mlynarczyk-Bonikowska i in. 2022).

1.3.2.3. Mechanizmy antybiotykoodpornosci S. aureus

Opornos¢ na antybiotyki beta-laktamowe

Szczepy bakterii MRSA sg oporne na prawie wszystkie beta-laktamowe antybiotyki, z
wyjatkiem dwoch: ceftobiprolu i ceftaroliny. Gronkowiec ztocisty wypracowal kilka
mechanizmoéw w walce z antybiotykami beta-laktamowymi, ktore swoje dzialanie kieruja
na biatka wigzace penicyliny bedace kluczowe w syntezie peptydoglikanow. W
odpowiedzi na antybiotyki bakterie wprowadzaja mutacje w PBP, wytwarzaja dodatkowe
PBP, np. PBP2A oraz syntetyzuja enzymy, beta-laktamazy, ktore rozrywaja wigzania w
pierScieniach B-laktamowych antybiotykéw. Enzymy te kodowane sa przez gen blaZ,
zwykle znajdujacy sie¢ w operonie blal-blaR 1-blaZ, ktéry pozyskiwany jest przez bakterie
poprzez plazmidy i transpozony. W normalnych warunkach antybiotyki beta-laktamowe
wigza si¢ z PBP, blokujac jego funkcje transpeptydazowa i prowadzac do przerwania
tworzenia sieci peptydoglikanu. W efekcie komorka bakteryjna staje si¢ niestabilna
osmotycznie 1 ulega lizie, co prowadzi do jej $mierci. Jednak w szczepach MRSA
posiadajacych dodatkowe biatko PBP2A o zmniejszonym powinowactwie do
antybiotyku, przejmuje ono funkcje¢ transpeptydazy 1 =zapewnia dalszg syntezg
peptydoglikanu, co pozwala bakteriom na przetrwanie pomimo dzialania antybiotykow i
blokowania biatka PBP. Synteza tego bialka zwigzana jest z obecnos$cia operondw mecl-
mecR1-mecA lub meclc-mecR1c-mecC albo operonu AmecRI-mecA zlokalizowanych w
SCCmec, ktore odpowiadaja za ekspresje genu mecA. Opisano 14 gtownych typow
gronkowcowej kasety chromosomowe;.

Niektoére szczepy S. aureus wykazuja opornos¢ na beta-laktamy, mimo braku typowego

mechanizmu opartego na mecA. W szczepach S. aureus o zmodyfikowanym biatku
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wigzacym penicylinge (MODSA, ang. modified penicillin-binding protein S. aureus) lub
metycylinoopornych z brakujacym mec (MRLM, ang. methicillin-resistant lacking mec)
rzadkie mutacje w genach PBP2 i PBP4 moga powodowa¢ oporno$¢ na oksacyling,
poprzez nadprodukcj¢ zmienionego PBP4, ktére omija mechanizm dziatania
antybiotykow. W  szczepach MSSA i MRSA mutacje wPBP4 1 PBP2A byty
odpowiedzialne za opornos$¢ na ceftobiprol i ceftaroling. W MRSA, oporno$¢ na te leki
wynikata bezposrednio z mutacji w mecA, modyfikujacych kluczowe domeny wigzace
penicyling (BND, ang. penicillin-binding domain) oraz inne rejony biatka PBP2A (Craft i
in. 2019; Mlynarczyk-Bonikowska i in. 2022).

Opornos¢ na glikopeptydy i lipoglikopeptydy

Antybiotyki z grup gliko- i lipoglikopeptydéw takze hamuja synteze peptydoglikanu i sg
bakteriobdjcze, jednak majag odmienny mechanizm dziatania od beta-laktaméw. Formuja
one wigzania z dipeptydem D-Ala-D-Ala w prekursorze peptydoglikanu, co odbywa si¢
poza blong cytoplazmatyczng komorki. Ponadto lipoglikopeptydy wiaza si¢ z blong
cytoplazmatyczng powodujac jej depolaryzacj¢ i prowadzac do $mierci komoérki. Opornosé
na glikopeptydy u gronkowca ztocistego uwarunkowana jest obecnoscig operonu VanA,
kodujacego przynajmniej siedem gendw, ktdre zapewniaja oporno$¢ na wankomycyne i
teikoplanine. Operon ten zostat przysposobiony w MRSA w postaci transpozonu
pozyskanego na plazmidzie. Geny Van warunkuja zmiany w dipeptydach D-Ala-D-Ala
przez co uniemozliwiaja wankomycynie wigzanie z monomerami prekursorow
peptydoglikanowych taficuchow i wstrzymanie syntezy §ciany komorkowe;j. Taka odmiana
gronkowca nazywana jest oporng na wankomycyn¢ - VRSA (Rubinstein & Keynan 2014;
Mlynarczyk-Bonikowska i in. 2022).

Opisano takze szczepy gronkowca zlocistego opornego na oksazolidynony, makrolidy,
linkozamidy, ketolidy 1 streptograminy B, aminoglikozydy, spektynomycyne,
fluorochinolony, tetracykliny, mupirocyng, kwas fusydowy, daptomycyne, streptograminy
A, chinuprystyny-dalfoprystyny, ryfampicyne, chloramfanikol, fosfomycyng i trimetoprim
(Mlynarczyk-Bonikowska i in. 2022). Zdolno$¢ bakterii do szybkiej adaptacji sprawia, ze
pomimo dostgpnosci antybiotykow nowej generacji, takich jak deptomycyna,
wankomycyna i linezolid, nieustannie pojawiaja si¢ kolejne izolaty MRSA dla ktorych nie

ma skutecznej metody leczenia (Craft i in. 2019).

31



1.4. Translacja jednym z podstawowych procesow w cyklu

zycia bakterii

Translacja stanowi jeden z fundamentalnych proceséw komoérkowych, umozliwiajacych
przeksztalcenie informacji genetycznej zawartej w mRNA w funkcjonalne biatka, ktore
petnia réznorodne role strukturalne i enzymatyczne. Proces ten, zachodzacy w rybosomach
jest nie tylko precyzyjnie regulowany, ale rowniez wyjatkowo energochtonny (Ingolia i in.
2019). U bakterii translacja przebiega wedtug schematu obejmujacego inicjacje, elongacje
oraz terminacj¢. Kazdy z tych etapéw wymaga udziatu specyficznych czynnikow
molekularnych 1 precyzyjnej koordynacji, co czyni translacj¢ jednym z najbardziej
ztozonych mechanizmow w cyklu zycia komorki (Rycina 1). Zrozumienie mechanizméw
molekularnych lezacych u podstaw funkcjonowania komorki bakteryjnej, w tym proceséw
takich jak translacja, jest kluczowe dla opracowania nowych strategii terapeutycznych.
Postep w technikach biologii molekularnej, takich jak sekwencjonowanie RNA czy analiza

strukturalna rybosoméw, pozwala na coraz dokladniejsze opisanie tych procesow.

1.4.1. Przebieg translacji u bakterii

Translacja to ostatni etap ekspresji genu, podczas ktorego sekwencja kodujaca mRNA
zostaje przettumaczona na sekwencje aminokwaséw w biatku. Proces ten jest dynamiczny
i sklada si¢ z trzech gléwnych faz: inicjacji, elongacji (wydtuzania), terminacji
(zakonczenia) oraz nast¢pujacym po nich recyklingu rybosomu. W kazdej fazie rybosom
wspotpracuje tymczasowo z dodatkowymi czynnikami translacyjnymi, ktore wspomagaja
synteze biatka. Oprécz zmian sktadu komplekséw rybosomalnych, wazng rolg odgrywaja
réwniez zmiany konformacyjne zaréowno rybosomu, jak i zasocjowanych czynnikow —
nape¢dzaja one proces translacji we wlasciwym kierunku. Podczas fazy inicjacji rybosom
rozpoznaje mRNA 1 wybiera kodon startowy. U bakterii ten proces odbywa sie
kotranskrypcyjnie, co oznacza, ze rybosom zaczyna dziata¢, jeszcze podczas syntezy
mRNA przez polimeraz¢g RNA. Synchronizacja tych dwoch proceséw zapewnia stabilnosé
mRNA i kontrole ich jakos$ci (Geissmann i in. 2009; Simonetti i in. 2009; Rodnina 2018).
Najlepiej poznany mechanizm inicjacji translacji dotyczy mRNA zawierajacych sekwencje
Shine-Dalgarno (SD), ktéra umozliwia potaczenie malej podjednostki rybosomu (SSU,
ang. small subunit) z mRNA.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie procesu translacji u bakterii. Proces ten dzieli si¢ na trzy etapy:
1) Inicjacja 2) Elongacja 3) Terminacja. T ranslacja przeprowadzana jest przez duze kompleksy
przylgczenie mRNA oraz malej podjednostki rybosomalnej (30S) do rejonu RBS i rozpoznanie kodonu
start. Nastepnie do kompleksu dolgcza duza podjednostka rybosomalna by utworzy¢ kompleks 70S i
rozpoczqc etap elongacji. Podczas wydtuzania rybosom przesuwa sie po mRNA i syntetyzuje polipeptyd
do momentu osiggniecia kodonu stop, wtedy tancuch biatkowy zostaje uwolniony a rybosom opuszcza

transkrypt (na podstawie King & Gerber 2016).
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Ta interakcja jest wspierana przez czynniki inicjujace (IFs, ang. initiation factors): IF1
(zapewnia by pierwszy aminoacylo-tRNA trafit w odpowiednie miejsce), IF2 (wiazace
inicjatorowe tRNA z formylometioning — fMet-tRNA™e) iIF3 (odpowiedzialny za
doktadno$¢ rozpoznania kodonu startowego). W przypadku klasycznej inicjacji z udziatlem
sekwencji Shine-Dalgarno, kompleks tworzy si¢ etapowo: najpierw powstaje kompleks
preinicjacyjny (PIC) 30S z udziatem matej podjednostki rybosomu, czynnikéw IF1, 1F2,
IF3 i fMet-tRNA™et, Po rozpoznaniu kodonu startowego formuje sie kompleks inicjacyjny
(IC) 30S z obecnym mRNA. Nastepnie dotacza duza podjednostka 50S i réwnocze$nie
nastepuje odlaczenie czynnikow inicjacyjnych, co prowadzi do uformowania dojrzatego
kompleksu 70S gotowego do elongacji. Rozpoznanie kodonu startowego zmienia
konformacj¢ kompleksu, stabilizuje wigzanie z tRNA. Elongacja to powtarzalny cykl
trzech glownych zdarzen: rozszyfrowania kodonu (dekodowania), tworzenia wigzania
peptydowego oraz translokacji rybosomu wzdluz mRNA. Proces rozpoczyna si¢, gdy
rybosom odczytuje drugi kodon otwartej ramki odczytu (ORF — ang. open reading frame)
i trwa az do napotkania kodonu stop. Mechanizm elongacji jest zasadniczo taki sam u
bakterii i eukariontow. Bierze w nim udzial zestaw wysoko zachowanych czynnikow
elongacyjnych (EFs, ang. elongation factors) w tym: EF-Tu/eEF1A (dostarczajacy
aminoacylo-tRNA), EF-G/eEF2 (przesuwajacy rybosom), EF-P/eIF5A (wspierajacy
tworzenie wigzania peptydowego), SelB / EFsec (odpowiedzialny za insercj¢
selenocysteiny). Podczas dekodowania rybosom rozpoznaje kodon w miejscu A,
dopasowujac odpowiedni aminoacylo-tRNA (aa-tRNA) dostarczony przez kompleks EF-
TusGTP. W miejscu aktywnym rybosomu aminokwas przylaczony do aa-tRNA reaguje z
peptydylo-tRNA, tworzac nowe wigzanie peptydowe i wydtuzajac tancuch biatkowy. Po
utworzeniu wigzania peptydowego rybosom przechodzi w tzw. stan rotacyjny, w ktorym
tRNA przyjmuja pozycje hybrydowe. To przygotowuje uktad do translokacji, czyli
przesuni¢gcia tRNA i1 mRNA o jeden kodon. Proces ten nie zachodzi samoczynnie —
wymaga udziatu czynnika elongacyjnego EF-G, ktory napedza ruch dzigki hydrolizie GTP.
Rybosom przechodzi przez wiele posrednich konfiguracji, a przesunigcia jego
podjednostek (rotacja i "skrecanie" gtéwki SSU) umozliwiajg stopniowe przemieszczenie
tRNA. EF-G stabilizuje odpowiednie konformacje i pomaga odlaczy¢ antykodony tRNA
od kodonéw mRNA, co umozliwia dalszy ruch tRNA do klasycznych pozycji P i E. Na
koncu EF-G i tRNA z miejsca E opuszczaja rybosom, ktéry wraca do stanu wyjsciowego
gotowego na kolejng runde¢ elongacji. Terminacja rozpoczyna si¢, gdy rybosom natrafia

na kodon stop (UAG, UAA lub UGA) w mRNA. Te kodony rozpoznawane sg przez
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czynniki uwalniajace: RF1 (rozpoznaje UAG/UAA) 1 RF2 (UGA/UAA), ktore wiaza si¢ z
miejscem A rybosomu. RF1/RF2 hydrolizuja wigzanie estrowe migdzy tRNA a nowo
zsyntetyzowanym peptydem w centrum peptydylotransferazowym rybosomu z pomoca
zachowawczego motywu GGQ. Produktami tej reakcji sa wolny tancuch biatkowy i
niezwigzane tRNA. Czynnik RF3 wspiera proces poprzez usuwanie RF1/RF2 z rybosomu,
wykorzystujac GTP jako Zrédlo energii. Chociaz mechanizm jego dziatania nie jest jeszcze
w pelni poznany, wiadomo, Ze stabilizuje on rybosom i utatwia uwolnienie czynnikéw
terminacyjnych po zakonczeniu translacji. W ostatniej fazie nastepuje recykling rybosomu.
Po zakonczeniu translacji rybosom nadal zawiera mRNA i1 tRNA, ktdore musza zostaé
usuni¢te, by podjednostki mogly wzig¢ udziat w kolejnej rundzie inicjacji. U
bakterii recykling rybosomu jest napgdzany przez czynnik recyklingu rybosomu (RRF,
ang. ribosome recycling factor) i EF-G, ktory zuzywa GTP do rozdzielenia podjednostek
rybosomalnych. RRF wigze si¢ w miejscu A rybosomu i stabilizuje rotacyjny stan
rybosomu, co przygotowuje go do rozdzielenia. Po rozdzieleniu podjednostek tRNA jest
usuwane przy udziale czynnika RF3, a mRNA odlacza si¢ spontanicznie (Simonetti i in.

2009; Rodnina 2018).

1.4.2. Regulacja poziomu translacji

Translacja jest jednym z najbardziej energochtonnych procesow, dlatego kontrola tego
procesu jest niezwykle istotna dla przetrwania komorki. Scista kontrola syntezy biatek jest
niezbe¢dna zar6wno w stalych, jak i zmiennych warunkach srodowiskowych, aby utrzymac
wlasciwy poziom biatek kluczowych dla funkcjonowania komorki (Ingolia i in. 2019).
Poziom mRNA nie zawsze koreluje z liczbg bialek, ktore koduje 1 ktére z niego powstang.
Zwiazane jest to z kontrola syntezy bialek oraz ich degradacja (King & Gerber 2016).
Bakterie wyksztalcity w toku ewolucji liczne mechanizmy umozliwiajace szybka adaptacje
do warunkow $rodowiska poprzez natychmiastowg regulacj¢ ekspresji genow. Kontrola ta
zachodzi na poziomie poszczegdlnych mRNA lub globalnie. W tym drugim przypadku
sposob by obnizy¢ poziom translacji wiekszosci mRNA. Na poziomie konkretnych
transkryptow regulacja moze odbywac si¢ w orientacji trans- lub cis- z udziatem m.in.
biatek wigzacych RNA, niekodujacych RNA (ncRNAs, ang. non-coding RNAs),
wewnetrznych struktur mRNA takich jak ryboprzelaczniki, ramek odczytu potozonych

powyzej sekwencji kodujacej (uORFs, ang. upstream ORFs), czy mechanizmu
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programowanej zmiana ramki odczytu (ang. programmed frameshifting) (King & Gerber

2016; Chetkowska-Pauszek i in. 2021).

1.4.3. Metody badania poziomu translacji

Jedna z pierwszych technik badania translatomu opracowana w latach 60-tych, jest
profilowanie polisomow. Bazuje ona na rozdziale transkryptéw zwigzanych z rybosomami,
wolnych RNA oraz wolnych podjednostek rybosomalnych poprzez wirowanie w
gradiencie cukrowym 1 nast¢pnie izolacj¢ oraz sekwencjonowanie RNA z kazdej frakcji
wykorzystujac mikromacierz cDNA (ang. complementary DNA) lub technike RNA-seq. W
badaniach poréwnawczych dotyczacych translacji w réoznych warunkach zaktada sig, ze
zmiany ilosci mRNA obserwowane w poszczegdlnych frakcjach gradientu odzwierciedlaja
zmiany w efektywnos$ci translacji konkretnych gendéw. Podej$cie to umozliwia analizg
wplywu czynnikdéw stresogennych oraz substancji leczniczych na proces translacji, a takze
pozwala na ocen¢ mechanizméw regulujacych ten proces. Metoda ta zostala wykorzystana
do badan na drozdzach, komorkach ssakéw, roslin, owadow a takze bakterii. Jedng z wad
tej metody jest dlugotrwatla i czula na bledy procedura, uwzgledniajaca m. in. koniecznosé
uzycia ultrawirowki, ktora nie pozawala takze na przetwarzanie zbyt wielu probek
jednoczesnie. Wykorzystanie gradientu cukrowego wiaze si¢ takze z koniecznoS$cia
doktadniejszego  oczyszczenia  materialu do  przygotowania  bibliotek  do
sekwencjonowania, ktore dodatkowo moga by¢ zanieczyszczone przez inne czasteczki,
przez co probki, ktore podlegaja metodzie muszg by¢ stosunkowo duze, by na koncu

otrzyma¢ odpowiednig ilo$¢ dobrej jakosci RNA (King & Gerber 2016).

Inng z technik badania translatomu jest profilowanie rybosomalne (Ribo-seq). Jest to
zaawansowana technika badania translatomu, umozliwiajaca analiz¢ translacji in vivo z
rozdzielczo$cia pojedynczego nukleotydu i tym samym przyczynia si¢ do lepszego
poznania tego ztozonego procesu komoérkowego. Metoda ta pozwala na precyzyjne
okreslenie pozycji rybosomdw na transkryptach oraz identyfikacj¢ aktywnie thumaczonych
region6w mRNA (Ingolia et al. 2009, 2019).

Gléwne etapy Ribo-seq zostaty przedstawione na Rycinie 2. Eksperyment rozpoczyna si¢
od zatrzymania translacji w komodrkach poprzez zastosowanie inhibitoréw elongacji (np.
cykloheksymid) lub inicjacji (np. harringtonina, laktimidomycyna), co pozwala na
unieruchomienie rybosomow w ich aktualnym stanie funkcjonalnym. Alternatywnie

stosuje si¢ szybkie mrozenie komorek w ciektym azocie (King & Gerber 2016).
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Rycina 2. Profilowanie rybosomalne (Ribo-seq). Technika pozwalajgca na identyfikacje aktywnie
tumaczonych fragmentow mRNA poprzez sekwencjonowanie krotkich odcinkow chronionych przez
rybosomy. Proces obejmuje zatrzymanie translacji, trawienie niezwigzanych fragmentow RNA, izolacje
monosomow, izolacje RNA, przygotowanie bibliotek cDNA oraz analize bioinformatyczng (Ingolia et al.
2009, 2019; King & Gerber 2016).
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Nastegpnie komorki sg lizowane w buforze o niskiej sile jonowej, co sprzyja aktywnos$ci
rybonukleaz przy jednoczesnym zachowaniu integralno$ci rybosoméow. W kolejnym etapie
niezwigzane fragmenty mRNA s3 trawione enzymem nukleolitycznym (np. RNaza I, T1
lub nukleaza S7), pozostawiajac jedynie krotkie fragmenty mRNA chronione przez
rybosomy — tzw. RPFs (ang. ribosome-protected fragments). Dobér enzymu jest kluczowy
dla jakosci uzyskanych danych, poniewaz rézne organizmy wykazuja odmienng tolerancje
na dziatanie rybonukleaz (King & Gerber 2016). Po trawieniu izoluje si¢ monosomy,
najczesciej poprzez wirowanie w gradiencie sacharozowym lub filtracje Zzelowa. Aby
zminimalizowa¢ obecno$¢ rRNA w probkach, stosuje si¢ sondy komplementarne
znakowane biotyng, ktére umozliwiaja jego usunigcie metoda chromatografii
powinowactwa lub z uzyciem kulek magnetycznych (Ingolia et al. 2019; King & Gerber
2016). Wyizolowane fragmenty RNA (typowo 26—34 nt) sa rozdzielane elektroforetycznie,
alternatywnie, w nowszych podejsciach, etap usuwania rRNA jest pomijany — po inkubacji
frakcji z proteinazg K nastgpuje izolacja RNA metoda fenol-chloroform z odpowiednich
frakcji gradientu (Bezrukov et al. 2021). Nastepnie RNA wykorzystuje si¢ do
przygotowania bibliotek ¢cDNA. Proces ten obejmuje ligacj¢ adapteréow, odwrotng
transkrypcje oraz amplifikacj¢ z uzyciem indeksowanych starterow. Gotowe biblioteki sa
sekwencjonowane z wykorzystaniem technologii NGS (ang. next-generation sequencing),
sekwencjonowania nowej generacji, co umozliwia réwnolegty odczyt milionow RPF i ich
mapowanie wzgledem genomu (Ingolia et al. 2009; Ingolia et al. 2019; Kazmierczak &
Kwasniak-Owczarek 2019). Charakterystyczng cechg danych uzyskanych w Ribo-seq jest
trojnukleotydowa periodycznos¢ odczytéw, wynikajaca z przesuwania si¢ rybosomow po
transkrypcie. Dzigki wysokiej rozdzielczosci mozliwe jest nie tylko okreslenie polozenia
rybosomow, ale takze identyfikacja nowych ramek odczytu (uORF, ang. undiscovered
open reading frames), miejsc startu translacji oraz punktow jej pauzowania (Ingolia et al.
2019; King & Gerber 2016). Profilowanie rybosomalne znajduje szerokie zastosowanie w
badaniach nad regulacja translacji, zwlaszcza w warunkach stresu komorkowego lub
dzialania lekéw, zaréwno u organizméw modelowych, jak i u ludzi. Podobnie jak w
przypadku profilowania polisoméw, technika ta wymaga duzej iloSci materiatu
poczatkowego oraz jest czasochlonna — caly eksperyment trwa okoto 7 dni (King & Gerber
2016). Dodatkowe wyzwanie stanowi analiza bioinformatyczna odczytow uzyskanych ta
technika pozwalajaca na identyfikacj¢ syntetyzowanych biatek, okreslenie gestosci i
potozenia aktywnych rybosomoéw na transkryptach a takze oznaczenie poziomu translacji

(Ingolia i in. 2019; King & Gerber 2016).
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1.5. Rola struktury drugorzedowej RNA w regulacji ekspresji

genOw u bakterii

Struktura RNA ma charakter hierarchiczny i sktada si¢ z wielu motywow, takich jak spinki,
wybrzuszenia, petle wewnetrzne i apikalne, pseudowezly oraz wezly laczace, ktore
wspolnie ksztaltuja jego strukture trzeciorzedowa (Mailler i in. 2019). Ekspresja genow jest
regulowana przez rézne mechanizmy, obejmujace kontrole transkrypcji, translacji i
przetwarzania mRNA. Coraz wigksze znaczenie zyskuja tez mechanizmy regulacji
potranskrypcyjnej oparte o mate bakteryjne RNA (sRNA, ang. small RNA), ktore wiaza si¢
z mRNA 1 wplywaja na jego stabilno$¢, transkrypcje lub translacje. Istotng role odgrywa
réwniez struktura drugorzgdowa mRNA, rejonéw 5’ nieulegajacych translacji (5° UTR,
ang. untranslated region), ktorej zmiany moga stanowi¢ sygnaty modulujace procesy
transkrypcji 1 translacji. Szczegdlng rolg w tego typu regulacji odgrywaja ryboprzetaczniki
(ang. riboswitches) wystepujace gtownie w niekodujacych regionach mRNA bakterii.
Wiaza one konkretne metabolity (np. aminokwasy, nukleotydy, kofaktory, jony metali), co
prowadzi do zmiany struktury RNA i regulacji ekspresji genow. Ryboprzetaczniki moga
wplywac¢ na zakonczenie transkrypcji, dostgpnos$¢ miejsca inicjacji translacji, degradacje
mRNA a u eukariontéw takze na splicing mRNA (Aghdam i in. 2016; Machtel i in. 2016;
Bédard i in. 2020; Chetkowska-Pauszek i in. 2021).

1.5.1. Dynamika struktury RNA

Zmiany strukturalne RNA zachodzag w skali mikrosekund co umozliwia szybkie
przekazywanie sygnatu i adaptacj¢ bakterii do zmian §rodowiska. Kazda czasteczka RNA
moze zmienia¢ swojg strukture, ktora jest stabilizowana lub destabilizowana w okreslonych
warunkach, a w wigkszosci przypadkéw wiele struktur alternatywnych danego RNA
wspolistnieje ze sobg w komoérce w okreslonej rownowadze. W zwigzku z tym strukture
RNA mozna opisa¢ jako zbior wielu konformacji, z czego kazda z nich posiada wlasna
warto$¢ energii swobodnej ktore tacznie tworza krajobraz energetyczny zbioru struktur
danego RNA. Nizsza energia swobodna zapewnia wigkszg stabilno$¢ termodynamiczng
stad poszczegdlne konformacje wystepuja w zbiorze z r6zng czgstotliwoscia, co powoduje,
ze krajobraz strukturalny RNA zdominowany jest przez jedng lub kilka stabilnych struktur.
Im wigksza roznica warto$ci energii pomigdzy alternatywnymi konformacjami tym

wigksza jest bariera energetyczna do przekroczenia podczas zmian strukturalnych. Energi¢
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pozwalajaca na jej pokonanie moga zapewni¢ zewngetrzne czynniki, np. wigzanie jonow,
metabolitow czy zmiana temperatury. Dochodzi wtedy do przesuni¢cia energii swobodnej
potrzebnej do pokonania bariery energetycznej i redystrybucji zbioru konformacyjnego.
Zmiany te maja charakter przejSciowy 1 po ustgpieniu czynnika inicjalizujacego zmiang

uktad konformacyjny wraca do stanu réwnowagi (Chetkowska-Pauszek i in. 2021).

1.5.2. Regulacja  translacji  indukowana  zmianami w  strukturze

drugorzedowej RNA

Proces translacji moze by¢ regulowany na kazdym etapie — od inicjacji, przez elongacje i
terminacje, az po recykling rybosomow — jednak najbardziej efektywnym mechanizmem
jest kontrola na etapie inicjacji, ze wzgledu na to, ze jest to jeden z kluczowych etapow
podlegajacy $cistej kontroli w komorce (Simonetti at al. 2009; Chetkowska-Pauszek i in.
2021). Najczgsciej wykorzystywane i najskuteczniejsze mechanizmy regulacji translacji
zalezne od RNA opieraja si¢ na modulacji dostgpnosci strukturalnej miejsca wigzania
rybosomu (RBS, ang. ribosome binding site). Regulatory RNA mozna ogdlnie podzieli¢
na dwie grupy: dzialajace w cis oraz dziatajace w trans (Chetkowska-Pauszek i in. 2021).
Termosensory 1 ryboprzetaczniki naleza do najpowszechniejszych struktur RNA
regulujacych translacje w orientacji cis. Ryboprzetaczniki to struktury RNA, ktore poprzez
bezposrednie wigzanie matych czasteczek (ligandow) zmieniaja swoja konformacije,
regulujac ekspresje gend6w na poziomie transkrypcji lub translacji (opisane szczegélowo w
nastgpnym rozdziale). RNA peligce funkcj¢ termosensorow komorkowych kontroluje
ekspresje gendw bakterii poprzez zmiany strukturalne wywolywane zmiang temperatury.
W przeciwienstwie do ryboprzetacznikdw nie znajduje si¢ u nich zachowawczosci w
sekwencjach. Wyr6znia si¢ dwa typy termosensoréw: lokalne (cis), regulujace inicjacje
translacji mRNA w ktorym si¢ znajduja, oraz dziatajace na odleglos¢ (frans), oparte na
modulacji wigzania docelowej sekwencji antysensownej. Mechanizm w orientacji cis
opiera si¢ na rozpleceniu struktur dwuniciowych w obrebie sekwencji Shine-Dalgarno i
kodonu startowego wraz ze wzrostem temperatury, co umozliwia translacj¢. Z kolei
regulacja w orientacji trans wymaga obecnosci czasteczki RNA, ktéra poprzez
komplementarno$¢ w rejonie wigzania rybosomu destabilizuje jego strukturg. Dziatanie
termometrow RNA zalezy od obecno$ci petli i stabych wigzan w rejonie wigzania
rybosomu, ktére sa podatne na zmiany temperatury. Regulacja translacji z udzialem

termosensorow moze odbywac si¢ poprzez zaplatanie badz topienie wigzan w strukturze
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drugorzedowej RNA lub poprzez formowanie dodatkowej stabilnej struktury (Kortmann
& Narberhaus 2012; Chetkowska-Pauszek i in. 2021).

Struktury drugorzgdowe RNA moga wptywac na translacj¢ takze poprzez wstrzymywanie
rybosomow przesuwajacych si¢ po mRNA, a w niektorych przypadkach wywolywanie ich
kolizji. Zwigkszona czestotliwo$¢ pauzowania prowadzi do obnizonej wydajnosci syntezy
biatek, gdyz wydtuza czas translacji pojedynczych czasteczek mRNA, zmniejszajac liczbe
powstajacych biatek. Pauzy moga by¢ wywotywane przez stabilne regiony strukturalne
mRNA blokujace rybosomy zaréwno na etapie inicjacji translacji, jak i1 podczas
przesuwania rybosomu. Aktywnos¢ helikazy, pozwalajaca na rozplatanie struktur RNA,
jaka posiadaja rybosomy sprawia, ze wstrzymanie procesu translacyjnego jest zazwyczaj
tymczasowe. Jednakze przylaczenie wielu rybosomow do tej samej czasteczki matrycowej
w skrajnych przypadkach moze prowadzi¢ do ich kolizji, co rozpoznawane jest przez
komponent bakteryjnego systemu kontroli jako$ci translacji ipowoduje degradacje
syntetyzowanego tancucha polipeptydowego.

W regulacji translacji u bakterii mogg uczestniczy¢ rowniez struktury wyzszego rzedu. G-
kwadrupleksy (G4s) to bogate w guaning motywy strukturalne, pierwotnie odkryte w DNA,
ktore moga tworzy¢ co najmniej dwa zestawione kwartety guaninowe stabilizowane przez
jony potasu (K*). Taka struktura moze by¢ rowniez tworzona przez RNA (rG4s). Niedawne
badania wykazaty zwigzek rG4s z istotnymi procesami biologicznymi, mi¢dzy innymi
regulacja proceséw metabolicznych i ekspresji gendow (Geissmann 2009; Chetkowska-
Pauszek i in. 2021).

Struktura RNA jest zalezna takze od czasteczek, ktore na nig wptywaja w orientacji trans,
wiaczajac w to biatka i niekodujace RNA. Biatka regulatorowe moga wigzaé si¢ z mRNA
w poblizu RBS by zablokowa¢ dostgp rybosomu do sekwencji SD lub by wywota¢ zmiany
strukturalne wplywajace na dostepno$¢ RBS. Podobny efekt moze powodowaé parowanie
antysensowego ncRNA niedaleko RBS. Translacja moze by¢ tez pozytywnie regulowana
przez ncRNA i biatka, kiedy to ich wigzanie do mRNA uwalnia sekwencj¢ RBS, ktora byta
uwiktana w strukture drugorzedowa (Geissmann 2009; Chetkowska-Pauszek i in. 2021).

1.5.3. Ryboprzelqczniki i ich potencjat przy tworzeniu nowych terapii
antybakteryjnych

Ryboprzetaczniki sg jednym z najpowszechniej wystepujacych mechanizmow regulacji

ekspresji gendw opartych o RNA u bakterii. Wykazujg ogromng réznorodnos$¢ struktur a
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jednoczesnie geny przez nie kontrolowane biorg udziat w kluczowych szlakach
metabolicznych 1 procesach komoérkowych. Obecnie wyrdznia si¢ ponad 55 klas tych
regulatorow, ktore zostaty zweryfikowane eksperymentalnie. Powszechnie wystepuja w
rejonach niekodujacych 5° mRNA, na ktorych ekspresj¢ wplywaja. Rozmiar
ryboprzetacznikéw waha sie pomiedzy 34 a 200 nukleotydami, dzialaja one w orientacji
cis 1 sktadaja si¢ z dwoch czedci strukturalnych — aptameru, przez ktéry wychwytywany
jest ligand, oraz platformy ekspresyjnej, ktora zmienia swojg strukture i reguluj¢ ekspresje
gendw (Machtel 1 in. 2016; Chetkowska-Pauszek i in. 2021; Salvail & Breaker 2023).
Szczegolnym przypadkiem sg ryboprzetaczniki posiadajace dwa aptamery, ktére dziataja
w tandemie w odpowiedzi na ten sam lub inny ligand (Bédard i in. 2020).

Pod wzgledem struktury wyr6ézni¢ mozna dwie grupy ryboprzetacznikow —
pseudoweztowe oraz potaczeniowe. Te pierwsze charakteryzuje obecnos¢ dwoch helis
RNA zakonczonych petlami, ktore tworza wigzania pomigdzy soba, w tych drugich
wystepuje jedna centralna petla bedaca potaczeniem pomiedzy wieloma helisami (Machtel
i in. 2016). Wyrdznia si¢ dwa modele wigzania ligandu: selekcj¢ konformacyjng oraz
dopasowanie indukowane. Pierwszy zakltada, ze jedna z dynamicznie zmieniajacych si¢
konformacji aptameru stabilizuje si¢ dzigki potaczeniu z ligandem, natomiast drugi model
polega na tym, Ze to wigzanie ligandu wywoluje zmian¢ konformacyjng aptameru. Niektore
ryboprzetaczniki moga wykorzystywa¢ oba z tych modeli (Chetkowska-Pauszek i in.
2021).

Ryboprzelaczniki dzielg si¢ na klasy ze wzgledu na to, na jaki ligand reaguja oraz na
podklasy, ze wzgledu na réznice strukturalne oraz mechanizm, ktéry reguluja (Bédard i in.
2020). Ryboprzetaczniki moga wykrywa¢ szeroka game ligandow, ktorych grupy
przedstawiono w Tabeli 2. Wyroznia si¢ dwa podstawowe stany konformacyjne
ryboprzetaczikow — ze zwigzanym ligandem oraz bez ligandu, niemniej jednak badania
wykazaly takze inne stabilne strukturalnie konformacje i moga one dziata¢ na ekspresje
gendw wyciszajaco lub aktywujaco na poziomie transkrypcji, translacji oraz degradacji,
jak rowniez u eukariontéw poprzez modulacj¢ splicingu lub interferencji RNA (Aghdam i
in. 2016; Machtel i in. 2016).

Najbardziej powszechnym mechanizmem jest obecna przede wszystkim u bakterii Gram-
dodatnich kontrola zakonczenia transkrypcji, gdzie w odpowiedzi na zwigzanie ligandu
formowana jest drugorzedowa spinka terminacyjna bedaca sygnatem konca transkrypcji.
W tym przypadku spadek stezenia ligandu powoduje, ze stabilizuje si¢ struktura

antyterminatora, co z kolei umozliwia ponowne uruchomienie ekspresji genu.
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Tabela 2. Grupy ligandow biorqce udzial w regulacji ekspresji genow u bakterii (Winkler & Breaker
2003, Vitreschak i in. 2004; Aghdam i in. 2016, Machtel i in. 2016, Breaker 2018, Bedard i in 2020,
Salvail & Breaker 2023).

Grupa ligandow | Przykladowe ligandy Mechanizm regulacji ryboprzetacznikow

Koenzymy i AdoCbl, TPP, FMN, Transkrypcja (terminacja), translacja
zwigzki SAM, SAH, THF, (maskowanie RBS), rybozymy
pokrewne Moco/Tuco

Puryny i ich Guanina, preQl, dG, Transkrypcja, translacja, splicing

pochodne c-di-GMP, c-di-AMP
Aminokwasy Lizyna, glicyna, Translacja (maskowanie RBS, cigcie RNA),
glutamina degradacja transkryptu

Fosforylowane | GlcN6P (glukozamino- | Rybozym — degradacja RNA
cukry 6-fosforan)

Jony metali Mg?*, F~, Ni**, Co?*, Transkrypcja (Rho-zalezna terminacja),

Mn?* translacja, degradacja

Czgs$¢ ryboprzetacznikdw uczestniczy w zakonczeniu transkrypcji zaleznym od czynnika
Rho — bialka obecnego u prokariontow, ktore wykazuje aktywno$¢ helikazy i rozdziela
hybryde RNA-DNA, tym samym przedwcze$nie przerywajac transkrypcje. Taki
mechanizm obserwuje si¢ m.in. w ryboprzetacznikach wykrywajacych magnez w
genie mgtA u Salmonella enterica oraz w ryboprzelaczniku FMN przed genem ribB u E.
coli, gdzie obecnos¢ ligandu wspomaga interakcje z helikazami Rho i prowadzi do
wczesniejszego zakonczenia transkrypcji (Aghdam i in. 2016; Machtel i in. 2016).

Na podobnej zasadzie opiera si¢ obserwowana powszechnie u bakterii Gram-ujemnych
regulacja inicjacji translacji, gdzie dostgpnos¢ miejsca wigzania rybosomu lub kodonu start
zalezna jest od zmian konformacyjnych wywotywanych przez utworzenie kompleksu
aptamer-ligand. Wyréznia si¢ dwa gléwne mechanizmy dziatania ryboprzetacznikow
translacyjnych, ktore w zaleznosci od obecnosci ligandu aktywuja badz hamuja translacje
poprzez uwolnienie miejsca inicjacji translacji lub jego uwiklanie w strukture
drugorzedowa. Powoduje to, ze miejsce RBS jest bardziej lub mniej dostepne dla rybosomu
(Rycina 3) (Vitreschak i in. 2004; Breaker 2018; Bedard i in. 2020; Salvail & Breaker
2023).
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Rycina 3. Mechanizm dzialania ryboprzelgcznikow bazuje na obecnosci dwoch wzajemnie
wykluczajgcych sie stabilnych termodynamicznie konformacji, pomiedzy ktorymi zmieniajqg swojq
strukture w zaleznosci od obecnosci lub braku ligandu. Utworzenie kompleksu aptamer-ligand indukuje
zmiany strukturalne w platformie ekspresyjnej co skutkuje zwigkszeniem lub zmniejszeniem poziomu

syntezy biatka (na podstawie Ariza-Mateos i in. 2018; Chelkowska-Pauszek i in. 2021).

Ze wzgledu na strukture wsrdd ryboprzetacznikéw translacyjnych wyszezegdlni¢c mozna
trzy ich rodzaje. W pierwszym z nich RBS stanowi czg$¢ aptameru, co implikuje, ze staje
si¢ on niedostgpny, gdy ligand zostaje zwigzany. Przyktadem tego typu ryboprzetacznikow
sa te wigzace adenozylokobalaming (AdoCbl, koenzym Bi»), a takze ryboprzetaczniki
SAM-II, ktorych zwigzanie S-adenozylometioniny powoduje maskowanie sekwencji SD
w stworzonej strukturze. Kolejnym rodzajem s3 ryboprzetaczniki, w ktérych RBS
wystepuje za strukturg aptameru, wigc zmiany strukturalne w obrebie miejsca inicjacji

translacji s3 indukowane przytaczeniem badZz obecnoscig ligandu docelowego.

44



Reprezentantami takiego uktadu strukturalnego sg ryboprzetaczniki wiazace pirofosforan
tiaminy (TPP), w ktorych obecnos$¢ struktury antysekwestrowej umozliwia wigzanie
rybosomu do RBS, natomiast utworzenie struktury sekwestrowej ukrywa RBS w strukturze
drugorzgdowej i blokuje inicjacj¢ translacji (Breaker 2018). Innym przyktadem takiego
uktadu strukturalnego sa ryboprzetaczniki wigzagce FMN, ktérego obecno$¢ wywotuje
zmiany strukturalne w obrebie sekwencji SD genu ypad u Bacillus subtilis (Winkler &
Breaker 2003).

Ostatni rodzaj architektury ryboprzelacznikow translacyjnych stanowi potaczenie
przedwczesnego zakofczenia transkrypcji oraz maskowania RBS w strukturze
drugorzedowej poprzez utworzenie spinki terminatorowej obejmujacej takze miejsce
wigzania rybosomu. W ryboprzetacznikach tego typu wiazacych TPP wysokie st¢zenie
ligandu powoduje przedwczesne zakonczenie transkrypcji, zanim zostanie przepisana
petna ramka odczytu. Przy niskim stezeniu TPP powstaje pelnej dlugosci mRNA, ale jego
RBS moze zosta¢ zablokowane, jesli TPP wzrosnie ponownie — dzigki temu mechanizm
dziata zardwno na etapie transkrypcji, jak i translacji (Breaker 2018). Ryboprzetacznik
zalezny od TPP reguluje translacje genu thiM u E. coli, translacje i transkrypcj¢ genu thiC
u E. coli oraz transkrypcj¢ operonu tiaminy (tend) u B. subtilis (Vitreschak i in. 2004;
Bedard 1 in 2020). Znane s3 takze przypadki bardziej zlozonego dziatania
ryboprzetagcznikow, migdzy innymi w przypadku, gdy dochodzi do powstania struktury
sekwestrujacej i rybosom nie przytacza sie do transkryptu. Powstajacy mRNA staje si¢
wrazliwy na dziatanie czynnikow Rho, powodujacych przedwczesne zakonczenie
transkrypcji. Takie wspotdziatanie mechanizmow regulacyjnych odnotowano przy udziale
ryboprzetacznikow Mg?*-II oraz FNM (Machtel i in. 2016; Breaker 2018).

Niektére ryboprzelaczniki dziataja jednoczesnie jako rybozymy — enzymatyczne
czasteczki RNA, ktore po zwigzaniu odpowiedniego ligandu same przecinajg wilasny
transkrypt mRNA. Taki wyciety fragment pozbawiony grupy 5° fosforanowej ulega
nastepnie degradacji, co zmniejsza poziom ekspresji genu. Takie dziatanie zaobserwowano
dla ryboprzelacznikoéw klasy glmS, ktorych ligandem jest pochodna cukru glukozamino-6-
fosforan (GIcN6P). Zwigzanie czasteczki docelowej indukuje aktywno$¢ rybozymu,
prowadzac do cigcia RNA, ktore z kolei inicjuje dziatanie rybonukleazy odpowiedzialnej
za szybka degradacje transkryptu kodujacego enzym GImS stymulujacego synteze
GIcN6P, co zamyka calg petle zwrotng tego uktadu. Kolejnym przykladem takiego bardziej
ztozonego mechanizmu regulacji powstawania biatek jest dziatanie ryboprzetacznika

lizynowego w E. coli, ktory po zwigzaniu ligandu blokuje dostgp do miejsca wigzania
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rybosomu 1 jednoczes$nie odslania miejsce cigcia przez RNaz¢ E, wspomagajac rozpad
transkryptu. Ryboprzetaczniki katalityczne moga tez wptywac na splicing RNA — np.
ryboprzetacznik c-di-GMP w Clostridium difficile nie indukuje zmian strukturalny w
obrebie RBS czy prowadzacych do powstania struktury terminujacej transkrypcji, ale
kontroluje wybor miejsca cigcia w intronie, co decyduje o tym, czy koncowy mRNA bedzie
mial dostgpne RBS i pozwoli na translacj¢ biatka (Aghdam i in. 2016; Machtel i in. 2016;
Breaker 2018).

Wysoka swoistos$¢ i zdolno$¢ do szybkiej reakcji czynig ryboprzelaczniki obiecujacymi
narzedziami w projektowaniu biosensorow i antybiotykow. Poczatkowe zainteresowanie
ich rola w antybiotykoterapii wynikato z obserwacji mechanizméw wigzania czterech
znanych zwigzkéw przeciwbakteryjnych 1 przeciwgrzybiczych z odpowiednimi
ryboprzetacznikami. Przykladowo, rozeoflawina wiaze si¢ z domeng aptamerowsq
ryboprzetagcznika FMN, prowadzac do obnizenia ekspresji gendw zwigzanych z biosynteza
ryboflawiny. Analogi lizyny, takie jak AEC czy DL-4-oksalizyna, wykazuja dziatanie
antybakteryjne poprzez interakcje z ryboprzetacznikiem lizynowym. Mutacje w obrebie
tych ryboprzelacznikoéw zaburzaja skutecznos$¢ antybiotykow, co potwierdza ich funkcje
jako kluczowych punktéw interakcji leku. Badania in silico wskazuja, ze aminoglikozydy
— paromomycyna, gentamycyna, kanamycyna — moga réwniez oddziatywaé z
ryboprzetacznikami, wykazujac powinowactwo pordwnywalne do naturalnych ligandow.
Co wigcej, specyficzna interakcja migdzy kanamycyng a ryboprzetacznikiem c-di-GMP
zostata potwierdzona metoda FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer), co
sugeruje potencjalne alternatywne mechanizmy dziatania antybiotykow oraz budowania na
nie opornosci. Najnowsze badania z zastosowaniem technologii term-seq wykazaly, ze
regulatory RNA u bakterii Gram-dodatnich kontroluja ekspresje przynajmniej 4% genow.
Wyniki te wzmacniaja hipotez¢ o potencjale ryboprzetacznikow jako celow
terapeutycznych. Ich wysoka swoisto$¢ ligandowa oraz powigzanie z genami kluczowymi
dla przezycia i zjadliwos$ci bakterii sprawiaja, ze ryboprzelaczniki stanowiag atrakcyjny
kierunek w opracowywaniu nowatorskich antybiotykoterapii. W odrdznieniu od
klasycznych antybiotykéw, ich zastosowanie moze wigza¢ si¢ z nizsza toksycznos$cia,
poniewaz nie wystepuja u organizmow eukariotycznych, w tym ludzi. Dodatkowo s3
regulowane przez proste metabolity, ktore tatwo dostarczy¢, wyprodukowaé i
modyfikowaé. Ryzyko rozwoju opornosci na takie leki jest mniejsze, poniewaz jedna
mutacja nie wystarcza, by unieszkodliwi¢ ryboprzetaczniki obecne w wielu genach bakterii

(Aghdam i in. 2016; Machtel i in. 2016).
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1.5.4. Metody badania struktury drugorzedowej RNA

Jednym z najefektywniejszych sposobdw identyfikacji regulatoréw RNA zaleznych od
zmian konformacyjnych jest probkowanie struktury RNA. Technika ta polega na
wprowadzeniu do komorki chemicznych lub enzymatycznych sond, ktére w zalezno$ci od
dostepnosci strukturalnej nukleotyddw oznaczaja regiony jedno- i/lub dwuniciowe.
Poczatkowo miejsca reakcji sondy z RNA identyfikowano za pomoca elektroforezy w
zelach poliakrylamidowych, nastgpnie elektroforezy kapilarnej, a obecnie dominuja
metody oparte nasekwencjonowaniu nowej generacji. Metody wykorzystujace
enzymatyczne ciecie RNA, takie jak PARS (ang. parallel analysis of RNA) oraz FragSeq
(ang. fragmentation sequencing) byly jednymi z pierwszych metod, ktére potaczyly
glebokie sekwencjonowanie z probkowaniem struktury RNA w skali catego
transkryptomu. Wada tych metod jest to, ze wykorzystywane w nich RNazy (np. RNaza A,
V1, S1 czy P1) sa zbyt duze by przenika¢ do komorki, wigc mozna je stosowac tylko in
vitro.

Alternatywa dla enzymow sa niewielkie zwigzki chemiczne, ktore moga modyfikowaé
docelowe RNA zardwno in vitro, jak i in vivo. Chemiczne prébkowanie struktury RNA
dzieli si¢ na dwie gtowne klasy, metody oparte na wykrywaniu oddziatywan
(reaktywnos$ci) pomiedzy parami zasad oraz metody weryfikujace dostgpnosci struktury
dla rozpuszczalnika. Przykladem odczynnika z pierwszej grupy jest DMS - siarczan
dimetylu, ktory metyluje grupy N1 adeniny, N3 cytozyny i N7 guaniny, umozliwiajac
identyfikacj¢ niesparowanych nukleotydow. Sondy chemiczne drugiego rodzaju reaguja z
grupa 2'-OH rybozy w niesparowanych nukleotydach, co pozwala na analize dostepnosci
strukturalnej wszystkich czterech typoéw nukleotydow. W ten sposob dziataja reagenty
stosowane w eksperymentach SHAPE — selektywnej acylacji grupy 2'-hydroksylowej
analizowanej metoda wydluzania startera (Mailler i1 in. 2018; Wang i in. 2021). Do mnie;j
konwencjonalnych metod nalezy probkowanie liniowe (ang. in-line probing), ktore
wykorzystuje naturalng zdolnos¢ RNA do samoistnego rozszczepiania w miejscach
elastycznych. Cho¢ technika ta umozliwia mapowanie struktury, jej ograniczeniem jest
powolno$¢ reakcji, co utrudnia analiz¢ dynamicznych zmian konformacyjnych. Aby
zwigkszy¢ wydajno$¢ probkowania, opracowano metody oparte na cigciu indukowanym
przez jony metali, z ktorych najczgéciej stosowanym jest Pb**. Reagent ten selektywnie
rozszczepia RNA w regionach jednoniciowych oraz w miejscach zaburzonych przez

nietypowe parowanie zasad (Mailler i in. 2018).
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Po znakowaniu RNA sondami, kluczowym etapem jest odczytanie informacji o miejscach
modyfikacji. Istniejg trzy gltéwne strategie, ktore umozliwiajg taka analiz¢. Pierwsza,
strategia cigcia, polega na selektywnym rozszczepieniu RNA przez enzymy lub reagenty
chemiczne, a powstale fragmenty s3 identyfikowane za pomoca wysokoprzepustowego
sekwencjonowania. Druga strategia, zatrzymania transkrypcji, polega na tym, zZe
zmodyfikowane chemicznie nukleotydy zatrzymuja dzialanie odwrotnej transkryptazy, co
pozwala na precyzyjne okre$lenie lokalizacji miejsc reaktywnych na podstawie dtugos$ci
cDNA. Trzecia strategia, profilowanie mutacyjne, opiera si¢ na detekcji mutacji w cDNA,
ktore powstaja podczas odwrotnej transkrypcji w  obecnosci zmodyfikowanych
nukleotydéw. Dzigki temu mozliwa jest rdwnoczesna analiza wielu miejsc modyfikacji w
jednej czasteczce RNA, przy jednoczesnym ograniczeniu bledow zwigzanych z degradacja
matrycy lub etapami ligacji (Mailler i in. 2018).

Niezaleznie od zastosowanej sondy, protokoly eksperymentalne probkowania
strukturalnego RNA maja wspolny schemat. Gtéwne etapy obejmujg inkubacje komorek
w obecnosci sondy, ekstrakcje RNA, odczyt informacji o miejscu reakcji na podstawie
jednego z trzech mechanizméw (cigcia, zatrzymania lub profilowania mutacyjnego),
odwrotng transkrypcje (RT, ang. reverse transcription) oraz utworzenie biblioteki
komplementarnych DNA (cDNA). W zalezno$ci od zastosowanej metody, protokoty moga
zawiera¢ dodatkowe etapy usprawniajace analizg, takie jak kontrolowana fragmentacja
RNA, selektywne wzmacnianie sygnatow z miejsc modyfikowanych oraz redukcja

sygnatéw z obszaréw niemodyfikowanych (Mailler i in. 2018; Wang i in. 2021).

48



2.CEL ROZPRAWY

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest systemowa analiza roli struktury drugorzedowe;j
mRNA w regulacji translacji genéw u metycylinoopornego szczepu Staphylococcus
aureus (MRSA) w warunkach stresu antybiotykowego. Badania koncentruja si¢ na
identyfikacji elementdéw strukturalnych RNA, ktore wplywaja na efektywno$¢ translacji i
uczestniczag w adaptacji bakterii do subletalnych stezen antybiotykow, takich jak
wankomycyna i cefoksytyna.
W ramach realizacji pracy doktorskiej postanowilam odpowiedzie¢ na nast¢pujace pytania
badawcze:
e (Czy w odpowiedzi na stres antybiotykowy zachodzg istotne zmiany konformacyjne
rejondow mRNA uwiktanych w inicjacje translacji?
e (Czy w odpowiedzi na stres antybiotykowy zachodza istotne zmiany poziomu
translacji mRNA?
e (Czy zmiany konformacyjne zachodzace w strukturze drugorzedowej RNA koreluja

ze zmianami w poziomach translacji poszczeg6lnych transkryptow?
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3.MATERIALY I METODY
3.1. Opis ukladu eksperymentalnego

Badania przeprowadzono na szczepie metycylinoopornego gronkowca ztocistego (MRSA),
hodowanym w trzech warunkach eksperymentalnych:

1. W warunkach kontrolnych

2. W warunkach z subletalnym stezeniem cefoksytyny

3. W warunkach z subletalnym st¢zeniem wankomycyny
W celu scharakteryzowania struktury drugorzg¢dowej oraz aktywnosci translacyjnej
bakteryjnych mRNA zastosowano odpowiednio techniki SHAPE-map oraz Ribo-seq.
Poniewaz w toku eksperymentu SHAPE-Map uzyskiwane sa proby nietraktowane sonda
strukturalna, ktore sa odpowiednikiem klasycznego eksperymentu RNA-seq, zostaty pone
réwniez wykorzystane jako zrddlo informacji o poziomach transkryptow dla analizy
danych z Ribo-seq. Zgodnie z przyjetym w $rodowisku naukowym standardem,
eksperyment SHAPE-Map wraz z towarzyszacym eksperymentem RNA-seq zostat
wykonany w jednym powtorzeniu biologicznym. Jest to spowodowane wysoka
powtarzalno$ciag protokotu, znaczaca dynamika strukturalng RNA oraz priorytetyzacja
uzyskania bardzo glebokiego pokrycia transkryptomu danymi SHAPE-Map w celu
doktadnego oznaczenia struktury drugorzgdowej RNA. Eksperymenty Ribo-seq wykonane
zostaly w trzech powtorzeniach biologicznych, jednak ze wzgledu na wysoka
powtarzalno$¢ uzyskanych wynikéw oraz zachowanie kompatybilnosci z danymi RNA-
seq, na etapie analizy zostaly usrednione w obrgbie powtdrzen poprzez potaczenie

odczytow.

Oznaczenie probek
W  pracy zastosowano jednolity schemat oznaczen probek w  formacie:
eksperyment warunek[powtorzenie]

. eksperyment — typ analizy: RIBO, RNA lub SHAPE

. warunek — warunki hodowli: kontrola — K, wankomycyna - W, cefoksytyna - C

. powtorzenie — opcjonalnie, numer powtorzenia biologicznego
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3.2. Szczep bakterii

Szczep wykorzystany do przeprowadzenia hodowli bakteryjnych to Staphylococcus aureus
subsp. aureus Rosenbach Mu50 [NRS1] (https://www.atcc.org/products/700699).
Wyizolowany zostal w Japonii z ropy i1 oczyszczonej tkanki mostka w miejscu nacigcia
chirurgicznego u niemowlecia. Szczep ten jest oporny na metycyling i oksacyling oraz

wrazliwy na wankomycyne.

Genom bakteryjny i adnotacje genomowe pobrane zostal z bazy danych NCBI RefSeq
Tabela 3). Dodatkowo adnotacje uzupetniono manualnie o sekwencje 5° UTR. Miejsca
startu transkrypcji (TSS, ang. transcription start site) zidentyfikowane przez Choe i
wspotpracownikéw w 2018 roku dla genomu Staphylococcus aureus USA300 zostaty
zmapowane do genomu referencyjnego S. aureus Rosenbach i wykorzystane jako punkty
wyznaczajace poczatek sekwencji 5" UTR. Dla gendw, ktorych miejsca startu transkrypcji
nie zostaty okreslone, sekwencje 5" UTR zostaly wyznaczone jako fragmenty o dtugosci
300 nukleotydow, z mozliwoscig ich skrocenia lub wydtuzenia w zaleznosci od odlegtosci
wzgledem sasiednich gendw, w tym réwniez tych zlokalizowanych na nici przeciwnej.
Dostosowanie dtugosci sekwencji miato na celu ograniczenie naktadania si¢ transkryptow
sasiadujacych gendw, co pozwalato na ich bardziej precyzyjna identyfikacj¢. Na podstawie
dostepnej adnotacji genomowej dokonano zestawienia biotypow dla wszystkich genow w

analizowanym genomie (Rycina 4).
Tabela 3. Charekterystyka genomu bakteryjnego uzytego do wykonania analiz
NCBIID NC 002758
Nazwa Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50
BioProject PRINA224116
BioSample SAMDO00061098
Assembly GCF_000009665.1

Dhugos¢ sekwencji 2878529
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Liczba genow z kazdego biotypu w genomie MRSA
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Rycina 4. Zestawienie liczby genow adnotowanych w kazdym z biotypow obecnych w genomie S. aureus

wykorzystanego do analizy bioinformatycznej

3.3. Wykorzystane antybiotyki

3.3.1. Wankomycyna

Wankomycyna jest antybiotykiem wyizolowanym w 1957 roku przez dr E.C Kornfielda z
grzyba Streptomyces orientalis. Aktywnie dziata przeciwko Gram-dodatnim tlenowym
ziarenkowcom 1 paleczkom oraz Gram-dodatnim beztlenowcom wystepujacym w jamie
ustnej, w tym przeciwko MRSA 1 skérnej odmianie tego szczepu (MRSE, ang. methicillin-
resistant Staphylococcus epidermidis) a takze penicylinoopornym Corynebacterium
Jjeikeium, Streptococcus pneumoniae 1 Clostridium difficile.  'Wankomycyna jest
kluczowym lekiem w leczeniu zakazen MRSA 1 MRSE, w tym sepsy, zapalenia wsierdzia
i phuc. Jest rowniez stosowana u pacjentéw uczulonych na penicyliny i cefalosporyny.
Dziata bakteriobdjczo na wigkszos$¢ bakterii Gram-dodatnich, ale wobec enterokokdw jest
tylko bakteriostatyczna, dlatego czesto laczy sie ja z aminoglikozydami. Wykazuje
aktywno$¢ przeciwko Clostridium spp., Peptostreptococcus 1 innym beztlenowcom, ale
nie dziata na pateczki Gram-ujemne. Pojawienie si¢ w latach osiemdziesiatych szczepow
gronkowcowych wrazliwych i nastepnie opornych na wankomycyne zdeklasowato jej
pozycje na liscie wszechstronnie dziatajacych antybiotykow wsrod Gram-dodatnich

ziarenkowcow. Struktura molekularna wankomycyny to trzycykliczny glikopeptyd
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sktadajacy si¢ z siedmioczionowych tancuchéw peptydowych o trojpierscieniowe]
strukturze i przylaczonego disacharydu skladajacego si¢ z wankozaminy i glukozy.
Wankomycyna hamuje syntez¢ $ciany komorkowej bakterii, poprzez oddziatywanie na
monomery mureinowe, ktore sg prekursorem peptydoglikanu. Monomery te przytaczane
sa do peptydoglikanu poprzez transglikozylacj¢, a nastgpnie transpeptydacje.
Wankomycyna wigze si¢ z dipeptydami D-Ala-D-Ala monomeréw i po przekroczeniu
btony komorkowej w tak stworzonym kompleksie powoduje zmiany konformacyjne, ktore
uniemozliwiaja dziatanie glikozylotransferazy budujacej tancuch peptydoglikanowy, co
skutkuje przerwaniem syntezy $ciany komorkowej. Wankomycyna zazwyczaj powoduje
niewielkie dzialania niepozadane, takie jak zapalenie zyl, dreszcze i wysypke, ktore
wynikaja gléwnie ze sposobu jej podawania. Rzadziej moze wywotywacé ototoksycznos$e,
objawiajaca si¢ szumami usznymi, szczegolnie u pacjentow z niewydolnoscig nerek, u
ktérych obserwuje si¢ wysokie stezenia leku w surowicy._ Wankomycyna moze
powodowaé uszkodzenie nerek, nawet przy prawidtowych poziomach w surowicy,
zwlaszcza gdy jest stosowana razem z innymi lekami, takimi jak aminoglikozydy czy
cyklosporyna. Ryzyko wzrasta przy dluzszej terapii lub u pacjentéw w cigzkim stanie.
Dhugotrwate stosowanie wankomycyny moze takze prowadzi¢ do neutropenii, jednak jest
to odwracalny efekt, ktory ustepuje po odstawieniu leku. Powigzano takze wystepowanie
maloplytkowosci o podlozu immunologicznym, leukocytozy, eozynofilii oraz
leukocytoklastycznego zapalenia naczyn ze stosowaniem tego anytbiotyku. Szybkie
podanie wankomycyny moze prowadzi¢ do zespotu ,,czerwonego cztowieka” (RMS, ang.
,red man” syndrome), ktory objawia si¢ rumieniem, $wigdem, niedoci$nieniem i
obrzekiem naczynioruchowym. Reakcja ta wynika z uwalniania histaminy. Mimo Ze
dziatania niepozadane wankomycyny sa stosunkowo rzadkie, ich ryzyko mozna
zminimalizowaé poprzez monitorowanie st¢zenia leku w surowicy oraz dostosowanie
szybkosci infuzji.

U pacjentow przyjmujacych wankomycyne rzadko wystepuje reakcja anafilaktyczna, ale
moze to powazna reakcja alergiczna, w tym anafilaksj¢ oraz dermatologiczne schorzenia,
takie jak DRESS (wysypka polekowa z eozynofilig i objawami uktadowymi, ang. drug
rash with eosinophilia and systemic symptoms) czy LABD (Liniowa IgA pegcherzowa
dermatoza, ang. linear IgA bullous dermatosis). Inne cigzkie zmiany skorne obejmuja
toksyczng nekroliz¢ naskorka i zespdt Stevensa-Johnsona (Levine 2006; Rubinstein &

Keynan 2014).
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3.3.2. Cefoksytyna

Antybiotyk z klasy beta-laktamowych w podtypie cefalosporyn. W strukturze i
mechanizmie dziatania jest podobny do penicyliny. Rdzen czasteczki sktada si¢ z
czterocztonowego pierscienia beta-laktamowego, a w odroznieniu od penicyliny posiada
takze dodatkowy atom pier§cieniu bocznym. Bakterie wrazliwe na penicyliny zwykle sg te
wrazliwe na cefalosporyny z wyjatkiem gatunkow Listeria i Pasteurella sp. Antybiotyki te
aktywnie dziataja na bakterie Gram-ujemne, a takze Haemophilus influenzae oraz
wrazliwego na metycyling gronkowca ztocistego. Natomiast gronkowiec zlocisty oporny
na metycyling wykazuje takze oporno$¢ na cefalosporyny. Antybiotyki te mozna podzieli¢
wedhug ich generacji na cztery grupy, z czego ich dzialanie zmienia ukierunkowanie z
bakterii Gram-dodatnich na Gram-ujemne wraz z poézniejsza generacja. Cefoksytyna
nalezy do drugiej generacji tych lekow, w zwiazku z tym wykazuje mniejsza skutecznosé
przeciwko S. aureus, ale wigksza skutecznos¢ przeciwko bakteriom beztlenowym niz te z
pierwszej generacji. Cefoksytyna wyrdznia si¢ mozliwoscig zwalczania pratkow gruzlicy,
ale zadna z cefalosporyn drugiej generacji nie dziata przeciwko enterokokom,
Pseudomonas, S. epidermidis i wspomnianej juz Listeria czy gronkowcowi zlocistemu

opornemu na metycyling (Harrison & Bratcher 2008).
3.4. Hodowla Staphylococcus aureus

Hodowla prowadzona byla w laboratorium Zaktadu Mikrobiologii UAM dzigki
uprzejmosci prof. UAM dr hab. Ryszarda Koczury oraz catego zespotu Zaktadu na ptynnej
pozywce MHB (Mueller Hinton Broth) w objetosci 60 ml w 37 °C przy delikatnym
mieszaniu. Przy OD600 w zakresie 0,18 - 0,23 zawartos¢ wszystkich naczyn hodowlanych
zostala potaczona, a nastgpnie rozlana do mniejszych kolb w celu kontynuacji hodowli i
uzyskania jednorodnej populacji komorek.

Przy OD600 = 0,45 hodowle podzielono na trzy czg¢sci. Do prob traktowanych dodano
antybiotyki, cefoksytyne (Supelco) oraz wankomycyne (Sigma-Aldrich) do osiggnigcia
docelowego stezenia odpowiednio 300 pg/ml oraz 4 pug/ml. Nastgpnie hodowle

prowadzono przez 30 min w warunkach jak powyzej.
3.5. Eksperyment Ribo-seq

Metoda profilowania rybosomowego (Ribo-seq), opracowana przez Ingolie i

wspotpracownikow (2009), polega na sekwencjonowaniu fragmentéw mRNA chronionych
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przez rybosomy w trakcie translacji, co umozliwia analiz¢ aktywnego procesu syntezy
biatek z rozdzielczoscia pojedynczego nukleotydu w warunkach in vivo. W eksperymencie
tym komorki sg traktowane cykloheksamidem w celu zatrzymania rybosoméw na mRNA,
a nastepnie poddawane lizie. RNA niezwigzane z rybosomami jest degradowane
enzymatycznie (RNaza I), pozostawiajac krotkie fragmenty (~28-30 nt) chronione przez
rybosomy. Te fragmenty sg izolowane, oczyszczane, odwrotnie transkrybowane do cDNA,
ligowane z adapterami i amplifikowane, a nastgpnie poddawane sekwencjonowaniu.
Dzigki mapowaniu uzyskanych sekwencji wzgledem genomu mozliwe jest precyzyjne
okreslenie pozycji rybosomoéw na transkryptach, identyfikacja regionéw genomu
kodujacych bialka, alternatywnych miejsc inicjacji translacji (w tym nie-AUG), oraz
analiza efektywnosci translacji i dynamiki elongacji. Metoda ta pozwala na kompleksowa
charakterystyke translatomu komorki i ujawnia mechanizmy regulacji translacji, ktore sa
niewidoczne przy analizie poziomu mRNA (Ingolia i in. 2009).

Protokol eksperymentalny

Bufor zawieszajacy

e 250 ul 1 M MgCI2 (Thermo Scientific Chemicals) 10 mM

e 125 ul 1 M CaClI2 (POL-AURA) 5mM
e 2,5ml 1 M NH4CIl (POL-AURA) 100 mM
e 0,5ml1 M Tris (pH 8.0) (Bioshop) 20 mM
e 50 ul of 0,5M Cm (Sigma-Aldrich) 1 mM (323 pg/ml)
e Woda DEPC do 25 ml
Bufor lizujacy
e 100 ul 1 M MgCI2 (Thermo Scientific Chemicals) 10 mM
e 50 ul1M CaCl2 (POL-AURA) 5mM
e 1 ml1M NH4Cl (POL-AURA) 100 mM
e 200 ul 1 M Tris (pH 8.0) (Bioshop) 20 mM
e 50 ul20% IGEPAL CA-630(Invitrogen) 0,1%
e 200 pl 20% Triton X-100 (Biopharm) 0,4%
e 10 pl of 10 U/ul RNase-free DNase I (Invitrogen) 100 U/ml
e 25 ul of 20 U/ul SUPERaseln (Invitrogen) 0.5 U/ul
e 20 ul0,5M Cm (Sigma-Aldrich) 1 mM (323 g/ml; Mr = 323 g/mol)

e 1428 pl of 7X Protease Inhibitors (Roche)
e Woda DEPC do 10 ml
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Do bakterii dodano 0,5 M roztwor chloramfenikolu do koncowego st¢zenia 0,3 mM i
inkubowano przez 2 minuty w 37 °C. Nastgpnie umieszczono hodowle na lodzie i do
roztworu dodano wczesniej przygotowane zamrozone kostki z chloramfenikolem o
stezeniu 100 pg/ml i wymieszano. Tak przygotowane roztwory wirowano (5000 rpm)
przez 3 minuty w 4 °C, supernatant usuni¢to. Osad zawieszono w zimnym buforze
zawieszajacym. Nastepnie probki wirowano jak wczesniej (5000 rpm, 3 min, 4 °C).
Supernatant usuni¢to, a osad zawieszono w zimnym buforze lizujacym wedlug proporcji:
600 pl buforu na 100 jednostek OD i inkubowano na lodzie przez 5 minut. Nastepnie
zamrozono probki w ciektym azocie w postaci kropelek, umieszczono w falkonach i
przechowywano w -80 °C. Tak przygotowane probki wystano na suchym lodzie do zespotu
dr Olesya Panasenko z uniwersytetu w Genewie (BioCode: RNA to Proteins Core Facility,
Dpt of Microbiology and Molecular Medicine, Faculty of Medicine, University of Geneva)
w celu wykonania dalszej czgs$ci protokotu, wlaczajac w to sekwencjonowanie uzyskanego

cDNA.

3.6. Eksperyment SHAPE-Map

SHAPE-MaP (ang. Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension and
Mutational Profiling) to zaawansowana metoda probkowania struktury RNA,
umozliwiajaca mapowanie konformacyjnie elastycznych nukleotydow z rozdzielczo$cia
pojedynczego nukleotydu. Technika ta 1Iaczy chemiczne modyfikacje RNA z
sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym i profilowaniem mutacyjnym, co pozwala na
bezposrednie okreslenie lokalnej dynamiki strukturalnej RNA. W pierwszym etapie
eksperymentu RNA poddawane jest dziataniu reagentow SHAPE, takich jak 1M7, ktore
selektywnie reaguja z grupami 2’-OH nukleotydow znajdujacych si¢ w konformacyjnie
elastycznych regionach czasteczki, np. w regionach niesparowanych. W odroznieniu od
klasycznych metod SHAPE, w ktérych modyfikacje powoduja zatrzymanie odwrotnej
transkryptazy, SHAPE-MaP wykorzystuje warunki reakcyjne, w ktérych enzym RT
odczytuje zmodyfikowane nukleotydy, wprowadzajac mutacje w cDNA zamiast przerywac
jego synteze. Powstale cDNA zawierajace mutacje s3 nastgpnie poddawane
sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu. Mutacje s3 identyfikowane w oparciu o
przyrownanie wzgledem sekwencji referencyjnej, a ich czgsto§¢ jest przeliczana i

normalizowana wzgledem probki kontrolnej. Uzyskane profile reaktywnosci SHAPE sa
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nastgpnie wykorzystywane jako dodatkowy wklad energetyczny (pseudo-energia
swobodna) w algorytmach predykcji struktury drugorzedowej RNA, takich jak
RNAstructure czy ViennaRNA. SHAPE-MaP umozliwia doktadne modelowanie struktur
RNA wraz z identyfikacja motywoéw strukturalnych oraz badaniem alternatywnych
konformacji RNA, rowniez w obrgbie transkryptow o niskiej ekspresji. Dzigki swojej
precyzji, skalowalnos$ci i odpornosci na btgdy zwigzane z ligacja czy degradacja RNA,
SHAPE-MaP stanowi jedno z najdoktadniejszych narzedzi do analizy struktury RNA
dostepnych obecnie w biologii molekularnej (Siegfried i in. 2014).

Protokol eksperymentalny

Hodowlg bakteryjna przygotowana zgodnie z opisem w punkcie 3.4 wirowano przez 4 min
w 4 °C przy 8000 rpm. Supernatant usuni¢to. Dla kazdego warunku przygotowano 20 ml
24% NaCl (Eurochem BGD) rozpuszczonego w Triss-HCl o pH okolo 7,5
(BioShop;Chempur) i dodano do osadu. 10ml tego roztworu podzielono na dwie czesci 1
dodano 5 U lizostafiny (Sigma-Aldrich) do kazdego z nich. Do roztworu bgdacego proba
kontrolng dodano 0,5 ml DMSO (Sigma-Aldrich) a do roztworu z préba traktowang
100 mM 1M7 (Sigma-Aldrich). Inkubowano przez 5 min w 37 °C bez potrzasania. Po tym
czasie zwirowano przez 4 minuty w 4 °C przy 8000 rpm. Supernatant usuni¢to a osad

komorek bakteryjnych poddano ekstrakcji RNA.
3.7. Ekstrakcja RNA

Bufor ekstrakcyjny
e 5,9 gizotiocjanianu guanidyny (ROTH)
e 3,8 gizotiocjanianu amonu (ROTH)
e 1,67 ml octanu sodowego pH=5,0 (POL-AURA)
e 5 ml glicerolu (Sigma-Aldrich)
e 100 ul 0,5M EDTA pH=8,0 (POL-AURA)
e 50 pl 2-ME (Sigma-Aldrich)
e Woda DEPC do 31 ml
e 100 ul 10% deoksycholan sodowy (DOC, Eurochem) — dodawany na $wiezo przed

uzyciem

Osad bakteryjny rozpuszczono w 620 pl buforu ekstrakcyjnego i calo$¢ przeniesiono do

probowek z kulkami. Wytrzasano prze 4 minuty z intensywnoscig 300/s. Do kazdej
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probowki dodano 380 pl fenolu i inkubowano przez 4 minuty w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie dodano 200 pl chloroformu, wymieszano i inkubowano przez 4 minuty. Probki
zwirowano w 14000rpm przez 1 min. Supernatant przeniesiono na kolumn¢ Norgen i
postgpowano wedlug protokoty do izolacji RNA ,,Total RNA Purification from All Types
of Lysate” (NORGEN) wykorzystujac odczynniki z zestawu Total RNA Purification Kit —
NORGEN Biotek. Procedura opisana zostata ponize;.

3.8. Oczyszczanie RNA

Wiazanie RNA na kolumnie

Kolumng¢ wraz zawarto$cig wirowano przez minut¢ w 6000 rpm w celu przepuszczenia
lizatu przez zloze. W przypadku niepelnego przefiltrowania probki, wirowanie
kontynuowano przez dodatkowa minutg¢ w 14000rpm. Ciecz, ktora przeptynela przez
kolumng usunigto.

Plukanie kolumny

Nastgpnie na kolumn¢ natozono 400 pul roztworu pluczacego (Wash Solution A)
1 wirowano przez minut¢ w 14000 rpm. Jesli cato$¢ roztworu ptuczacego nie przedostata
si¢ przez membrang wirowano przez dodatkowa minute. Ciecz, ktéra przeptyneta usunieto.
Procedur¢ wykonano trzykrotnie dla kazdej proby. Nastepnie kolumny wirowano przez
dwie minuty w 14000 rpm by je wysuszy¢ i1 pozby¢ si¢ wszystkich pozostatosci po
roztworach.

Elucja RNA

Kolumne umieszczono w czystej probowce elucyjnej o pojemnosci 1,7 ml. Dodano 50 pl
roztworu elucyjnego (Elution Solution A) na kolumng i wirowano przez dwie minuty w
2000 rpm oraz jedng minut¢ w 14000 rpm. W razie potrzeby wirowano dodatkowa minute.

Z kazdej prébki wykonano po dwie elucje do osobnych probdéwek.
3.9. Wytracanie RNA

Do oczyszczonego RNA dodano 1/9 objetosci 3 M octanu sodowego pH=4,5-5,0, 2,5-3
objetosci etanolu 96% (Sigma-Aldrich) i 2 pl glikogenu (POL-AURA). Zmieszano przez
lekkie wstrzasanie. Zostawiono w temperaturze -20 °C do nast¢pnego dnia.

Kolejnego dnia probki zwirowano w 12000 rpm przez 40 minut w 4 °C. Usuni¢to
supernatant i dodano 100 pl 75% etanolu (Sigma-Aldrich), zwirowano przez minute

(12000 rpm, 4 °C), usunig¢to supernatant i powtdrzono przemywanie etanolem. Suszono
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otwarte probowki przez 2 minuty w temperaturze pokojowej. Dodano wody i rozpuszczano
RNA przez 2 minuty w 65 °C.

Kolejne etapy prac, tj. przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania z eksperymentu
SHAPE-MaP, wiaczajac traktowanie DNazg, usuwanie rRNA, odwrotng transkrypcje, oraz
synteze¢ drugiej nici cDNA zostaty wykonane przez mgr. Agnieszk¢ Chetkowska-Pauszek.
W celu oczyszczenia wyizolowanego RNA traktowania probki Turbo DNaza podczas 30
minutowej inkubacji materiatu w 37 °C. Po oczyszczeniu probek z DNazy wykonano
reakcje usuwania TRNA z wykorzystaniem zestawu do rybodeplecji NEBNext® rRNA
Depletion Kit i postepujac zgodnie z protokotem zalecanym przez producentéw. Na tak
przygotowanym RNA przeprowadzono reakcje¢ odwrotnej transkrypcji z uzyciem
losowych starteréw. Parametry reakcji byly nast¢pujace: 1. inicjacja syntezy cDNA —
10 min, 25 °C; 2. Odwrotna transkrypcja odwrotng transkryptaza SuperScript II — 3 h,
42 °C; 3. dezaktywacja enzymu — 15 min, 70 °C. Nastepnie oczyszczono powstaty cDNA
i przystagpiono do syntezy drugiej nici z uzyciem zestawu od NEBNext®. Synteze
prowadzono przez 2,5h w 16 °C. Dwuniciowy DNA oczyszczono z uzyciem zestawu

PureLink™ PCR Micro Kit, zgodnie z instrukcja producenta.

3.10. Analiza bioinformatyczna

3.10.1. Przygotowanie odczytow do analizy

Wstepna analiza jako$ci odczytdw zostala wykonana programem FastQC v0.12.1
z domy$lnymi ustawieniami (FastQC). Odczyty z eksperymentu SHAPE-MaP
oczyszczono z adapteréw z wykorzystaniem programu Trimmomatic v0.39 (Bolger i in.
2014). Obliczenia wykonywano na 30 watkach. Do uruchomienia programu wykorzystano
pliki z sekwencjami adapteréw z sekwencjonowania Illuminy, ktore sg dostarczane wraz z
oprogramowaniem w plikach  programowych (TruSeq3-PE.fa, TruSeq3-PE-2.fa)
ustawiono parametry przycinania adapteroOw pozwalajac na dwa niedopasowania,
wymagajac by 30 par zasad nalozylo si¢ z adapterami z obu sparowanych odczytéw, oraz
by nalozenie jakiejkolwiek sekwencji z adapterem wynosilo minimum 7 par zasad.
Zachowano odczyty o dlugosci wiekszej badz rownej 20 par zasad.

Odczyty z eksperymentu Ribo-seq oczyszczono z adapteréw wykorzystaniem programu
cutadapt (Martin 2011) w wersji 2.8. Obliczenia wykonano na 10 watkach,
z wykorzystaniem sekwencji adaptera CTGTAGGCACCATCAAT i1 wymuszono by
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minimalna liczba natoZzonych par zasad pomigdzy sekwencja adaptera a odczytu wynosita
6, zachowano odczyty o dlugosci pomiedzy 18 a 35 zasad. Wykonano ponowna analiza
jakos$ci odczytow po usunigciu nieprawidtowych sekwencji z wykorzystaniem programu

FastQC v0.12.1 z domy$Inymi ustawieniami.

3.10.2. Mapowanie odczytow do genomu referencyjnego

Mapowanie zostalo wykonane programem STAR w wersji 2.7.11a (Dobin i in. 2013),
a uzyte parametry do zbudowania indeksu genomu oraz samego mapowania przedstawiono

w tabelach 4 1 5.

Tabela 4. Parametry programu STAR wykorzystane do zbudowania indeksu genomowego.

Parametr Wartos¢ Znaczenie
runMode | genomeGenerate Tryb uruchomienia programu
runThreadN | 10 Liczba watkow dostgpnych do obliczen
genomeDir | XXX/index_star Sciezka do indeksu genomu, ktéry ma
by¢ ustworzony
genomeFastaFiles | genomic.fha Sciezka do pliku z sekwencja genomu w
formacie FASTA
genomeSAindexNbases | 9 Dhugos¢ k-merow, ktére sa uzywane do
wstepnego indeksowania tablicy
sufiksowej podczas generowania indeksu
genomu, obliczana na podstawie funkcji:
min(14, log2(dtugo$¢ genomu) /2 - 1)
sjdbGTFfile | adnotation_genomic.gtf Sciezka do pliku z adnotacjami
sjdbOverhang | 49 Dhugos¢ sekwencji flankujacej miejsca
splicingowe, obliczana jako dlugos¢
odczytow-1

Tabela 5. Parametry programu STAR wykorzystane do mapowania odczytow z eksperymentu Ribo-seq
(w nawiasach podano wartoSci parametrow do uzyte do mapowania odczytow z eksperymentu

SHAPE-MaP).

Parametr Wartos¢ Znaczenie
runThreadN | 15 (30) Liczba watkow dostepnych do
obliczen
genomeDir | XXX/index_star Sciezka do indeksu genomu
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readFilesIn

outFileNamePrefix
outSAMtype
outSAMattributes

outSAMprimaryFlag

outSAMmultNmax

outFilterMultimapNmax

outFilterScoreMinOverLread

outFilterMatchNminOverLread

outFilterMismatchNmax

outFilterMismatchNoverLmax

alignlntronMin
alignintronMax
alignEndsType

quantMode

quantTranscriptomeBan

XXX/trimmed.fastq
(R1.paired.gastq.gz,
R2.paired.fastq.gz)
mapping/XXX
BAM Unsorted

All

AllBestScore

0.7

0.7

0.2

1000000000000
500000000000000
EndToEnd (Local)

GeneCounts
TranscriptomeSAM
Singleend

Sciezka do pliku wejsciowego w
formacie FASTQ

Sciezka dla plikéw wyijsciowych
Format pliku wyjsciowego

Wybor
zostac

atrybutow, ktoére majg
uwzglednione w pliku
wynikowym dla mapowanych
odczytow

Wszystkie odczyty z najlepszym
wynikiem mapowania traktowane
sg jako pierwszorzedne

Ogranicza liczb¢ dopasowan w
pliku wynikowym dla odczytow
mapujacych w kilku miejscach.
Maksymalna liczba wielokrotnych
dopasowan dla odczytu, wszystkie

powyzej trakowane s3 jako
niezmapowane

Minimalny wynik mapowania
znormalizowany do  dlugosci
odczytow.

Minimalna liczba zmapowanych
nukleotydow w odczycie
znormalizowana do  dhlugosci

odczytow.

Maksymalna liczba niedopasowan
w parze odczyt-referencja
Dopasowanie zostanie zwrocone w
wynikach tylko jesli stosunek
pozycji  niedopasowanych  do
dlugosci przyréwnania jest rowny
lub mniejszy do podanej wartosci
Minimalna dlugos¢ intronu

Maksymalna dtugo$¢ intronu
Rodzaj algorytmu mapowania

Typ zliczen obecnych w plikach
wynikowych

Typ zliczen transktyptomowych
pozwalajacy na insercje, delecje
oraz migkkie przycinanie
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Uzyskane pliki BAM zawierajace zmapowane odczyty posortowano z uzyciem polecenia
sort programu Samtools w wersji 1.16.1 (Handsaker 1 in. 2009).

Wykorzystujac genomowe adnotacje usuni¢to odczyty mapujace do rRNA i tRNA przy
uzyciu skryptu napisanego w jezyku Python filter BAM genomic features.py, ktorego

schemat dziatania zostat przedstawiony na Rycinie 5.

Wezytywanie i interpretacja danych wejsciowych

Tworzenie pliku BED z regionami do filtracji

Identyfikacja odczytow pokrywajacych si¢ z adnotacjami

Filtrowanie i stworzenie wyj$ciowego pliku BAM

Obliczanie statystyk

Catkowita liczba odczytéw Liczba odczytéw usunietych Procent zachowanych
wejsciowych lub zachowanych odczytéw

Rycina 5. Schemat przedstawiajgcy glowne kroki dzialania programu do filtrowania zmapowanych

odczytow z sekwencjonowania.

Program filter BAM genomic features.py to bioinformatyczne narz¢dzie w jezyku
skryptowym Python napisane przeze mnie na podstawie skryptu o takich samych
wlasciwosciach napisanego w jezyku Perl przez dr hab. Marka Zywickiego. Celem tego
narzedzia jest filtrowanie odczytow NGS zapisanych w plikach o formacie BAM na
podstawie ich pokrycia z okreslonymi regionami adnotacji genomowej zapisanymi w
formacie GTF. Wykorzystuje w tym celu zestaw narzedzi do analizy danych biologicznych,
takich jak Bedtools (Quinlan & Hall 2010) oraz Samtools (wykorzystane do analizy wersje
tych programéw to odpowiednio 2.27.1 1 1.16.1). Pierwszym krokiem w dziataniu skryptu
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jest wezytanie argumentéw wejSciowych, ktére definiujg parametry filtrowania.
Uzytkownik okresla, czy odczyty pokrywajace si¢ z regionami adnotacji majg by¢ usunigte
(1) czy zachowane (0), wskazuje tryb analizy (genomiczny lub transkryptomiczny), podaje
liste cech adnotacji, ktére majg zosta¢ odfiltrowane, a takze $ciezki do plikow GTF i BAM
oraz nazwe dla pliku wynikowego BAM. Program sprawdza poprawno$¢ podanych
argumentOw 1 zapewnia ich wlasciwe weczytanie, dzigki czemu mozliwe jest
przeprowadzenie dalszej analizy bez blgdow wynikajacych z niepoprawnie
sformatowanych danych wejsciowych. Nastgpnie skrypt przechodzi do etapu tworzenia
pliku BED z regionami genomowymi, ktére maja zosta¢ uzyte do filtrowania. Aby to
osiggna¢, program wyodrgbnia odpowiednie cechy adnotacji z pliku GTF, wykorzystujac
polecenie grep 1 zapisuje w pliku BED wspolrzedne chromosomowe w formacie
nazwa_chromosomu pozycja start pozycja stop. Po przygotowaniu pliku BED program
przechodzi do identyfikacji odczytow BAM, ktore pokrywaja si¢ z wyznaczonymi
regionami adnotacji. Wykorzystuje do tego narzgdzie Bedtools intersect, ktore pozwala na
znalezienie wszystkich odczytow, ktére naktadaja si¢ na wczesniej okreslone regiony
genomowe. Kazdy zidentyfikowany odczyt zostaje zapisany w strukturze danych, dzigki
czemu mozliwe jest jego pdzniejsze zachowanie lub usuniecie z pliku wynikowego BAM
w zalezno$ci od uzytego trybu. Ostatnim kluczowym etapem jest przetwarzanie pliku
BAM w celu zapisania tylko tych odczytow, ktore speniaja kryteria filtrowania. W tym
celu program wykorzystuje polecenie Samtools view, ktoére pozwala na strumieniowe
odczytywanie danych BAM 1 ich selekcje. Program iteruje przez kazdy odczyt BAM i
sprawdza jego obecno$¢ w zbiorze zawierajacym odczyty pokrywajace si¢ z regionami
adnotacji. W trybie usuwania konkretnych cech ze zbioru, wszystkie odczyty pokrywajace
si¢ z regionami adnotacji sg usuwane. Jesli wybrano tryb znalezienia genow mapujacych
do danych cech, program zachowuje jedynie odczyty, ktoére pokrywaja si¢ z adnotacjami.
Program zapisuje przefiltrowane odczyty do nowego pliku BAM. Po zakonczeniu
filtrowania program oblicza statystyki, w tym calkowitg liczb¢ odczytéw w pliku BAM
przed filtrowaniem, liczbe odczytow usunigtych lub zachowanych oraz procent
zachowanych odczytéw w stosunku do calosci. Wyniki te sg prezentowane uzytkownikowi,
pozwalajac na oceng skutecznosci filtrowania oraz jego wplywu na jakos$¢ danych.

Do przeprowadzonej analizy wykorzystano tryb genomiczny usunig¢cia odczytow

naktadajacych si¢ na cechy adnotowane jako rybosomalne i transportujace RNA.
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3.10.3. Przygotowanie plikow do analizy roznicowej

Program STAR poza plikami wynikowymi ze zmapowanymi odczytami generuje takze
kilka plikow zawierajacych podsumowanie mapowania w tym plik ze zliczeniami
odczytow mapujacych do konkretnych genéw — ReadsPerGene.out.tab.

W celu wygenerowania macierzy zliczef na podstawie wynikow eksperymentow RNA-seq
oraz RIBO-seq opracowano skrypt w jezyku Python, ktory przetwarza dane otrzymane w
wyniku mapowania programem STAR. Dane wej$ciowe znajdujg si¢ w dwdch odrebnych
katalogach dla probek RNA-seq oraz dla prébek RIBO-seq. Skrypt wykorzystuje
funkcje get counts(), ktoéra iteruje po plikach znajdujacych si¢ w podanym katalogu,
identyfikuje pliki zawierajace liczby odczytéw przypisanych do gendéw, a nastgpnie dla
kazdego genu odczytuje odpowiednie wartosci zliczen przypisane do probki i zachowuje
je w strukturze stownika. W sytuacji, gdy dany gen nie wykazuje aktywnosci w konkretnej
probcee 1 nie ma wartosci zliczen przypisuje si¢ warto$¢ zero. Tak przygotowana struktura
danych pozwala na wygenerowanie macierzy ekspresji w formacie CSV za pomoca
funkcji get output(), ktora przeksztatlca dane do formy tabelarycznej, wypisujac nazwy
gendw w wierszach oraz identyfikatory prébek w nagtowku kolumnowym.

Ostatecznie skrypt zapisuje dwie osobne macierze zliczeh w postaci plikéw CSV,
zawierajacych odpowiednio dane dla zestawu probek RNA-seq oraz prébek RIBO-seq. Tak
przygotowane pliki stanowig punkt wyjscia do dalszej analizy bioinformatycznej,
umozliwiajacej m.in. normalizacj¢ danych, pordwnanie transkryptomu i translatomu oraz

identyfikacj¢ zmian w regulacji translacyjnej.

W celu identyfikacji typéw biologicznych gendéw zawartych w genomie Rosenbach
opracowano dedykowany skrypt w jezyku Python. Skrypt przetwarza plik adnotacji
genomowych w formacie GTF, zawierajacy informacje o lokalizacji i atrybutach genow.
Analiza rozpoczyna si¢ od iteracyjnego przegladania zawartosci pliku wejsciowego. Dla
kazdej linii opisujacej gen, atrybuty zawarte w ostatniej kolumnie sa dzielone na
poszczegolne pary klucz—warto$¢ i na tej podstawie przypisywane sa do genu dwie
warto$ci: unikalny identyfikator oraz typ biologiczny. Dane te przechowywane sa w
strukturze stownika, zapewniajac, ze kazdy gen zostanie uwzglgdniony tylko raz.
Nastepnie wartos$ci te zostaja zapisane do pliku CSV w formie tabeli z dwiema kolumnami:

pierwsza zawiera identyfikator genu, a druga przypisany do niego typ biologiczny (np.
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protein_coding, IncRNA, pseudogene). W efekcie powstaje skondensowana tabela

klasyfikacji funkcjonalnej genow.

W celu ograniczenia dalszej analizy transkryptomicznej i translatomicznej do gendéw
kodujacych biatka przefiltrowano macierze zliczeh RNA-seq oraz RIBO-seq
wykorzystujac wezesniej stworzong tabele klasyfikacji funkcjonalnej gendw. Opracowano
skrypt w jezyku Python, ktory z tej tabeli wyodrgbnia jedynie te geny, ktore zostaty
zaklasyfikowane jako ,,protein coding”. Nastgpnie otwiera pliki macierzy zliczen i
iteracyjnie przeszukuje ich zawarto$¢. Wiersze odpowiadajace genom zaklasyfikowanym
jako kodujace biatka zapisuje do nowych plikdéw wyjsciowych osobno dla kazdego z
eksperymentow. Wiersze zawierajace inne typy gendw zostaja pominigte. Nagtowek
zostaje zachowany bez zmian.

Tak przygotowane zbiory danych zawieraja wylacznie profile ekspresji genow kodujacych
biatka i sg wykorzystywane w dalszych etapach analizy r6znicowej, funkcjonalnej (np.

wzbogacenie GO) oraz integracyjnej dane RNA-seq i1 Ribo-seq.

3.10.4. Analiza roznicowej ekspresji genow kodujgcych biatka metodg
NOISeq

W celu identyfikacji gendw kodujacych biatka o zréznicowanej ekspresji pomiedzy
warunkami  eksperymentalnymi przeprowadzono analiz¢ danych RNA-seq z
wykorzystaniem pakietu NOISeq w wersji 2.38.0 (Tarazona i in. 2011) w $rodowisku R.
Wybrano pakiet NOISeq ze wzgledu na jego funkcjonalno$¢ umozliwiajaca symulacje
powtorzen Dbiologicznych. Analiza obejmowata probki traktowane cefoksytyna,
wankomycyng oraz probke kontrolna.

Weczedniej przygotowane zliczenia dla danych z RNA-seq ograniczonych do gendéw
kodujacych biatka, znormalizowano metoda odcietej $redniej wartosci M (TMM,
ang. Trimmed Mean of M-values) przy uzyciu funkcji calcNormFactors() z pakietu edgeR
(Robinson i in. 2010). Znormalizowane wartosci zliczen zostaty przeksztatcone do postaci
CPM (ang. Counts Per Million), zarbwno w wersji logarytmicznej, jak i bez logarytmizacji.
W celu przygotowania danych do analizy, zastosowano funkcje readData() z pakietu
NOISeq, uwzgledniajac typ biotypu dla kazdego genu. Na podstawie przygotowanych
obiektow danych przeprowadzono wstepng eksploracj¢ jakosciowa, obejmujaca analizg

rozktadu zliczen, wykrywalno$¢ biotypdw, analize gléwnych sktadowych (PCA, ang.
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Principal Component Analysis), a takze wygenerowanie raportu diagnostycznego jakos$ci
danych.

Roznice ekspresji pomigdzy parami warunkow (cefoksytyna vs kontrola, wankomycyna vs
kontrola, cefoksytyna vs wankomycyna) oceniono metodg noiseq() bez powtorzen
biologicznych (replicates = "no"), z parametrami zgodnymi z zaleceniami pakietu (k = 0.1,
pnr = 0.2, nss =5, v=0.02, Ic = 1). Nastepnie, dla kazdego poroéwnania z wykorzystaniem
funkcji degenes() wyodrgbniono zestawy genow ulegajacym ekspresji réznicowej przy
poziomach istotnosci q > 0.95, rozdzielajac je dodatkowo na geny ulegajace podwyzszonej
oraz obnizonej ekspresji. Wykonano wizualizacj¢ wynikow analizy rdznicowej ekspresji w
formie wykresow MD (ang. Mean—Difference). Wyniki analizy zostaly zapisane w plikach

o formacie CSV.

3.10.5. Analiza zmiennosci translacyjnej genow kodujgcych biatka

W celu identyfikacji genéw z istotng zmienno$cig w poziomie translacji przeprowadzono
analiz¢ analogiczng do analizy opisanej w punkcie 3.10.4 z wykorzystaniem pakietu

NOISeq w $rodowisku R dla danych z eksperymentu RIBO-seq.

3.10.6. Analiza zmiennosci efektywnosci translacji

W celu kompleksowej analizy mechanizmoéw regulacji translacji w odpowiedzi na
dziatanie antybiotykow przeprowadzono analiz¢ efektywnos$ci translacji dla trzech
warunkow eksperymentalnych: kontrola (bez antybiotyku), wankomycyna oraz
cefoksytyna. Dane wejSciowe obejmowaty przygotowane zgodnie z punktem 3.10.3
zliczenia dla genow kodujacych biatka z eksperymentu RNA-seq oraz Ribo-seq.

Najpierw zsumowano zliczenia w powtdrzeniach biologicznych dla danych RIBO-seq,
uzyskujac zintegrowane wartosci dla kazdej z prob biologicznych. Zliczenia z obu
eksperymentow znormalizowano przy uzyciu metody TMM (funkcja calcNormFactors z
pakietu edgeR) i przeksztatcone do postaci CPM. Nastepnie na podstawie wspodlnej listy
gendw potaczono dane w jedng tabele i odfiltrowano wiersze, w ktorych wystepowaty
zerowe wartosci CPM.

Na podstawie znormalizowanych danych CPM obliczono wartos$ci efektywnosci translacji
(TE, ang. Translation Efficiency) gendw jako stosunek sygnatu RIBO-seq do RNA-seq dla
kazdego z warunkow: kontrola (TEk), wankomycyna (TEw) oraz cefoksytyna (TEc). W
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kolejnym etapie dokonano oceny jako$ci danych TE przy uzyciu funkcji diagnostycznych
pakietu NOISeq analogicznie jak w punkcie 3.10.4.

Na podstawie wartosci efektywnosci translacji wyznaczono krotnos$¢ jej zmiany (FC, ang.
fold change) w postaci logarytmicznych stosunkow efektywno$ci translacji
logo(TEwarunek 1/TEwarunek?2). Analiz¢ statystyczng roznicowej efektywnosci translacji
wykonano metoda NOISeq bez powtorzen biologicznych (replicates = "no"), stosujac
parametry domyslne pnr = 0.2, nss = 5, v=0.02, lc=1, dla wszystkich kombinacji
warunkéw eksperymentalnych. Geny o istotnie zmienionej efektywnosci translacji (przy
poziomie istotnosci q > 0.95) zostaly wyodrgbnione za pomoca funkcji degenes().
Wykonano wizualizacj¢ wynikoéw analizy roznicowej efektywnos$ci translacji w formie
wykresow MD (ang. Mean—Difference). Wyniki analizy zostaly zapisane w plikach o
formacie CSV.

3.10.7. Analiza danych SHAPE-MaP

W celu uzyskania profili reaktywnos$ci strukturalnej RNA odczyty z sekwencjonowania
bibliotek SHAPE-MaP przetworzono programem mars-probe (publikacja w
przygotowaniu) wykorzystujacym uczenie maszynowe w celu ustalenia warto$ci
reaktywnos$ci dla poszczegdlnych nukleotydow w transktyptach. Program mars-probe
zostat opracowany przez mgr. Remigiusza Gebke z Zaktadu Biologii Obliczeniowej UAM,
ktéry wykonat tez ponizsze analizy. Dane z eksperymentow SHAPE-MaP zostaty
przetworzone w kilku etapach: najpierw surowe odczyty sekwencjonowania poddano
identyfikacji i zliczeniu mutacji w pozycjach modyfikowanych, wykorzystujac komponent
analityczny programu ShapeMapper (Busan & Weeks 2018). Nastgpnie dane zostaty
przeksztalcone w zestawy cech opisujacych lokalng reaktywnos$¢ chemiczng oraz kontekst
sekwencyjny sasiadujacych nukleotydow. Tak przygotowane wektory cech postuzyty jako
wejscie do modeli predykcyjnych opartych na algorytmach uczenia maszynowego, ktore
estymuja prawdopodobienstwo wystepowania nukleotydéw niesparowanych, wspierajac

dalsze modelowanie struktury drugorzedowej RNA.

3.10.7.1. Przygotowanie plikow do analizy danych strukturalnych

Opracowano skrypt w jezyku R w celu przetworzenia danych dotyczacych reaktywnosci
RNA w trzech warunkach eksperymentalnych: kontrola (K), cefoksytyna (C) oraz

wankomycyna (W). Analiza zostala przeprowadzona na wynikach wygenerowanych przy
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uzyciu metody analizy danych strukturalnych i translatomowych opisanej w niniejszej
rozprawie w podrozdziale 4.1.5 dla kazdej pary warunkow eksperymentalnych (K vs C, K
vs W, C vs W). Z plikow wejsciowych pobrano wartosci reaktywnosci dla kazdego genu
w pozycjach RBS, kodonu start oraz rozszerzonego obszaru wokot kodonu start, ktory
obejmowat -20/+3 nukleotydy od liczac od pierwszego nukleotydu kodonu start. Dane
wejsciowe przeksztatcono tak, by ostateczny zbior danych reprezentowat peten zakres
pozycji nukleotydowych z wymienionych obszaréw dla wszystkich genow w trzech
warunkach eksperymentalnych. Dane te zapisano w formie tabeli w pliku CSV, ktory
stanowi punkt wyj$cia do dalszych analiz statystycznych i wizualizacji reaktywnosci RNA
w roznych warunkach biologicznych. Do uzyskania powyzszych rezultatéw wykorzystano
podstawowe biblioteki do manipulacji danymi: dplyr (Wickham i in. 2025), tidyr
(Wickham i in. 2025), readr (Wickham i in. 2024), stringr (Wickham 2023).

3.10.7.2. Porownawcza analiza dostgpnosci strukturalnej RNA w wybranych regionach
transkryptow  bakteryjnych w  warunkach ekspozycji na cefoksytyng i

wankomycyne

Kolejnym etapem byla analizy réznic reaktywno$ci RNA migdzy trzema warunkami
eksperymentalnymi: kontrola (K), cefoksytyna (C) oraz wankomycyna (W). W tym celu
napisano skrypt w jezyku Python, do ktérego dane wejsciowe przygotowano zgodnie z
opisem w podrozdziale 3.10.7.1. Na potrzeby analizy dane te zostaty podzielone na cztery
podzbiory odpowiadajace biologicznie istotnym regionom przedstawionym na rycinie 6:
rejon dlugi, obejmujacy nukleotydy otaczajace kodon startowy (-20/+3 nt), rejon wigzacy
rybosom (RBS), kodon startowy, oraz syntetyczny rejon powstaty z potaczenia RBS z
kodonem startowym (Rycina 6). Dla kazdego z czterech regionéw wykonywano analize¢
réznicowa dostepnosci strukturalnej obejmujgca pary warunkow eksperymentalnych: K vs
C, K vs W oraz C vs W. Analiza rozpoczyna si¢ od wykonania testu t-Studenta dla wartosci
reaktywnosci z konkretnego regionu dla pary warunkéw. Obliczenia wykonywane sa dla
kazdego genu w obrebie wszystkich czterech rejonéw. Na tej podstawie obliczana jest
warto$¢ p (ang. p-value) oraz klasyfikacja istotnos$ci statystycznej réznic w reaktywnosci
danego rejonu pomigdzy warunkami (p-value < 0.05). Rownolegle obliczane sg dodatkowe
statystyki: $redniej reaktywnosci w obu warunkach, r6znica $rednich z obu warunkéw oraz
$rednia ogdlna dla obszaru (r6znica $rednich z obu warunkoéw podzielona na dwa). Wyniki
te sg zapisywane w formie tabelarycznej do osobnych plikow CSV dla kazdego regionu.

Tak przygotowane dane stanowig punkt wyjsciowy do wizualizacji otrzymanych statystyk.
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Dla kazdej pary warunkow w obrgbie danego regionu generowane sg dwa typy wykresow:

wykres roznic istotnych (ang. volcano plot).

4 N
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Rejon obejmujacy RBS oraz kodon start  |A8eierNeie) AUG

Rejon dlugi obejmujacy ]
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Rycina 6. Rejony mRNA istotne w fazie inicjacji translacji wyselekcjonowane do analizy strukturalnej.
Rejon kodonu start (3 nt), rejon wigzgcy rybosom (5 nt), rejon obejmujgcy zarowno RBS jak i kodon
start (8 nt) oraz rejon diugi, obejmujgcy nukleotydy otaczajqce kodon startowy (-20/+3 nt od pierwszego
nukleotydu kodonu start).

3.10.8. Zintegrowana analiza danych strukturalnych i translatomowych

W celu integracji profili reaktywnos$ci nukleotydow poszczeg6élnych transkryptow oraz
efektywnosci ich translacji stworzono metode, opisang w rozdziale czwartym (4.1.6) —
Wyniki, niniejszej rozprawy. Metoda ta wykorzystuje do dziatania narz¢dzie RBSfinder
(Suzek iin. 2001), stanowiace probabilistyczny system wspomagajacy identyfikacje¢ miejsc
inicjacji translacji w genomach bakterii. Jego gléwnym celem jest poprawa doktadnosci
lokalizacji kodonow startowych, poprzez wykrywanie miejsc wigzania rybosomu w
regionach 5" mRNA. RBSfinder dziata jako modul, ktéry analizuje wyniki klasycznych
narzedzi do predykeji genéw, takich jak Glimmer (Delcher i in. 1999) czy GeneMark.hmm
(Lukashin & Borodovsky 1998), i weryfikuje lokalizacj¢ kodonéw startowych na
podstawie obecnosci sekwencji RBS. Algorytm wykorzystuje fakt, ze w wigkszos$ci
bakterii sekwencja RBS jest komplementarna do konca 3' rRNA 168, najczg$ciej w postaci
motywu Shine—Dalgarno (np. AGGAGG), zlokalizowanego okoto 8-10 nukleotydéw
przed kodonem startowym. Proces analizy rozpoczyna si¢ od wygenerowania
tzw. sekwencji inicjujacej (ang. seed sequence), ktora shuzy do trenowania modelu

probabilistycznego. Jesli znana jest sekwencja 16S rRNA danego organizmu, jej koncowy
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fragment jest wykorzystywany jako zrddlo sekwencji inicjujacej. Nastepnie algorytm
przeszukuje regiony poprzedzajace kodony startowe 1 identyfikuje najbardziej
prawdopodobne miejsca wigzania rybosomu na podstawie podobienstwa do sekwencji
inicjujacej. Zidentyfikowane sekwencje RBS sg oceniane pod katem sity wigzania (np.
liczby wigzan wodorowych) oraz pozycji wzgledem kodonu AUG. Na tej podstawie
RBSfinder wybiera najbardziej prawdopodobny kodon startowy dla danego genu, co
pozwala na korekte btednych predykeji i znalezienie wcze$niej nieadnotowanych kodonow
start. RBSfinder zostat przetestowany na zestawie zweryfikowanych gendéw Escherichia
coli, gdzie poprawit trafno$¢ lokalizacji kodonoéw startowych z poziomu 67-77% (dla

klasycznych narzedzi) do okoto 90% (Suzek 1 in. 2001).

3.10.9. Analiza funkcjonalna wybranych genow

W celu wykonania analizy funkcjonalnej wybranych genéw stworzono list¢ ich unikalnych
identyfikatorow i na podstawie adnotacji genomowych dopasowano odpowiadajace im
identyfikatory biatkowe w notacji RefSeq. Nastepnie list¢ identyfikatoréw biatek poddano
konwersji na identyfikatory biatkowe w notacji UniProtKB z wykorzystaniem narzedzia
online ID mapping UniProt (Zaru i in. 2023). Narzedzie zwraca list¢ wybranych
identyfikatorow zmapowanych ws$rdéd roéznych organizméw oraz dodatkowo wybrane
identyfikatory GO — proces biologiczny, funkcja molekularna, komponent komorkowy. Z
otrzymanej tabeli wybrano tylko te identyfikatory biatkowe, ktore przypisane bytly do

genomu Staphylococcus aureus Mu50.

3.10.10. Wizualizacja wynikow

Wszystkie wykresy ilustrujace wyniki otrzymane podczas analizy danych SHAPE-MaP
oraz Ribo-seq zostaly wykonane przy uzyciu jezykow Python oraz R w oparciu o dostgpne
biblioteki do analizy bioinformatycznej oraz wizualizacji takie jak: numpy (Harris i in.
2020), pandas (McKinney 2010), scipy (Virtanen i in. 2020), matplotlib (Hunter 2007),
seaborn (Waskom 2021), sklearn (Pedregosa i in. 2011) dla Pythona oraz dplyr (Wickham
1in. 2025), tidyr (Wickham i in. 2025), readr (Wickham i in. 2024), stringr (Wickham 2023)
w R.
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4. WYNIKI I DYSKUSJA

W ramach eksperymentéw SHAPE-MaP oraz Ribo-seq otrzymano biblioteki odczytow z
NGS przygotowanych na podstawie RNA wyizolowanego z komorek Staphylococcus
aureus. W przypadku SHAPE-MaP uzyskano probki z wykorzystaniem odczynnika
SHAPE, oraz probki niepoddane modyfikacji traktowano jako réwnowazne z klasycznym
RNA-seq i wykorzystywano jako odniesienie dla wszystkich eksperymentow. Ze wzgledu
na metode sekwencjonowania sparowanych koncow w przypadku danych SHAPE-MaP,
dla kazdej z probek wygenerowane zostaly dwa pliki, obejmujacag odczyty w obu
kierunkach (forward 5" — 3’ i reverse 3" — 5'). Eksperymenty przeprowadzono w trzech
warunkach hodowlanych: kontrolnym, bez dodatku substancji aktywnych oraz dwoch
wariantach traktowanych, w ktorych bakterie eksponowano oddzielnie na dziatanie
antybiotykow — wankomycyny i cefoksytyny. W ramach eksperymentu przygotowano
dziewie¢ bibliotek Ribo-seq, po trzy dla kazdego z trzech warunkéw hodowlanych, z

zachowaniem powtorzen biologicznych.

4.1.1. Charakterystyka uzyskanych danych sekwencyjnych

W pierwszym etapie analizy przeprowadzono oceng jakosci i charakterystyke odczytow
programem FastQC. We wszystkich probkach odczyty zostaly oznaczone jako dobrej
jakosci, a takze zawieraly sekwencje adapterowe i1 wysoki poziom sekwencji
zduplikowanych, $rednio 75% duplikatow w eksperymentach SHAPE-MaP oraz 95% w
eksperymentach Ribo-seq. W wigkszosci probek z eksperymentow strukturalnych
zidentyfikowano nieprawidlowosci przy parametrach dotyczacych zawartosci
poszczego6lnych zasad w sekwencjach, zawartosci zasad GC oraz nadreprezentowanych
sekwencji. W probkach z eksperymentow Ribo-seq parametry zwigzane z zawartoscig
poszczegolnych zasad w sekwencjach, zawartoscig zasad GC oraz poziomem sekwencji
wystepujacych wielokrotnie nie spetnily kryteriow jakosci. Dane dotyczace liczby oraz

dhugosci sekwencji w poszczegolnych probkach zamieszczono w tabelach 6-8.
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Tabela 6. Profil surowych odczytow RNA-seq. Pliki z odczytami forward i reverse opisane sq wspolnie

dla kazdej probki ze wzgledu na takie same statystyki wystepujgce w obu plikach.

Probka Liczba Dhugos¢ %GC Warunek
surowych par | sekwencji
odczytow
RNA-K 436 504 466 150 36 kontrola
RNA-W 343 611 830 150 35 wankomycyna
RNA-C 247 665 956 150 37 cefoksytyna

Tabela 7. Profil surowych odczytow SHAPE-MaP. Pliki z odczytami forward i reverse opisane sq
wspolnie dla kazdej probki ze wzgledu na takie same statystyki wystepujgce w obu plikach.

Probka Liczba Dhugos¢ %GC Warunek
surowych par | sekwencji
odczytow
SHAPE-K | 434986 833 150 36 kontrola
SHAPE-W | 393 785735 150 36 wankomycyna
SHAPE-C 368 588 378 150 36 cefoksytyna

Tabela 8. Profil surowych odczytow Ribo-seq.

Prébka Liczba Dhugos¢ %GC Warunek
surowych sekwencji
odczytow
RIBO-K1 | 95133512 100 51 kontrola
RIBO-K2 | 91 074 144 100 54 kontrola
RIBO-K3 | 70 884 377 100 51 kontrola
RIBO-W1 | 98 525 473 100 51 wankomycyna
RIBO-W2 | 40973 610 100 51 wankomycyna
RIBO-W3 | 86 667 089 100 52 wankomycyna
RIBO-C1 | 47 807 225 100 52 cefoksytyna
RIBO-C2 | 93442770 100 50 cefoksytyna
RIBO-C3 | 93 168 447 100 52 cefoksytyna
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Zgodnie z danymi przedstawionymi w tabelach 68, liczba odczytow Ribo-seq jest
zauwazalnie nizsza niz w RNA-seq oraz SHAPE-MaP. Srednia liczba odczytow w probach
kontrolnych uzyskanych metoda Ribo-seq jest pigciokrotnie nizsze niz w przypadku
RNA-seq i SHAPE-MaP. W probach traktowanych wankomycyng pokrycie Ribo-seq jest
odpowiednio 4,5 razy nizsze wzgledem RNA-seq oraz 5 razy nizsze wzgledem
SHAPE-MaP. Natomiast w probach traktowanych cefoksytyna pokrycie Ribo-seq jest
trzykrotnie nizsze niz w RNA-seq i blisko pigciokrotnie nizsze (4,7 razy) niz w
SHAPE-MaP. Tak wyrazna r6znica w glebokosci sekwencjonowania wynika z charakteru
eksperymentu SHAPE-Map, w ktorym analiza danych opiera si¢ o identyfikacje mutacji
spowodowanych adduktami chemicznymi, wystepujacych zazwyczaj z czgstoscig ponizej
1%. Tak niska czestotliwo$¢ wymusza wyjatkowo glebokie sekwencjonowanie bibliotek w
celu zapewnienia nadzwyczaj wysokiego pokrycia transkryptow odczytami (okoto 400 min
par odczytow na probke, zakladane $rednie pokrycie odczytami transkryptomu S. aureus:
>16 000 X). Ponadto w przypadku Ribo-seq, enzymatyczne trawienie RNA moze
prowadzi¢ do utraty czeSci materialu. Liczby odczytow uzyskane w probkach uznano za
optymalne do przeprowadzenia analizy bioinformatyczne;.

Nastepnie w ramach wstgpnego przetwarzania danych przeprowadzono oczyszczenie
plikow surowych w celu eliminacji niskiej jakosci odczytow oraz sekwencji technicznych.
Z odczytow usuni¢to sekwencje adaptorowe oraz dokonano selekcji wedtug dtugosci i
jakosci. Dla zestawu danych SHAPE-MaP i RNA-seq zastosowano program Trimmomatic,
a dla danych pochodzacych z eksperymentow Ribo-seq wykorzystano program Cutadapt.
Program Trimmomatic umozliwit skuteczne usunigcie sekwencji o obnizonych
parametrach  jakoSciowych, pozostawiajac wystarczajaca liczb¢ odczytow do
przeprowadzenia dalszych analiz strukturalnych oraz poréwnawczych na poziomie
transkryptomu (Tabela 9 1 10). W danych z profilowania rybosomalnego, zgodnie z
oczekiwaniami, zdecydowana wigkszos¢ odczytow zawierala sekwencje adapterowe. Po
ich wycigciu zachowano $rednio 67% odczytow, ktorych dtugosci miescity si¢ w zakresie
charakterystycznym dla analiz Ribo-seq, co potwierdza wysoka jako$¢ uzyskanego

materialu do dalszego profilowania translacyjnego (Tabela 11).
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Tabela 9. Podsumowanie wynikow dziatania programu Trimmomatic dla danych SHAPE-MaP.

Prébka Liczba Liczba Procent
wejsciowych | zachowanych | zachowanych
par odczytow | par odczytow | par odczytow

SHAPE-K | 434986833 | 309491080 71,14%
SHAPE-W | 393785735 | 282217036 71,67%
SHAPE-C 368 588378 | 272766 108 74,00%

Tabela 10. Podsumowanie wynikow dziatania programu Trimmomatic dla danych RNA-seq

Prébka Liczba Liczba Procent
wejsciowych | zachowanych | zachowanych
par odczytow | par odczytow | par odczytow

RNA-K 436 504 466 | 329352335 75,45%

RNA-W 343 611 830 | 271993 250 79,16%

RNA-C 247 665 956 | 161 546 232 65,23%

Tabela 11. Podsumowanie wynikow dziatania programu Cutadapt dla danych Ribo-seq.

Probka Liczba Liczba Procent odczytow Procent
surowych | zachowanych zawierajacych zachowanych
odczytow odczytow adapter odczytow

RIBO-K1 | 95133512 50 736 131 98,2% 53,3%
RIBO-K2 | 91074 144 35716 486 98,2% 39,2%
RIBO-K3 | 70 884 377 47 057 577 98,4% 66,4%
RIBO-W1 | 98525473 77927 706 98,5% 79,1%
RIBO-W2 | 40973 610 33 768 841 98,9% 82,4%
RIBO-W3 | 86 667 089 66 409 344 98,5% 76,6%
RIBO-C1 | 47807 225 34 735 857 98,7% 72,7%
RIBO-C2 | 93442770 72 492 394 98,3% 77,6%
RIBO-C3 | 93168 447 51317 823 98,4% 51,1%
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Oczyszczone probki poddano ponownej analizie programem FastQC w celu sprawdzenia
efektywnosci poprzednich etapow. W probkach z danych Ribo-seq odczyty miaty dlugosé¢
od 18 do 35 nukleotydow i $rednig zawarto$¢ zasad GC na poziomie 56%. W probkach z
danych SHAPE-MaP oraz RNA-seq dlugo$¢ odczytow wahala si¢ pomigdzy 20 a 150
nukleotydami, a $rednia zawarto§¢ GC w sekwencjach wynosita 34%. Ocena jakosci
danych uzyskanych metodami Ribo-seq, RNA-seq oraz SHAPE-MaP wykazala wysoka
jako$¢ parametrow technicznych, takich jak jako$¢ sekwencjonowania na poziomie
pojedynczych zasad, jako$¢ na poziomie ptytki, ogdlna ocena sekwencji oraz zawarto$é
niezidentyfikowanych zasad (N), zaréwno przed, jak i po oczyszczeniu danych. W
przypadku wszystkich trzech metod nie zaobserwowano poprawy w zakresie poziomu
duplikacji sekwencji, zawarto$ci zasad w poszczegdlnych pozycjach oraz obecnosci
nadreprezentowanych sekwencji, co moze wynika¢ z charakterystyki bibliotek — w Ribo-
seq z ograniczonej dtugosci rybosomowo chronionych fragmentéw, a w RNA-seq i1
SHAPE-MaP z nadmiernej amplifikacji transkryptow o wysokiej ekspresji. Rozktad
dhugosci sekwencji pogorszyt si¢ we wszystkich probkach (z dobrej do umiarkowane;j
jakosci), co jest technicznie spodziewanym efektem dziatania programéw oczyszczajacych
(Cutadapt dla Ribo-seq, Trimmomatic dla RNA-seq i SHAPE-MaP), ktore przycinaja
odczyty 1 usuwajg fragmenty o niskiej jakosci. Najbardziej jednoznaczng i spojng poprawe
jakos$ci danych zaobserwowano we wszystkich trzech metodach w zakresie zawarto$ci
sekwencji adapterowych — jako$¢ tego parametru zmienita si¢ z nieakceptowalnej na
dobra, co potwierdza skuteczno$¢ zastosowanych procedur filtracji i przygotowuje dane do

dalszego mapowania oraz analizy.

Nastegpnie odczyty zmapowano do genomu S. aureus Mu5(0 z wykorzystaniem programu
STAR (Dobin i in. 2013). Podsumowanie wynikow tego etapu przestawiono w tabelach 12,
13 1 14. Przedstawione dane obrazuja skuteczno$¢ mapowania sekwencji uzyskanych w
trzech kluczowych eksperymentach: sekwencjonowania RNA technika RNA-seq,
chemicznego profilowania struktury mRNA metoda SHAPE-MaP oraz profilowania
aktywnosci translacyjnej mRNA technika Ribo-seq. W celu zapewnienia wysokiej jakosci
wynikow oraz spojnosci pomigdzy analizami strukturalnymi, kontrolnymi i translacyjnymi,
do dalszego etapu badan uwzgledniono wylacznie odczyty mapujace unikalnie.

Podejécie to eliminuje wpltyw sekwencji mapujacych w wiele miejsc genomu, ktore
moglyby prowadzi¢ do niejednoznacznej interpretacji lokalizacji aktywnej translacji oraz

zaburzenia odczytu poziomu translacji wybranych transkryptoéw. W kontek$cie analizy
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ryboprzetagcznikow translacyjnych oraz strukturalnych regulatorow RNA, precyzyjna

lokalizacja zmian konformacyjnych i aktywnosci translacyjnej ma kluczowe znaczenie dla

identyfikacji funkcjonalnych zaleznos$ci molekularnych.

Tabela 12. Podsumowanie wynikow mapowania odczytow z eksperymentu SHAPE-MaP.

Probka Liczba par Liczba par odczytow Procent odczytow
odczytow zmapowanych zmapowanych
wejsciowych unikalnie unikalnie
SHAPE-K | 309 491 080 240 249 685 77,63%
SHAPE-W | 282217036 199 208 666 70,59%
SHAPE-C | 272766 108 207 286 586 75,99%

Tabela 13. Podsumowanie wynikow mapowania odczytow z eksperymentu RNA-seq.

Probka Liczba par Liczba par odczytow Procent odczytow
odczytow zmapowanych zmapowanych
wejsciowych unikalnie unikalnie
RNA-K 329352 335 272 359 395 82,70%
RNA-W 271993 250 235227491 86,48%
RNA-C 161 546 232 137 697 589 85,24%

Tabela 14. Podsumowanie wynikow mapowania odczytow z eksperymentu Ribo-seq.

Probka Liczba Liczba odczytow Procent odczytow
odczytow zmapowanych zmapowanych
wejsciowych unikalnie unikalnie
RIBO-K1 50 736 131 10 776 566 21,24%
RIBO-K2 35716 486 6012993 16,84%
RIBO-K3 47 057 577 8266 522 17,57%
RIBO-W1 77927 706 9502 781 12,19%
RIBO-W2 33 768 841 3918028 11,60%
RIBO-W3 66 409 344 8 542 953 12,86%
RIBO-C1 34 735 857 4 959 987 14,28%
RIBO-C2 72 492 394 10 963 163 15,12%
RIBO-C3 51317 823 9202726 17,93%
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Warto$¢ procentowa w ostatniej kolumnie tabel 12, 13 i1 14 wskazuje, jaki odsetek
catkowitych odczytow sekwencjonowania udato si¢ przypisa¢ jednoznacznie do
konkretnego miejsca w genomie S. aureus Mu50. Dla danych transkryptomowych i
strukturalnych warto$ci te wahajg si¢ od 70,59% (SHAPE-W) do 86,48% (RNA-W), co
oznacza bardzo wysoka jako$¢ danych. Probki z RNA-seq osiagaja wyzsze wskazniki
unikalnego mapowania (82-86%), natomiast w probkach SHAPE-MaP widoczny jest
spadek w odsetku odczytow mapujacych unikalnie (71-77%), co moze wynika¢ z mutacji
wprowadzonych do sekwencji w wyniku odczytu adduktow wprowadzonych do
jednoniciowych rejonow RNA podczas traktowania chemicznego probek. Tak wysoki
udziat odczytow unikalnie zmapowanych wskazuje na duzg wiarygodno$¢ danych i
potwierdza zasadno$¢ ich wykorzystania do dalszej analizy struktury drugorzedowej RNA.
Wartosci procentowe odczytéw zmapowanych unikalnie w probkach Ribo-seq sa znacznie
nizsze 1 wahaja si¢ od 11,60% (RIBO-W2) do 21,24% (RIBO-K1), co oznacza, ze tylko
okoto 11-21% odczytow dla kazdej probki mozna jednoznacznie przypisa¢ do konkretne;j
lokalizacji w genomie. Jest to spodziewany obraz, ze wzgledu na niewielkg dlugosé
sekwencjonowanych fragmentdow RNA chronionych przed nukleazami przez rybosomy
(15-40 nt). Krotkie sekwencje wykazuja nizszg unikalno§¢ w genomie, w zwigzku z czym
posiadaja tendencje do mapowania w wiele miejsc.

Na podstawie analizy udziatu biotypéw genéw zmapowanych w danych Ribo-seq oraz
SHAPE-MaP i RNA-seq (Ryciny 7 i 8) dokonano oceny jakos$ci przygotowanych bibliotek
sekwencyjnych oraz efektywnos$ci procedury rybodeplecji. W danych Ribo-seq obserwuje
si¢ relatywnie niski udziat sekwencji pochodzacych z genéw rRNA, co wskazuje na
skuteczne usunigcie rybosomalnego RNA w trakcie przygotowania bibliotek. Jednocze$nie
dominacja odczytow zmapowanych do genéw tRNA stanowi oczekiwany efekt wynikajacy
z ochrony czasteczek tRNA przez rybosomy podczas trawienia nukleazami, co prowadzi
do ich wspotizolacji z aktywnie ttumaczonym mRNA.

W przypadku danych SHAPE-MaP i RNA-seq proporcjonalny udziat geno6w rRNA i tRNA
w odczytach sekwencyjnych byl marginalny, co potwierdza wysoka jako$¢ materiatu oraz
skuteczno$¢ zastosowanej procedury rybodeplecji. Wszystkie trzy typy danych wskazuja
na wysoka czysto$¢ molekularng oraz prawidlowe przygotowanie probek do analizy

sekwencyjnej.
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Rycina 7. Wykres przestawiajqcy procentowy udzial biotypow genow, do ktorych zmapowane zostaly
odczyty z sekwencjonowania danych Ribo-seq. Niska zawartos¢ genow rRNA swiadczy o dobrze
przeprowadzonym etapie rybodeplecji, co jest pozgdanym zjawiskiem. Przewaga genow mapujgcych do
genow tRNA jest naturalng konsekwencjq izolowania fragmentow RNA, ktore pokryte byly rybosomami
na roznych etapach translacji. W przypadku fazy elongacji, czgsteczki tRNA mogly takze zostaé

ochronione przed dziataniem nukleaz i wraz z mRNA zostaly zsekwencjonowane.
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Rycina 8. Wykres przestawiajqcy procentowy udzial biotypow genow, do ktorych zmapowane zostaly
odczyty z sekwencjonowania danych SHAPE-MaP/RNA-seq. Niski odsetek genow mapujgcych do rRNA
i tRNA swiadczy to o dobrze przygotowanych bibliotekach do sekwencjonowania i o dobrze
przeprowadzonym etapie rybodeplecji.
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Do usuni¢cia odczytéw mapujacych do sekwencji rRNA 1 tRNA wykorzystano skrypt
przeznaczony do filtrowania odczytow sekwencjonowania w formacie BAM na podstawie
ich pokrycia z okreslonymi cechami adnotacji genomowej, opisany w rozdziale 3.10.2.
Jego zastosowanie jest szczegOlnie istotne w badaniach nad mechanizmami regulacji
translacyjnej, poniewaz umozliwia precyzyjne usuni¢cie odczytow, ktéore moga byc
artefaktami — na przyklad sekwencje pochodzace zrRNA lub tRNA, ktore nie
odzwierciedlajg aktywnosci kodujacych transkryptow. Dane z eksperymentu SHAPE-MaP
zawieraly $rednio 1,13% odczytéw mapujacych do rRNA oraz 0,85% odczytow
mapujacych do tRNA, natomiast dane z eksperymentu Ribo-seq zawieraty $rednio 0,44%
odczytow mapujacych do rRNA oraz 57% odczytow mapujacych do tRNA. Podsumowanie
wynikow filtrowania odczytow w poszczegdlnych probkach opisano w tabelach (Tabela

15,161 17).

Tabela 15. Podsumowanie filtrowania odczytow mapujgcych do rRNA oraz tRNA w danych z

eksperymentu SHAPE-MaP.
Probka Liczba Liczba Procent Procent Procent
odczytow zachowanych zachowanych rRNA tRNA
wejsciowych odczytow odczytow
SHAPE-K | 240 249 685 235360 545 97,96 L,11 0,93
SHAPE-W | 199 208 666 196 543 426 98,66 0,75 0,58
SHAPE-C | 207 286 586 203 558 740 98,20 0,95 0,85

Tabela 16. Podsumowanie filtrowania odczytow mapujgcych do rRNA oraz tRNA w danych z

eksperymentu RNA-seq.

Probka Liczba Liczba Procent Procent Procent
odczytow zachowanych zachowanych rRNA tRNA
wejsciowych odczytow odczytow
RNA-K 272 359 395 264 663 135 97,17 1,71 1,12
RNA-W 235227491 230 805 305 98,12 1,12 0,76
RNA-C 137 697 589 134 949 757 98,00 1,11 0,88
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Tabela 17. Podsumowanie filtrowania odczytow mapujgcych do rRNA oraz tRNA w danych z
eksperymentu Ribo-seq.

Prébka Liczba Liczba Procent Procent Procent
odczytow | zachowanych | zachowanych rRNA tRNA
wejsciowych odczytow odczytow

RIBO-K1 10 776 566 6276 734 58,244 0,502 41,253
RIBO-K2 6012993 1715430 28,529 0,224 71,247
RIBO-K3 8266 522 3325785 40,232 0,297 59,471
RIBO-W1 9502 781 3394761 35,724 0,388 63,888
RIBO-W2 3918 028 1460 763 37,283 0,570 62,147
RIBO-W3 8 542 953 2 846 709 33,322 0,491 66,187
RIBO-C1 4 959 987 2135579 43,056 0,446 56,498
RIBO-C2 10 963 163 5561 407 50,728 0,515 48,757
RIBO-C3 9202726 5048 586 54,860 0,556 44,585

4.1.2. Roznicowa ekspresja genow w odpowiedzi na traktowanie

antybiotykami

Analiza réznicowej ekspresji gendw kodujacych biatka pomigdzy proba kontrolng a
probkami traktowanymi cefoksytyng lub wankomycyna umozliwia ocen¢ odpowiedzi
komorki na dziatanie tych antybiotykow. Pozwala ona zidentyfikowaé geny, ktoérych
aktywno$¢ ulega istotnym zmianom w warunkach stresu antybiotykowego, co moze
odzwierciedla¢ mechanizmy adaptacyjne, obronne lub zwigzane z opornoscig. Tego
rodzaju analiza stanowi istotny etap w zrozumieniu wplywu czynnikow srodowiskowych
na regulacj¢ ekspresji gendw i tworzy podstawe do dalszych badan. W poréwnaniu probek
traktowanych wankomycyng z prébka kontrolng zidentyfikowano pojedynczy gen, ktérego
ekspresja rdznila si¢ istotnie statystycznie (¢ < 0,05) (Rycina 9B, 9C). Gen ten, oznaczony
jako SAV_RS13050, koduje biatko podjednostki alfa reduktazy azotanowej, wchodzace w
sktad kompleksu reduktazy azotanowej oraz uczestniczy w oddychaniu beztlenowym. Gen
ten wykazywal réwniez istotng statystycznie roznice w ekspresji w poréwnaniu
wanokomycyna - cefoksytyna, co $wiadczy o jego specyficznej indukcji przez
wankomycyng. W zestawieniu probek kontrolnych z probkami traktowanymi cefoksytyna

nie wykryto istotnych réznic w ekspresji zadnego z genoéw (Rycina 9A). Wyniki te
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wskazuja na ograniczony wplyw zastosowanych warunkow stresowych na profil
transkryptomiczny bakterii.

W analizie réznic ekspresji genéw przedstawionej za pomocg wykresoOw typu Mean—
Difference (MD) (Rycina 9) porownano trzy zestawy warunkow hodowlanych: kontrola
vs. cefoksytyna (A), kontrola vs. wankomycyna (B) oraz cefoksytyna vs. wankomycyna
(C). Poréwnanie proby kontrolnej z probka traktowang cefoksytyng (A) wykazato wysokie
podobienstwo profili ekspresji, czego dowodem bylta ograniczona rozpigto§¢ wartosci
krotno$ci zmiany oraz niska warto$§¢ réznic bezwzglednych w ekspresji genow. W
poréwnaniach kontrola vs. wankomycyna (B) oraz cefoksytyna vs. wankomycyna (C)
zaobserwowano szersze spektrum zmian ekspresji, wskazujace na globalne réznice w
regulacji transkryptomicznej indukowanej wankomycyng. Sugeruje to, Ze antybiotyk ten
wywoluje silniejsza odpowiedz komoérkowa na poziomie ekspresji gendw w pordwnaniu z
cefoksytyna. Jest to zgodne z charakterystyka szczepu MRSA, ktéry posiada odpornos¢ na
antybiotyki beta-laktamowe, takie jak cefoksytyna i metycylina, jednak jest wrazliwy na
wankomycyng.

Z uwagi na ograniczong liczb¢ wykrytych gendéw réznicujacych, wyniki te nalezy
interpretowac z ostroznoscig. Metoda zastosowana w analizie, oparta na pakiecie NOISeq,
wykorzystuje generowanie symulowanych powtdrzen technicznych w celu oszacowania
zmiennosci ekspresji pomigdzy warunkami. Cho¢ pozwala to na identyfikacj¢ globalnych
trendow, losowy charakter procesu symulacji moze wplywaé na ograniczong
powtarzalno$¢ wynikow oraz zmiennos¢ wartosci ilosciowych ekspresji. Tym samym,
pojedyncze istotne sygnaly moga nie odzwierciedla¢ biologicznie znaczacych roznic, lecz
raczej wynikac z fluktuacji generowanych w ramach modelu probabilistycznego (Tarazona
1in. 2013). Te same ograniczenia dotyczg takze analizy zmiennos$ci poziomu translacji oraz

jej efektywnosci opisanych w pozniejszych podrozdziatach.

81



o
S
wv)
= S
T
(5]
o <+
= p S
= + N
— [}
- .
=1 .
~ I Y
a S a =
o
=
el
o
= =
il
[
S
S
—] T .
2 T

D
let00 let10 let+02 let03 let04 1let+05

- /

Rycina 9. Wykres przedstawiajqcy zmiane logarytmiczng (M) i wartos¢ bezwzgledng (D) roznicy w
ekspresji miedzy warunkami (D). Wartosci D sq wyswietlane w skali logarytmicznej. A. Kontrola vs.
Cefoksytyna; B. Kontrola vs. Wankomycyna; C. Cefoksytyna vs. Wankomycyna;, M -
log2(warunekl/warunek2) czyli logarytm z krotnosci zmiany (FC); D — wartos¢ bezwzgledna roznicy w
ekspresji genow [warunekl-warunek2] wyrazonaw cpm (Tarazonaiin. 2013). Strzatkq oraz czerwonym
kétkiem zaznaczono geny o statystycznie istotnej roznicy w ekspresji. Na wykresach zaobserwowad
mozna podobienstwo ekspresji genow pomigdzy probg kontrolng oraz traktowang cefoksytyng (A),
przejawia sie to mniejszq zmiang w ekspresji genow (D) oraz mniejszq rozpigtoscig wartosci FC.
Natomiast na panelach B i C widoczne jest podobienstwo w zmianach profili ekspresji genow w
odpowiedzi na traktowanie wankomycyng w stosunku do proby kontrolnej jak i do proby traktowanej

cefoksytyng. W obu przypadkach widoczna jest wigksza roznica w ekspresji poszczegolnych genow.

4.1.3. Badanie poziomu translacji

Wykonana analiza skalowania wielowymiarowego (MDS, ang. Multidimensional Scaling

Plot; Chen 1 in., 2020) ukazata wyrazne zgrupowanie probek zgodne z warunkami
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hodowlanymi, wskazujac na wysoka zgodno$¢ profili translacji w obrebie poszczegdlnych
warunkéw eksperymentalnych (Rycina 10). Ze wzgledu na wysokie podobienstwo
powtdrzen biologicznych zdecydowalam si¢ na ich laczenie w dalszych analizach,
zwigkszajac tym samym glebokos$¢ pokrycia gendw odczytami oraz poprawiajac czutos¢ i

wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow.
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Rycina 10. Grupowanie poszczegolnych probek w zestawie danych z eksperymentu Ribo-seq. Wykres
MDS przedstawia dwa gltowne wymiary, ktore lgcznie wyjasniajq istotng czes¢ catkowitej zmiennosci w
obrebie analizowanych probek (Chen i in. 2020). Pierwszy wymiar, reprezentowany na osi X,
odpowiada za 61% calkowitej zmiennosci i stanowi glowny kierunek rozinicowania probek,
umozliwiajgc ich grupowanie zgodnie z profilem translacji. Drugi wymiar, widoczny na osi Y, wyjasnia
17% zmiennosci i odgrywa role pomocniczq, dostarczajgc dodatkowego kontekstu w klasyfikacji probek.
Wysoki dystans probek traktowanych wankomycyng od probek kontrolnych oraz traktowanych
cefoksytyng w wymiarze pierwszym Swiadczy o wigkszej roznicy pomigdzy ich profilami translacji.
Natomiast probki traktowane cefoksytyng oraz kontrolne sq bardziej do siebie zblizone w pierwszym

wymiarze i roZnicujq si¢ dopiero w wymiarze drugim, pomocniczym.

Wizualizacja wynikoéw ukazuje dwa gldowne komponenty przestrzeni MDS, ktore tacznie
wyjasniaja znaczng cze$¢ catkowitej zmiennosci poziomdéw translacji w badanych

warunkach (Chen i in., 2020). Pierwszy wymiar, odpowiadajacy osi X, thumaczy 61%

83



obserwowanej zmienno$ci i stanowi glowny kierunek roznicowania probek, umozliwiajac
ich efektywne grupowanie w zaleznosci od profilu translacyjnego. Drugi wymiar (0$ Y),
wyjasniajacy 17% zmienno$ci, pelni role uzupelniajacg, pozwalajac na uchwycenie
subtelniejszych réznic migdzy warunkami eksperymentalnymi. Zauwazalne rozdzielenie
probek traktowanych wankomycyna wzgledem probek kontrolnych oraz traktowanych
cefoksytyng w pierwszym wymiarze $wiadczy o wyraznej modulacji translacji
indukowanej przez wankomycyng. Jednocze$nie blisko§¢ probek kontrolnych i
eksponowanych na cefoksytyng w pierwszym wymiarze wskazuje na podobienstwo ich
profili ekspresji, z réznicami ujawniajacymi si¢ dopiero w wymiarze drugim. Uktad probek
na wykresie MDS potwierdza, ze wankomycyna wywoluje wigksze zmiany w profilu
translacyjnym komoérek w poroéwnaniu do cefoksytyny, ktorej wptyw jest mniej wyrazny
w analizowanych wymiarach.

W przeprowadzonej analizie roznicowej pomigdzy warunkami hodowlanymi nie
zidentyfikowano wielu genow wykazujacych istotne i specyficzne zmiany poziomu
translacji, ktore pozwalalyby na klarowne rozréznienie badanych zestawow probek. W
poréwnaniu probek kontrolnych z probkami traktowanymi cefoksytyna nie wykryto
zadnych gendéw spelniajacych kryteria istotno$ci statystycznej. Natomiast w porownaniu
probek kontrolnych z probkami poddanymi dziataniu wankomycyny zidentyfikowano
pojedynczy gen, SAV RS07675, kodujacy enzym reduktazg peptydo-metioniny
(S)-S-tlenku MsrA, ktéry odgrywa role w odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz w
procesach naprawy uszkodzonych biatek poprzez reakcje redoks z udzialem tioredoksyny.
W zestawieniu probek traktowanych cefoksytyna i wankomycyng wykryto dwa geny
roéznicujace translacje na poziomie istotnym statystycznie: SAV_RS05220, kodujacy
syntaz¢ argininobursztynianowg zaangazowang w wiazanie ATP i biosynteze argininy,
oraz SAV_RS14270, ktorego produkt biatkowy nie posiada obecnie jednoznacznie
okreslonej funkcji 1 zostal sklasyfikowany jako biatko hipotetyczne. Brak powtarzajacych
si¢ statystycznie istotnych genéw pomiedzy poréwnaniami wankomycyna — kontrola oraz
wankomycyna-cefoksytyna §wiadczy o specyficzno$ci odpowiedzi komérkowej na kazdy
z antybiotykow.

Na podstawie wykresow typu MD (Mean—Difference) poréwnujacych zmiany poziomow
translacji w odpowiedzi na traktowanie antybiotykami zaobserwowano istotne réznice w

dynamice aktywnosci translacyjnej genéw (Rycina 11).
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Rycina 11. Wykres przedstawiajqcy zmiane logarytmiczng (M) i wartos¢ bezwzgledng (D) rdznicy w
translacji miedzy warunkami (D). Wartosci D sq wyswietlane w skali logarytmicznej. A. Kontrola vs.
Cefoksytyna; B. Kontrola vs. Wankomycyna; C. Cefoksytyna vs. Wankomycyna;, M — logarytm z
krotnosci zmiany (FC, ang. fold change); D — wartos¢ bezwzgledna roznicy w aktywnosci translacyjnej
[warunekl-warunek2] wyrazona w cpm (Tarazona i in. 2013). Strzatkq oraz czerwonym kolkiem
zaznaczono geny roznicujgce sig istotnie statystycznie. Wykresy wskazujg na zblizony poziom translacji
migdzy probq kontrolng a probkg poddang dzialaniu cefoksytyny, co przejawia sig niewielkimi zmianami
w poziomach translacji (D) oraz mniejszq rozpietoscig wartosci FC. Z kolei podwykresy B i C ukazujg
podobienstwo profili poziomow translacji w probie traktowanej wankomycyng, zarowno wzgledem
proby kontrolnej, jak i tej eksponowanej na cefoksytyng. W obu analizowanych porownaniach

dostrzegalne sq wyrazniejsze roznice w poziomie translacji poszczegolnych genow.

Podobnie jak w przypadku wynikow eksperymentu RNA-seq, analiza poréwnania probki
kontrolnej z probka traktowang cefoksytyna (A) wykazata niewielkie zmiany zar6wno w

wartosciach bezwzglednych (D), jak i w zakresie logarytmicznej zmiany ekspresji (M), co
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wskazuje na wysoki stopien podobienstwa profilu translacyjnego dla tych warunkow.
Natomiast traktowanie wankomycyna (B, C) indukowalto szersze spektrum zmian
translacyjnych, przejawiajace si¢ wigksza rozpigtoscia wartoSci FC oraz wigkszymi
réznicami w poziomach translacji (0§ D). Wyniki te wskazuja, ze ekspozycja na
wankomycyn¢ prowadzi do bardziej wyraznych zmian w profilu translacji niz w przypadku
uzycia cefoksytyny. Obserwacje te, podobnie jak w przypadku eksperymentu RNA-seq, sa
zgodne z charakterystyka szczepu MRSA, ktory wykazuje oporno$¢ na antybiotyki beta-
laktamowe (cefoksytyna) oraz wrazliwo$¢ na wankomycyne. Nalezy jednak zwrdcié
uwage, ze skala bezwzglednych roznic translacyjnych (0§ D) w danych Ribo-seq (Rycina
11) jest ponad dziesigciokrotnie nizsza niz w analogicznej analizie RNA-seq (Rycina 9).
Maksymalne warto$ci D w przypadku Ribo-seq osiagaja okoto 10 000 cpm, podczas gdy
w RNA-seq dochodza do 100000 cpm. Wskazuje to, ze mimo obecno$ci rdznic w
translacji, ich intensywno$¢ jest nizsza niz na poziomie transkrypcji, co moze
odzwierciedla¢ dodatkowa warstwe regulacyjng na poziomie translacji oraz selektywnag
aktywno$¢ rybosomow w odpowiedzi na dziatanie antybiotykéw. Niemniej jednak takie
roéznice w skali warto$ci D podkre$laja odmienne mechanizmy dziatania obu antybiotykéw

oraz ich wptyw na regulacje ekspresji genow u Staphylococcus aureus.

4.1.4. Efektywnosc¢ translacji

Nastepnym krokiem bylo przeanalizowanie efektywnosci translacji (TE, ang. translation
efficiency), okreslonej jako stosunek poziomu translacji do poziomu ekspresji mRNA
danego genu. W tym celu, dla kazdego genu, poziom translacji z eksperymentu Ribo-seq
odniesiony zostal do zmierzonego poziomu mMRNA w eksperymencie RNA-seq.
Przeprowadzona analiza nie ujawnila istotnych statystycznie rdéznic w efektywnosci
translacyjnej genow obserwowanych we wszystkich analizowanych warunkach
eksperymentalnych (Rycina 12).

Ponadto, obserwowana zmienno$¢ efektywnosci translacji jest nizsza niz w przypadku
poziomow transkryptdw oraz translacji oznaczonych na podstawie danych RNA-seq i
Ribo-seq. W odroznieniu od danych transkryptomicznych 1 translacyjnych, nie
zaobserwowano wyraznych réznic pomi¢dzy odpowiedzig na traktowanie cefoksytyng oraz

wankomycyng. Obserwacje te sugeruja, ze obserwowane pomig¢dzy antybiotykami réznice
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w zmianie poziomo6w translacji (Rycina 11) sa gldéwnie powigzane z r6znicami w zmianach

poziomu mRNA (Rycina 9).
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Rycina 12. Wykres przedstawiajqcy zmiane logarytmiczng (M) i wartos¢ bezwzgledng (D) rdznicy w
efektywnosci translacji miedzy warunkami (D). Wartosci D sq wyswietlane w skali logarytmicznej. A.
Kontrola vs. Cefoksytyna, B. Kontrola vs. Wankomycyna,; C. Cefoksytyna vs. Wankomycyna, M —
log2(warunekl/warunek2) czyli logarytmiczna zmienna krotnosci efektywnosci translacji (FC); D —
wartos¢ bezwzgledna roznicy w efektywnosci translacji [warunekl-warunek2] (Tarazona i in. 2013).
Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w  efektywnosci translacji pomiedzy warunkami

hodowlanymi.
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4.1.5. Dostepnos¢ strukturalna RNA

W nastepnym kroku przeanalizowano indukowane obecnoscig antybiotyku zmiany w
dostgpnosci strukturalnej rejondow mRNA istotnych w inicjacji translacji: RBS, kodonu
start oraz szerokiego rejonu obejmujacego pozycje -20/+3 wzgledem kodonu start (Rycina
6). W tym celu dla kazdego z rejonéw wykonano analizg statystyczng zmian reaktywnosci
nukleotydéw wzgledem odczynnika uzytego w eksperymencie SHAPE - 1M7 (szczeg6ly
w sekcji Materiaty 1 metody) (Ryciny 13-15). W analizie statystycznej poréwnujacej
reaktywno$¢  strukturalng mRNA  pomiedzy  warunkami  eksperymentalnymi
zaobserwowano zalezno$¢ pomig¢dzy wielkoscig analizowanego obszaru transkryptu a
liczbg genéw wykazujacych istotne réznice w poziomie reaktywnos$ci strukturalnej.
Zjawisko to uwidacznia si¢ szczeg6lnie w przypadku szerokiego regionu, obejmujacego
pozycje nukleotydowe w przedziale od -20 do +3 wzgledem kodonu startowego, ktory
charakteryzuje si¢ mniejszym rozproszeniem sygnalu i nizsza S$rednig zmiennoscig
strukturalng. W konsekwencji, zastosowanie $redniej arytmetycznej jako miary
reaktywnosci dla tak rozlegtych obszaréw moze prowadzi¢ do czg$ciowej utraty lokalnych
sygnatow roznicujacych — fluktuacje warto$ci reaktywnosci moga si¢ znosi¢ lub
rozmywaé w wartosciach agregowanych, co obniza czulo§¢ wykrywania zmian pomiedzy
warunkami. Natomiast w obszarach krotszych takich jak RBS (5 nukleotydow) oraz kodon
start (3 nukleotydy) $rednia arytmetyczna jest zblizona do realnej warto$ci reaktywnosci
poszczegolnych nukleotydow w zbiorze 1 wykazuje wyrazniejsza sygnatur¢ rdznic

strukturalnych.

W kolejnym etapie analizy zidentyfikowano geny, ktore wykazuja statystycznie istotne
réznice w reaktywnosci RNA w dwoéch kluczowych regionach translacyjnych — kodonie
start oraz regionie RBS — pomiedzy probkami kontrolnymi a probkami traktowanymi
antybiotykami: cefoksytyng oraz wankomycyng. Zmiany konformacyjne w obu tych
obszarach, moga wskazywa¢ na funkcjonalne przeorganizowanie struktury RNA w

odpowiedzi na dziatanie antybiotyku.
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Rycina 13. Wykresy rozrzutu logarytmu wartosci — wzgledem Srednich roznic w reaktywnosci
strukturalnej RNA w obszarze -20/+3 nukleotydow wokol kodonu startowego (A), miejscu wigzania
rybosomu (B), pozycjach kodonu start (C) dla danych z proby traktowanej cefoksytyng w odniesieniu do

proby kontrolnej. Geny o istotnej statystycznie roznicy oznaczone sq kolorem niebieskim
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Rycina 14. Wykresy rozrzutu logarytmu wartosci — wzgledem Srednich roznic w reaktywnosci
strukturalnej RNA w obszarze -20/+3 nukleotydow wokol kodonu startowego (A), miejscu wigzania
rybosomu (B), pozycjach kodonu start (C) dla danych z proby traktowanej wankomycyng w odniesieniu

do proby kontrolnej. Geny o istotnej statystycznie roznicy oznaczone sq kolorem zielonym.
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Porownano listy genow wykazujacych statystycznie istotne rdznice w S$rednich
reaktywnos$ciach we wspomnianych obszarach wykorzystujac diagramach Venna (Rycina
15). Zaobserwowane roéznice w reaktywnosci wspdlne dla rejonéw RBS oraz kodonu start
wskazuja na istotne zmiany konformacyjne w obrgbie analizowanych rejondéw, co moze
wplywa¢ na ich dostgpno$¢ dla czynnikoéw translacyjnych lub regulatorowych. Na

podstawie adnotacji genomowej zidentyfikowano produkty tych gendw.

4 )

RBS kodon start

42 2 91 55 9 134

\ KvsC Kvs W /

Rycina 15. Diagramy Venna przestawiajgce czesci wspolne zbiorow reprezentujgcych geny o istotnych
statystycznie roznicach w Srednich wartosciach reaktywnosci w trzech obszarach transkryptu: kodon
start (kolor zielony), RBS — miejsce wigzania rybosomu (kolor niebieski). Diagram z lewej strony
przestawia wyniki porownania dla zestawu warunkow hodowlanych - kontrola vs. cefoksytyna; a z

prawej strony - kontrola vs. wankomycyna;

W zestawieniu danych kontrolnych =z probkami traktowanymi cefoksytyna
zidentyfikowano dwa geny ktore wykazuja istotng statystycznie réznice w reaktywnosci w
obu analizowanych regionach.: SAV_RS03665, ktorego produktem jest biatko z rodziny
Bax inhibitor-1 oraz SAV_RS09475, ktorego produkt (MarR family transcriptional
regulator) wykazuje aktywno$¢ czynnika wigzacego DNA w procesie transkrypcji. Biatka
z rodziny MarR reguluja ekspresje gendow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym,
opornoscig na antybiotyki, metabolizmem 1 wirulencja, reagujac na obecno$¢ matych
czasteczek lub modyfikacje cystein (Grove 2013). Ponadto warto$¢ rdéznicy S$redniej
reaktywnos$ci w regionie kodonu start oraz RBS dla genu SAV_RS09475 w obu obszarach
jest ujemna, co oznacza, ze w probie traktowanej wankomycyng dostepno$¢ strukturalna
miejsca inicjacji translacji jest wigksza. Gen SAV_RS03665 nie wykazuje wspolnego

trendu zmianach dostepnosci strukturalnej dla miejsca inicjacji translacji. W regionie start
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reaktywnos$¢ jest wicksza w probie traktowanej, natomiast w miejscu wigzania rybosomu

wigksze prawdopodobienstwo jednoniciowosci jest dla proby kontrolne;.

W przypadku poréwnania danych kontrolnych z probkami traktowanymi wankomycyna

zidentyfikowano dziewig¢ gendw, ktdrych opis umieszczono w Tabeli 18.

Tabela 18. Geny MRSA (S. aureus) o statystycznie istotnych zmianach reaktywnosci strukturalnej w

regionie kodonu start oraz sekwencji RBS w poréwnaniu kontroli i prob traktowanych wankomycyng.

ID genu Produkt biatkowy Funkcja biologiczna

SAV_RS01700 | Biatko z rodziny Transport matych anionéw (formiatu,
transporterow azotynu, HS") przez blone
formiatu/azotynu (FNT) komorkowa; kanatly eksportujace

produkty fermentacji lub importujace

substraty do szlakow redukcyjnych;

SAV_RS09195 | Bialko transportujace Wtérny transport zwigzkow
toluenosulfonian (TSUP) siarkowych;
SAV_RS11290 | Biatko rodziny Tex Czynnik pomocniczy w transkrypcji;
biatko wigzace RNA;

SAV_RS13505 | Bialko zawierajace domeng¢ | Biatko blonowe o nieznanej funkcji;
DUF1433
SAV_RS09995 | Rodzina biatek SAS053 Toksyna hamujaca aktywno$¢ gyrazy

DNA, prowadzaca do zahamowania

syntezy DNA i RNA;
SAV_RS14515 | Bialko hipotetyczne Nieznana;
SAV_RS09605 | Bialko zawierajace domeng¢ | Funkcja zblizona do nukleolityczne;j;
nukleazowa (NERD) czynnik regulacyjny zwigzany z
obrébka DNA;

SAV _RS08360 | Biatko wiazace penicyling | Biatko wigzace penicyling o

2 (PBP2) zmniejszonym powinowactwie do
antybiotyku; warunkuje oporno$¢ na
antybiotyki beta-laktamowe;
SAV_RS07840 | Zalezna od ATP helikaza Naprawa dwuniciowych pgknigé w
DNA DinG DNA;
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Wsrod zidentyfikowanych gendéw znajduja si¢ zarowno dobrze scharakteryzowane
jednostki funkcjonalne, jak i hipotetyczne biatka o nieznanej roli biologiczne;.

W zestawieniu obecne sg m.in. geny kodujace biatka transporterowe z rodzin FNT 1 TSUP.
Biatka FNT uczestnicza w transporcie matych anionéw (formiatu, azotynu, HS") przez
btong komodrkowa, petnigec funkcje kanatow eksportujacych produkty fermentacji lub
importerow substratéw do szlakow redukcyjnych (Lii i in 2013). Biatka TSUP, zgodnie z
badaniami Shlykov i wspdtpracownikow z 2012 roku, moga uczestniczy¢ w odpowiedzi
komodrkowej na stres, szczegdlnie zwigzany ze zwigzkami siarkowymi.

Zidentyfikowano roéwniez gen kodujacy biatko Tex, nalezace do konserwatywnej rodziny
czynnikdw pomocniczych transkrypcji. Biatka Tex wigza kwasy nukleinowe i reguluja
ekspresj¢ genow zwigzanych z adaptacja bakterii do zmiennych warunkow
srodowiskowych (He i in. 2006). Podobna rol¢ regulacyjng moze petnié biatko zawierajace
domeng NERD, ktorej funkcja jest zblizona do nukleaz i moze by¢ zwigzana z obrobka
DNA, w tym replikacja, rekombinacja i naprawa. Obecno$¢ tej domeny w sasiedztwie
genoéw wirulencji sugeruje jej potencjalny udziat w remodelowaniu DNA lub adaptacji
patogenéw (Grynberg & Godzik 2004).

W zestawieniu znalazta si¢ réwniez zalezna od ATP helikaza DinG, ktora wykazuje
kierunkowo$¢ 5'—3' 1 uczestniczy w utrzymaniu stabilno$ci genomu poprzez naprawe
dwuniciowych pgknig¢ DNA. DinG moze dodatkowo regulowa¢ szlaki metaboliczne w
odpowiedzi na stres genotoksyczny, co zostalo wykazane w badaniach prowadzonych na
Neisseria meningitidis (Frye i in. 2017).

Wsrod genow o funkcji zwigzanej z regulacja DNA znajduje si¢ takze #sb7, reprezentant
rodziny biatlek SAS053. TsbT to toksyna z uktadu toksyna—antytoksyna w Staphylococcus
aureus, ktéra hamuje aktywnos$¢ gyrazy DNA, prowadzac do zahamowania syntezy DNA

1 RNA oraz relaksacji struktury plazmidu (Kato i in. 2023).

4.1.6. Metoda identyfikacji zmian strukturalnych powigzanych ze zmianami w

translacji mRNA

Aby zweryfikowacd, czy istnieje zalezno$¢ pomie¢dzy zmianami w efektywnosci translacji a
dostgpnoscia strukturalng rejonéw mRNA bioracych udziat w inicjacji tego procesu,
stworzono program napisany w jezyku Python shuzacy do analizy relacji migdzy
wydajnos$cig translacji a reaktywnoscia strukturalng RNA w obrebie regionow 5' UTR oraz

miejsc wigzania rybosoméw (RBS) w réznych warunkach eksperymentalnych. Metoda ta
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przyjmuje na wejsciu kilka parametrow obligatoryjnych oraz kilka opcjonalnych (Tabela
18). Integruje ona wiele Zrddet danych, w tym warto$ci zmian efektywnosci translacji,
sekwencje genomowa, adnotacje genomowe oraz profile reaktywnos$ci nukleotydow, aby

oceni¢ wpltyw cech strukturalnych na regulacje ekspresji genow. Do poprawnego

funkcjonowania metoda wykorzystuje nastgpujace biblioteki Pythona: argparse
(https://docs.python.org/3/library/argparse.html),
os (https://docs.python.org/3/library/os.html), pandas (McKinney 2010), sklearn

(Pedregosa i in. 2011), matplotlib (Hunter 2007), seaborn (Waskom 2021) oraz statistics
(https://docs.python.org/3/library/statistics.html), a takze program RBSfinder (Suzek i in.
2001) do wykrywania miejsc startowych translacji.

Tabela 19. Opis parametrow wejsciowych stworzonej metody i ich wartosci domysine, jesli wystepujq.

Parametr

Opis

input

Sciezka do pliku zawierajacego kolumng z krotnoscia zmiany efektywnosci
translacji pomi¢dzy dwoma warunkami eksperymentalnymi, gdzie nazwami

wierszy sg identyfikatory genow

-d / --delimiter

Separator kolumn w pliku wejsciowym. Domyslnie przecinek

-fc/
--fold change

Numer kolumny, w ktére znajduje si¢ warto§¢ krotnosci zmiany

efektywnosci translacji, liczac od 1, jesli jest wigcej niz jedna. Domys$lnie 1

-he / --headers

Przelacznik informujacy, ze kolumny w pliku wejsciowym maja naglowki

treshold Warto$¢ bezwzgledna odcigcia krotnosci zmiany do analizy

genome Sciezka do pliku z sekwencja genomowa badanego organizmu w formacie
fasta

annotation Sciezka do pliku z adnotacjami genomowymi w formacie gtf, zawierajacego
adnotacje pozycji kodonow start

reactivity Sciezka do folderu zawierajacego wyniki dziatania programu MARS-probe,
lub innego umozlwiajacego odczytanie reaktywnosci poszczegdlnych
nukleotydow

conditions Warunki eksperymentdw, np. ,,K” dla probki kontrolnej

-1/ --long Przelacznik informujacy, ze w wynikach nalezy uwzgledni¢ obszar -20/+3
wzgledem kodonu start

-0 / --output Sciezka do folderu z plikami wynikowymi. Jesli folder nie istnieje, zostanie

stworzony zgodnie z podang $ciezka.
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Domyslnie ,,./RIBO_structure output/”

-r/ Sciezka do programu RBS finder.
--RBSfinder | Domyslnie ./rbs_finder.pl

-li / --list Przelacznik informujacy, ze nalezy wygenerowaé osobny plik z

reaktywnos$ciami strukturalnymi mRNA na kazdej pozycji osobno

Ogolny schemat dziatania metody zostal przedstawiony na Rycinie 16. Pierwszym etapem
dzialania programu jest pobranie i przetworzenie parametrow wejsciowych, co umozliwia
uzytkownikowi dostosowanie sposobu analizy poprzez okre$lenie separatora danych,
obecno$ci nagtéwkow, indeksu kolumny zawierajacej wartosci krotnosci zmiany
efektywnosci translacji oraz wybor dodatkowych opcji, takich jak rozszerzona analiza
strukturalna obejmujgca region dhugi -20/+3. Program rozpoczyna analiz¢ od wczytania
plikow wejsciowych zawierajacych wyniki réznicowej analizy efektywnosci translacyjnej
oraz adnotacje genomowe. Na podstawie krotnosci zmiany efektywnosci translacji filtruje
geny, ktore spetniaja okreslony prog, przechowujac je w dedykowanej strukturze danych.
Nastegpnie przetwarzane s3 adnotacje genomowe z pliku GTF, gdzie dla kazdego genu
spetniajacego kryteria filtrowania, ekstrahowane sa kluczowe informacje: nazwa
chromosomu, lokalizacja sekwencji kodujacych (CDS), pozycje transkryptéw, sekwencji
5> UTR oraz kodonoéw startowych, a takze ich orientacja. Metoda wykorzystuje
specjalistyczne narzedzie do przewidywania miejsc wigzania rybosoméw (RBS) —
narzedzie RBSfinder, opisane w rozdziale ,,Materialy i metody”. Aby uruchomié
wymagany jest plik wejSciowy o okreslonej strukturze. Do jego wygenerowania niezbedne
sa nazwy chromosomow zgodne z tymi zawartymi w pliku sekwencji genomowej,
identyfikatory genéw, lokalizacje sekwencji CDS oraz orientacja gendéw. Po
przygotowaniu takiego pliku, program RBSfinder analizuje sekwencj¢ genomowa w celu
identyfikacji potencjalnych miejsc wigzania rybosomu (RBS). Przewidziane lokalizacje
RBS sa nastgpnie mapowane na odpowiadajace im geny, a ich pozycje w stosunku do
kodonow startowych sa obliczane w celu okreslenia koordynatow transkryptomowych.
Nastgpnie integrowane sg profile reaktywnosci strukturalnej RNA, z ktorych pobierane sg
dane dotyczace dostgpnosci nukleotydéw dla kazdego mRNA w réznych warunkach
eksperymentalnych, co pozwala na identyfikacje réznic strukturalnych potencjalnie

zwigzanych z inicjacjg translacji.
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Rycina 16. Schemat dziatania programu do badania zaleznosci pomiedzy efektywnosciq translacji oraz

zmianami w dostgpnosci struktury RNA.
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Przedostatni etap analizy obejmuje obliczenie roznicy reaktywno$ci mi¢dzy warunkami
eksperymentalnymi, identyfikujac zmiany w dostgpnosci strukturalnej RNA, ktére moga
wptywaé na translacje. W celu podsumowania zmian reaktywnos$ci w regionach RBS 1
kodonu startowego stosowane sa miary statystyczne, takie jak mediana i S$rednia.
Dodatkowo opcjonalna analiza ocenia wlasciwosci strukturalne w szerszym zakresie
obejmujacym 20 nukleotydow przed oraz 3 nukleotydy po pierwszym nukleotydzie kodonu
startowego. Na samym koncu dokonywane jest grupowanie gendw na postawie
podobienstwa profili ro6znic w dostgpnos$ci strukturalnej mRNA. Dane wejsciowe dla tej
czesci programu zawierajg informacje o roznicach reaktywnosci RNA w regionach startu
translacji i miejscach wigzania rybosomow. Wstepne przetwarzanie danych obejmuje
usuwanie brakujacych warto$ci, nastgpnie wykonywane jest grupowanie genow metoda K-
means z wybrang liczbg klastrow. Klastrowanie przeprowadzane jest niezaleznie dla
kazdego zestawu danych, tj. RBS, kodonu start oraz rejonu -20/+3. Wykorzystanie
wizualizacji oraz metod statystycznych umozliwia ocen¢ korelacji zmian strukturalnych w
RNA z efektywnoscig translacji. Narzedzie generuje kompleksowy zestaw danych
taczacych zmiany wydajnosci translacji z cechami strukturalnymi RNA, dostarczajac
wglad w mechanizmy regulacyjne wptywajace na ekspresj¢ genoéw. Dzigki integracji
adnotacji genomowych, analizy sekwencji, przewidywania RBS oraz profilowania
struktury RNA, program umozliwia doglgbne zrozumienie regulacji translacyjnej w

odpowiedzi na zmienne warunki komorkowe.

4.1.7. Identyfikacja regulatorow translacji opartych o zmiany strukturalne

mRNA

Opisana powyzej metoda zostala zaaplikowana do analizy zalezno$ci pomigdzy
indukowanymi antybiotykiem zmianami w efektywno$ci translacji a zmianami w
dostepnosci strukturalnej mRNA. W celu identyfikacji grup genéw wykazujacych podobne
zalezno$ci, zastosowano procedure klasteryzacji uzyskanych wynikéw. Pierwszym etapem
analizy bylo wygenerowanie wykresow ilustrujacych miarg klasteryzacji — bezwladnosé
(ang. inertia) (Ryciny 17-19), definiowang jako sume¢ odleglosci obserwacji od
najblizszego centroidu (Scikit-learn; Kramer 2016). Nizsze wartosci bezwladnosci
wskazuja na wigksza spojnos¢ klastrow, a jednoczes$nie mniejsza liczba klastréw sprzyja
ich wyraznemu zréznicowaniu. Optymalng liczbe klastréw wyznaczano metoda lokcia,

identyfikujac punkt, w ktoérym dalsze zwigkszanie liczby klastrow nie powodowalo
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istotnego spadku warto$ci bezwtadnos$ci. Dla kazdej pary warunkéw eksperymentalnych
zastosowano cztery zestawy cech klastrujacych, przy czym kazdy kolejny zestaw zawierat
dodatkowe cechy:

e Zestaw 1: rdznice reaktywnos$ci nukleotydow pomigdzy warunkami hodowlanymi
w obregbie pozycji kodonu start oraz miejsca wigzania rybosomu (RBS) dla kazdego
genu,

e Zestaw 2: rozszerzony o zmiany reaktywnosci w regionie -20/+3 wzgledem kodonu
start,

o Zestaw 3:dodatkowo uwzgledniajacy zmienno$¢ efektywno$ci translacji,
wyrazong jako krotno$¢ zmiany pomigdzy analizowanymi warunkami dla kazdego
genu,

e Zestaw 4: uzupeliony o informacj¢ dotyczaca odlegtosci RBS wzgledem kodonu
start.

Takie podejscie umozliwia identyfikacj¢ najbardziej informacyjnych cech biologicznych

majacych wptyw na translacj¢ oraz struktur¢ RNA.

Cho¢ zastosowanie rozbudowanych zestawdw cech prowadzito do identyfikacji mniejszej
liczby klastrow jako optymalnej, to analiza wykresu obejmujacego jedynie zmiany
reaktywnos$ci nukleotydow w rejonach kodonu start oraz miejsca wigzania rybosomu
wykazala najnizszg warto$¢ bezwladnosci (A), $wiadczaca o najwyzszej spojnosci
klasteryzacji. W ramach oceny wpltywu zestawu cech uzytego do klasteryzacji genow
wykonano wizualizacj¢ cech uzyskanych klastrow. W celu wyboru optymalnego zestawu
cech do klastrowania przeanalizowano rozktad roznic w dostgpnosci strukturalnej w
obrebie miejsca wigzania rybosomu i kodonu start w formie wykresow pudetkowych

pogrupowanych wedhug zidentyfikowanych klastréw oraz liczby cech.
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Rycina 17. Wyniki optymalizacji protokotu klastrowania. Wykresy przestawiajgce miare klasteryzacji
dla roznej liczby klastrow dla porownania proby kontrolnej oraz traktowanej cefoksytyng. Metoda
tokcia pokazuje jak bezwladnosé, czyli suma odlegtosci punktow od najblizszych centroidow zmienia sig
wraz z liczbq klastrow. Kazdy wykres odpowiada klasteryzacji przeprowadzonej na podstawie roznych

zbiorow cech klastrujgcych: A. Dwie cechy, B. Trzy cechy,; C. Cztery cechy, D. Pigc¢ cech.
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Rycina 18. Wyniki optymalizacji protokotu klastrowania. Wykresy przestawiajgce miare klasteryzacji
dla roznej liczby klastrow dla poréwnania proby kontrolnej oraz traktowanej wankomycyng. Metoda
tokcia pokazuje jak bezwladnos¢, czyli suma odleglosci punktow od najblizszych centroidow zmienia si¢
wraz z liczbq klastrow. Kazdy wykres odpowiada klasteryzacji przeprowadzonej na podstawie roznych

zbiorow cech klastrujgcych: A. Dwie cechy, B. Trzy cechy, C. Cztery cechy, D. Pigé cech.
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Rycina 19. Wyniki optymalizacji protokotu klastrowania. Wykresy przestawiajgce miare klasteryzacji
dla roznej liczby klastrow dla porownania prob traktowanych cefoksytyng oraz wankomycyng. Metoda
tokcia pokazuje jak bezwladnosé, czyli suma odleglosci punktow od najblizszych centroidow zmienia si¢
wraz z liczbq klastrow. Kazdy wykres odpowiada klasteryzacji przeprowadzonej na podstawie roznych

zbiorow cech klastrujgcych: A. Dwie cechy, B. Trzy cechy,; C. Cztery cechy, D. Pigc¢ cech.
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Rycina 20 ilustruje rozktad warto$ci reaktywnosci na poszczegdlnych pozycjach kodonu
start, przy czym kazdy panel (A-D) reprezentuje klasteryzacj¢ oparta na r6znej liczbie cech
klastrujacych. Rycina 21 przedstawia analogiczng analiz¢ dla pozycji w obrgbie miejsca
wigzania rybosomu (RBS). Na obu rysunkach prezentowane sa dane traktowane
cefoksytyng i wankomycyna. Wykresy ujawniajg wyrazne réznice pomiedzy klastrami,
szczeg6lnie widoczne w przypadkach uzycia mniejszej liczby cech (A 1 B) co moze
sugerowa¢ wyzsza warto$¢ informacyjng tych wybranych cech. W tych przypadkach
warto$¢ bezwtadnosci osiggata takze najnizsze poziomy, wskazujac na bardziej zwarte i
wyraznie oddzielone klastry. Szczeg6lnie wyrazne efekty obserwowano przy
wykorzystaniu tylko dwoch cech — reaktywnosci w pozycjach kodonu start oraz miejscu
wigzania rybosomu — co §wiadczy o ich duzej warto$ci informacyjnej. Z kolei na wykresie
C, obejmujacym cztery cechy klastrujace, zauwazono najmniejsze zroéznicowanie
pomiedzy klastrami. Sugeruje to, Ze rozszerzenie zestawu cech niekoniecznie prowadzi do
lepszej separacji danych, a moze wrgcz powodowac ich wigksze naktadanie si¢, utrudniajac
jednoznaczng interpretacje struktury klas. W kazdym poréwnaniu warunkéw hodowlanych
klasteryzacja przebiegala podobnie i klastry prezentowaty podobne zaleznosci.

Ostatecznym uzasadnieniem wyboru tylko dwoch cech do klastrowania wynikow jest
odniesienie $rednich roznic reaktywnosci w kluczowych regionach transkryptu — miejscu
wigzania rybosomu (RBS) oraz kodonie start — do wartosci krotno$ci zmiany
efektywnosci translacji pomiedzy probkami traktowanymi cefoksytyna i wankomycyna.
Rycina 22 przedstawia wykresy §redniej wartosci roznic reaktywnosci w obszarze RBS w
odniesieniu do zmian efektywnosci translacji. Rycina 23 prezentuje analogiczng analize dla
rejonu kodonu start. Dla kazdego wariantu klasteryzacji — od dwdéch do pigciu cech — nie
zaobserwowano zaleznosci pomig¢dzy poziomem reaktywnosci a krotno$cig zmiany
efektywnosci translacji. Tylko w panelu C obu przedstawionych wykreséw mozna
zaobserwowaé wyrazng separacj¢ klastrow wzgledem przedzialow wartosci krotnosci
zmiany. Jednakze uktad ten nie wskazuje na istnienie bezposredniej zalezno$ci pomiedzy
zmianami efektywnos$ci translacji a zmianami reaktywnos$ci. Za t¢ strukture klastrow
odpowiada fakt, ze krotno§¢ zmiany efektywnos$ci translacji zostala uwzgledniona jako
jedna z cech klastrujacych, co znaczaco wptyne¢to na sposoéb grupowania danych i mogto
zdominowa¢ efekt innych zmiennych biologicznych. W kazdym poréwnaniu warunkéw
hodowlanych klasteryzacja przebiegata podobnie i klastry prezentowaly podobne

zaleznosci.
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Rycina 20. Wyniki optymalizacji protokotu klastrowania. Wykresy pudetkowe wizualizujqce roznice
reaktywnosci pomigdzy probkami traktowanymi cefoksytyng a probkami traktowanymi wankomycyng
na poszczegolnych pozycjach kodonu start pogrupowane wedtug przydzielonych klastrow. Kazdy wykres
odpowiada klasteryzacji przeprowadzonej na podstawie roznych zbiorow cech klastrujgcych: A. Dwie
cechy, B. Trzy cechy, C. Cztery cechy, D. Pig¢ cech. Romby oznaczajq obserwacje odstajqce, natomiast
ciemna pogrubiona linia wewnqtrz kazdego pudetka ilustrujgcego zakres migdzykwartylowy wskazuje

medianeg.

103



e
%)

Roznica reaktywnosci :()
&S © o
— (=] —

o
0o

Roznica reaktywnosci
& o o o
— (=] —_— %)

o
o

S
%)

o
—_

Roéznica reaktywnosci
=y =
Z o

o
ro

S o o
S = N

)
S
-

Roznica reaktywnosci

S
0o

A
.

2 3 4
\ Pozycja nukleotydu w RBS J

Rycina 21. Wyniki optymalizacji protokotu klastrowania. Wykresy pudetkowe wizualizujqce roznice
reaktywnosci pomigdzy probkami traktowanymi cefoksytyng a probkami traktowanymi wankomycyng
na poszczegolnych pozycjach miejsca wigzania rybosomu pogrupowane wedlug przydzielonych
klastrow. Kazdy wykres odpowiada klasteryzacji przeprowadzonej na podstawie réznych zbiorow cech
klastrujgcych: A. Dwie cechy; B. Trzy cechy; C. Cztery cechy; D. Pigé cech. Romby oznaczajg
obserwacje odstajgce, natomiast ciemna pogrubiona linia wewnqgtrz kazdego pudetka ilustrujgcego

zakres miedzykwartylowy wskazuje mediane.
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Rycina 22. Wyniki optymalizacji protokotu klastrowania. Wykresy przedstawiajqce sredniq wartosé¢
roznic reaktywnosci w miejscu wigzania rybosomu w odniesieniu do wartosci krotnosci zmiany
efektywnosci translacji pomiedzy danymi z probek traktowanych cefoksytyng i wankomycyng. Kazdy
wykres odpowiada klasteryzacji przeprowadzonej na podstawie roznych zbiorow cech klastrujgcych: A.

Dwie cechy; B. Trzy cechy, C. Cztery cechy; D. Pig¢ cech.
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Rycina 23. Wyniki optymalizacji protokotu klastrowania. Wykresy przedstawiajqce sredniq wartosé¢
roznic reaktywnosci w miejscu kodonu start w odniesieniu do wartosci krotnosci zmiany efektywnosci
translacji pomigdzy danymi z probek traktowanych cefoksytyng i wankomycyng. Kazdy wykres
odpowiada klasteryzacji przeprowadzonej na podstawie roznych zbiorow cech klastrujgcych: A. Dwie

cechy; B. Trzy cechy, C. Cztery cechy,; D. Pigc cech.

106



W celu oceny potencjalnego zwigzku miedzy zmianami struktury drugorzedowej RNA w
rejonach inicjacji translacji a zmienno$ciag efektywnosci translacji, przeanalizowano
$rednie roznice reaktywnosci w miejscach wigzania rybosomu (Rycina 24) oraz w
kodonach start (Rycina 25) z zastosowaniem zoptymalizowanego protokotu klastrowania.
Wykresy (Ryciny 24-25) przedstawiaja dane poréwnawcze dla trzech kombinacji
warunkow hodowlanych: kontrola vs. cefoksytyna (A), kontrola vs. wankomycyna (B) oraz
cefoksytyna vs. wankomycyna (C). Przeprowadzona analiza nie ujawnia jednoznacznego
trendu wskazujacego na korelacje pomiedzy zmianami efektywnosci translacji a
dostepnoscia strukturalng rejondéw mRNA. Wsréd analizowanych genéw zaobserwowano
zarowno przypadki, w ktorych zwigkszona reaktywnos$¢ strukturalna w obszarach inicjacji
translacji wigzala si¢ ze wzrostem efektywnosci translacji, jak i takie, w ktorych wzrost
dostgpnos$ci strukturalnej towarzyszyl spadkowi translacji. Ponadto, wystepuja rowniez
sytuacje odwrotne, gdzie obnizenie reaktywnosci odpowiadalo wyzszej efektywnosci
translacji oraz przypadki, w ktorych oba parametry zmienialy si¢ w przeciwnych
kierunkach. Wyniki te sugeruja, ze relacja pomiedzy strukturg RNA a translacja moze by¢
ztozona 1 zalezna od dodatkowych czynnikoéw kontekstowych. W stosunku do wynikéw
zmian efektywnosci translacji pomigdzy kontrola oraz probka traktowang cefoksytyna
widoczna jest wigksza rdéznica w efektywnosci translacji pomiedzy probka traktowang
wankomycyng a kontrolng i traktowang cefoksytyna. Zmiana ta jest widoczna w krotnosci
zmiany efektywnos$ci translacji wigkszej od 2 co oznacza, ze efektywnos¢ translacji
niektorych genéow w probce traktowanej wankomycyna byla mniejsza niz w probce

kontrolnej oraz traktowanej cefoksytyna.
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Rycina 24. Wykresy przestawiajqce Sredniq wartos¢ roznic w reaktywnosSci pomiedzy warunkami
hodowlanymi w miejscach wigzania rybosomu w odniesieniu do zmiennosci efektywnosci translacji. A.

Kontrola vs. Cefoksytyna; B. Kontrola vs. Wankomycyna, C. Cefoksytyna vs. Wankomycyna.
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Rycina 25. Wykresy przestawiajgce sredniq wartos¢ roznic w reaktywnosSci pomiedzy warunkami
hodowlanymi w kodonach start w odniesieniu do zmiennosci efektywnosci translacji. A. Kontrola vs.

Cefoksytyna; B. Kontrola vs. Wankomycyna, C. Cefoksytyna vs. Wankomycyna.

W celu oceny wplywu warunkéw hodowlanych na strukture drugorzegdowa RNA w
rejonach inicjacji translacji wykonano zestawienie $rednich roznic reaktywno$ci na
poziomie nukleotydowym w obrgbie pozycji -20/+3 wzgledem kodonu start. Dane zostaty
pogrupowane wedlug wyznaczonych wczesniej klastrow, dla poszczegdlnych poroéwnan
warunkéw eksperymentalnych (Rycina 26 — kontrola vs. cefoksytyna, Rycina 27 — kontrola
vs. wankomycyna, Rycina 28 — cefoksytyna vs. wankomycyna). Poniewaz klastrowanie

zostato przeprowadzone niezaleznie dla kazdej pary warunkéw, kolory przypisane do
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klastrow nie odpowiadaja sobie pomiedzy wykresami Rycin 26 - 28. Utatwiaja one jedynie

separacje genow o zblizonych profilach reaktywnosci.
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Rycina 26. Srednia réznica reaktywnosci pomiedzy prébkqg kontrolng a traktowang cefoksytyng dla
genow zgrupowanych wedtug wyznaczonych klastrow na kazdej pozycji -20/+3 wzgledem kodonu start.

Obszar zacieniony wokol linii reprezentuje 95% przedzial ufnosci.
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Rycina 27. Srednia réznica reaktywnosci pomigdzy probkg kontrolng a traktowang wankomycyng dla
genow zgrupowanych wedlug wyznaczonych klastrow na kazdej pozycji -20/+3 wzgledem kodonu

start. Obszar zacieniony wokot linii reprezentuje 95% przedzial ufnosci.
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Rycina 28. Srednia réznica reaktywnosci pomiedzy prébkq traktowang cefoksytyng a traktowang
wankomycyng dla genow zgrupowanych wedtug wyznaczonych klastrow na kazdej pozycji -20/+3

wzgledem kodonu start. Obszar zacieniony wokol linii reprezentuje 95% przedzial ufnosci.

Uwzgledniajac, ze RBS przewaznie zlokalizowany jest w odleglosci 5-10 nukleotydow
przed kodonem start (Omotajo i in.2015), na podstawie wykresdw na rycinach 28-30
mozna zaobserwowac, ze zmiany reaktywnosci strukturalnej RNA w réznych warunkach
srodowiskowych sg najwyzsze wiasnie w rejonie RBS oraz kodonu start. Jednakze nawet
w tych rejonach obserwowane roznice nie sg funkcjonalnie znaczace (zawieraja si¢ w
przedziale -0,1 do +0,05). Obserwacja ta jest spdjna z tym, ze wartosci reaktywnosci
strukturalnej zmierzonej w kazdym z warunkéw oscyluja w przedziale 0,4 do 0,6, ktory
interpretowany jest jako wartosci odpowiadajace strukturom dynamicznym (Rycina 29).
Na wykresie z ryciny 26 przedstawiajacym trendy w réznicach reaktywno$ci pomiedzy
kontrolg a proba traktowang cefoksytyna klaster 1 reprezentuje geny ktére wykazuja
wyzsza reaktywno$¢ zaréwno przed rejonem RBS i w rejonie kodonu start w probie
kontrolnej niz w probie traktowanej cefoksytyna. Klaster 3 charakteryzuje si¢ zwigkszong
reaktywno$¢ w probie kontrolnej jedynie przed RBS z kolei klaster 5 wykazuje
podwyzszong reaktywno$¢ w kontroli jedynie w miejscu kodonu start. Geny przypisane do
klastra 2 prezentuja nizsza reaktywnos$¢ przed rejonem wigzania RBS w probie kontrolnej
wzgledem proby traktowanej cefoksytyna, a w przypadku klastra 0, obnizona reaktywnos$¢
wystepuje w kontroli w obszarze kodonu start. Brak odchylen w Zadng ze stron wykazuja
geny w klastrze 4, a klastrze 6 zaobserwowano wyzsza reaktywnos$¢ strukturalng w probie
kontrolnej przed rejonem RBS, przy jednoczesnym spadku reaktywno$ci w okolicy kodonu

start w pordwnaniu do proby traktowanej cefoksytyna.
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W poréwnaniu kontroli do proby traktowanej wankomycyng (Rycina 27) widoczne sa
podobne trendy, jednakze nie zostal wyodrebniony klaster charakteryzujacy si¢ zwigkszong
reaktywnos$cig w kontroli zarbwno w rejonie RBS jak i w miejscu kodonu startowego,
podobny profilem jest klaster 4, ale roznica w miejscu kodonu startowego nie jest az tak
wyrazna. Dwa klastry wykazuja wigksza reaktywnos$¢ tylko przed miejscem wigzania
rybosomu (klaster 6) lub tylko w obrgbie kodonu startowego (klaster 2). Geny przypisane
do klastra 0 majg nizsza reaktywno$¢ strukturalng w kontroli koto kodonu start natomiast
te z klastra 5 zar6wno w rejonie RBS jak i okolicy kodonu startowego. W pierwszym
klastrze reaktywno$¢ w probie kontrolnej jest nizsza w miejscu wigzania rybosomu
natomiast wzrasta w obszarze kodonu start. Klaster gendw niewykazujacych zmian na
przestrzeni nukleotydow opisanych na wykresie to klaster 3. Uwzgledniajac porownanie
probek traktowanych cefoksytyna i wankomycyna, przedstawione na wykresie z Ryciny
28, zaobserwowano nastepujace profile reaktywnosci: klaster O charakteryzuje si¢ wyzsza
reaktywno$cia w probie traktowanej cefoksytyna przed miejscem wigzania rybosomu
(RBS); geny przypisane do klastra 1 wykazuja obnizong reaktywno$¢ w tym samym rejonie
oraz w okolicy kodonu start w pordwnaniu z probkami traktowanymi wankomycyna;
klaster 2 nie wykazuje istotnych r6znic w reaktywnos$ci miedzy warunkami hodowlanymi,
wskazujac na wzgledng stabilno$¢ strukturalng RNA w badanym rejonie; w klastrze 3
obserwuje si¢ nizsza reaktywno$¢ w probie traktowanej cefoksytyng w bezposrednim
otoczeniu kodonu start; w klastrze 4 zwigkszona reaktywno$¢ w tym obszarze jest
wyrazniejsza wlasnie w probie cefoksytynowej; klaster 5 ujawnia nieznacznie wyzsza
reaktywno$¢ w probie traktowanej wankomycyng przed regionem RBS; klaster 6 wykazuje
podobny wzorzec, lecz dotyczacy alternatywnych nukleotydéw w tym samym obszarze.
Zaobserwowane wzorce reaktywnosci wskazuja na zréznicowany wplyw cefoksytyny i
wankomycyny na struktur¢ drugorzedowa RNA w rejonach zwigzanych z inicjacja

translacji.
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Rycina 29. Wykres srednich reaktywnosci strukturalnej na pozycjach -20/+3 wzgledem kodonu start dla
wynikow ze wszystkich trzech warunkow hodowlanych. Linia czerwona — proba traktowana
wankomycyng, linig zielona — proba traktowana cefoksytyna, linia niebieska — proba kontrolna. Srednia
reaktywnos¢ w przedstawionym obszarze dla genow we wszystkich probkach prezentuje podobne

wartosci w takim samym trendzie. Obszar zacieniony wokot linii reprezentuje 95% przedzial ufnosci.

Na wykresie liniowym (Rycina 29) przedstawiono $rednie warto$ci reaktywnos$ci w
zalezno$ci od pozycji wzgledem kodonu start, wraz z wstgga reprezentujaca przedziat
ufnosci (Cl, ang. confidence interval). Wstega ta ilustruje zakres niepewno$ci wokot
$redniej reaktywnos$ci dla kazdej pozycji, przy czym domyS$lnie odpowiada 95%
przedziatowi ufnosci. Oznacza to, ze z 95% prawdopodobienstwem rzeczywista wartos$¢
$rednia znajduje si¢ w obrebie wyznaczonego obszaru. Szeroko$¢ wstegi odzwierciedla
zmienno$¢ danych oraz liczebno$¢ proby — szerszy przedzial wskazuje na wicksza
niepewno$¢ lub mniejsza liczbg obserwacji, natomiast wezszy sugeruje wicksza precyzje
estymacji $redniej reaktywnosci. Biorgc pod uwagg, ze skala reaktywnos$ci miesci si¢ w
przedziale od 0 do 1, przedziat ufnosci o szerokosci 0,2 wskazuje na umiarkowang precyzje
estymacji — rzeczywista warto$¢ srednia moze si¢ r6zni¢ od warto$ci obserwowanej nawet

0 20%.

W celu identyfikacji wspolnych trendéw w zmianach efektywnosci translacji (ET) oraz
dostepnosci struktury drugorzedowej RNA, geny zostaly pogrupowane wedtug czterech
¢wiartek wykresu, odpowiadajacych kombinacjom warto$ci zmiany efektywnosci

translacji (FC) i reaktywnosci strukturalne;:

* Grupa A (II ¢wiartka): FC < 0, reaktywnos¢ > 0
* Grupa B (I ¢wiartka): FC > 0, reaktywnos¢ > 0
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*  Grupa C (III ¢wiartka): FC <0, reaktywno$¢ <0
*  Grupa D (IV ¢wiartka): FC > 0, reaktywno$¢ < 0

Kazda z grup reprezentuje odmienng zalezno$§¢ pomie¢dzy efektywnoscig translacji a
dostepnoscig struktury RNA w regionach kodonu startowego oraz sekwencji RBS, w
kontek$cie pordwnania warunku pierwszego (np. kontrola vs. proby traktowane lub

cefoksytyna vs. wankomycyna):

* Grupa A: obnizona ET przy zwigkszonej dostepnosci RNA

* Grupa B: podwyzszona ET przy zwigkszonej dostepnosci RNA
* Grupa C: obnizona ET przy zmniejszonej dostgpnosci RNA

* Grupa D: podwyzszona ET przy zmniejszonej dostgpnosci RNA

Wyniki zostaly przedstawione na Rycinie 30, zawierajacej mapy cieplne ilustrujace
zalezno$ci pomigdzy grupami gendéw w czterech panelach (A-D), odpowiadajacych
powyzszym klasyfikacjom. Warto$ci korelacji (np. migdzy kontrolag a wankomycyna, czy
cefoksytyng a wankomycyna) sg obliczane dla kazdej grupy gendéw osobno, ale nie migdzy
samymi grupami. Szczego6lnie interesujace sa grupy B 1 C, ktore wykazuja zgodne trendy
w zakresie translacji i reaktywnosci strukturalnej. Moze to sugerowac, ze konformacyjne
zmiany w obrgbie miejsca inicjacji translacji odgrywaja istotng rol¢ w regulacji procesu

translacyjnego.

Brak wyraznie wyr6zniajacej si¢ korelacji w zadnej z grup (A-D) wskazuje, ze nawet
w obrebie gendow o podobnych trendach translacyjno-strukturalnych, odpowiedz na
warunki hodowlane jest zr6znicowana. Najwyzsza korelacja (0,35) obserwowana w grupie
C moze sugerowad, ze geny z obnizong efektywnoscig translacji 1 zmniejszong
dostgpnoscia RNA reaguja na warunki w sposob bardziej spojny — szczeg6lnie
w porownaniu C vs W iKvsW. Korelacja jest wyzsza dla poréwnan kontrola
vs wankomycyna (KW) i cefoksytyna vs wankomycyna (CW) — $rednio 0,26 (od 0,19
w grupie B do 0,35 w grupie C) — niz dla pordownan KW vs KC (kontrola vs cefoksytyna),
gdzie $rednia wynosi 0,13 (od 0,11 w grupie D do 0,15 w grupie A). Brak silnej korelacji
mi¢dzy warunkami w grupach, ktére reprezentuja zgodne kierunki zmian ET i dostgpnosci
RNA moze wynika¢ z r6znic w mechanizmach dziatania antybiotykéw lub z udzialu
dodatkowych czynnikow regulacyjnych, takich jak biatka wigzace RNA, sRNA czy lokalne

motywy strukturalne.
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Rycina 30. Korelacja pomigdzy zestawieniami warunkow hodowlanych w postaci genow, ktore

zgrupowane sq wedlug czterech warunkow A. FC < 0, reaktywnos¢ > 0; B. FC >0, reaktywnos¢ >0, C.
FC <0, reaktywnos¢ <0; D. FC > 0, reaktywnos¢ < 0. W kazdym panelu najwigkszq korelacje wykazujq
wyniki analizy proby traktowanej wankomycyng w odniesieniu do proby traktowanej cefoksytyng oraz

kontrolnej.

Identyfikacja genéw wykazujacych spojna odpowiedz strukturalno-translacyjng moze
stanowi¢ podstawe do wyodrebnienia funkcjonalnych modutéw regulacyjnych,
aktywowanych niezaleznie od rodzaju stresu srodowiskowego. W celu oceny potencjalnej
wspolnoty tych mechanizméw, poréwnano listy gendéw nalezacych do kazdej z czterech
grup (A-D), uwzgledniajac zestawienia warunkéw traktowanych wzgledem kontroli (K vs
C oraz K vs W). Analiza wykazata zar6wno geny unikalne dla poszczeg6lnych poréwnan,
jak 1 zestawy wspdlne, co moze wskazywaé na obecno$¢ uniwersalnych szlakéw

regulacyjnych reagujacych na zaburzenia translacyjne i strukturalne niezaleznie od typu
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czynnika stresowego — w klasy antybiotyku. Wyniki tej analizy zostaly przedstawione na

diagramie Venn’a (Rycina 31).

A B )

231 57 93 234 47 100

Kvs W KvsW

KvsC KvsC

75 33 183 n 41 231

KvsC
KvsC

\ Kvs W Kvs W /

Rycina 31. Zbiory wspolne i roztgczne pomiedzy genami zgrupowanymi wedtug czterech trendow zmian
translacyjno-strukturalnych w porownaniu prob traktowanych antybiotykiem z kontrolng. A. FC < 0,
reaktywnos¢ > 0; B. FC >0, reaktywnosc¢ >0; C. FC <0, reaktywnos¢ <0; D. FC > 0, reaktywnos¢ < 0.
Analiza wykazata, ze w odpowiedzi na cefoksytyne przewazaly geny o nizszej
reaktywnos$ci strukturalnej niz w warunku kontrolnym. Natomiast w przypadku
wankomycyny dominowaty geny o wyzszej reaktywnosci strukturalnej wzgledem kontroli.
W obu przypadkach zmiany reaktywnosci byty niezalezne od zmian w translacji. Sugeruje
to, ze konformacyjne zmiany w obrebie regionu inicjacji translacji moga zachodzié
autonomicznie wzgledem translacyjnej regulacji, a ich charakter moze by¢ specyficzny dla
rodzaju stresu antybiotykowego. Wyniki te stanowily punkt wyjs$cia do pogtebionej analizy

istotno$ci roznic w reaktywnosci strukturalnej pomiedzy warunkami hodowlanymi.

W celu identyfikacji gendow o statystycznie istotnych zmianach w reaktywnosci

nukleotydéw w miejscach inicjacji translacji 1 jedocze$nie wykazujacych jednakowy trend
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zmiany w regionie kodonu start i miejscu wigzania rybosomu oraz zmianie efektywnosci
translacji potaczono wyniki analizy trenddéw translacyjno-strukturalnych z wynikami
analizy istotno$ci zmian w reaktywnosci. Dla kazdego poréwnania kontroli z proba
traktowang wybrano dwie grupy genow, ktore identyfikowane sg jako korelacja pomiedzy
zmiennoscig efektywnosci translacji oraz dostgpnosci strukturalnej. W zatozeniu, jesli
efektywno$¢ translacji maleje to obniza si¢ takze reaktywno$¢ nukleotydow i odwrotnie,
przy wzroscie efektywnosci translacji, dostepnos¢ strukturalna miejsca inicjacji translacji
takze jest wyzsza. Tylko jeden gen (SAV_RS13505), o statystycznie istotnej rdéznicy
$redniej reaktywnos$ci w poroéwnaniu wankomycyny do kontroli wykazuje dodatni trend w
obu miarach. Genow o przeciwnym trendzie znaleziono pi¢¢. Jeden w odpowiedzi na
cefoksytyne (SAV_RS09475) i cztery w odpowiedzi na wankomycyne (SAV_RS07840,
SAV_RS08360, SAV_RS09605, SAV_RS11290). Geny te zostaly wcze$niej opisane w
podrozdziale 4.1.5. Negatywny trend §wiadczy o tym, Ze translacja tych gendw oraz ich
dostepnos$¢ strukturalna w miejscu inicjacji translacji byly wyzsze w probie traktowanej w
stosunku do kontrolnej. Jest zgodne z funkcja biologiczng produktéw biatkowych tych
gendw. Wspdlnym mianownikiem dla analizowanych bialek: regulatora transkrypcji z
rodziny MarR, biatka Tex, bialka zawierajacego domen¢ nukleazowa (NERD), biatka
wigzacego penicyling PBP2 oraz helikazy DinG, jest ich udziat w mechanizmach
adaptacyjnych bakterii do warunkow stresowych. Biatka MarR i Tex pehliag funkcje
regulatorowe, kontrolujac ekspresje genow zwigzanych z odpowiedzia na czynniki
srodowiskowe, w tym obecnos$¢ antybiotykow i stres oksydacyjny. DinG oraz NERD
uczestniczg w utrzymaniu integralnosci genomu poprzez naprawe i obrobke DNA, co jest
kluczowe w warunkach genotoksycznych. Z kolei PBP2 warunkuje oporno$¢ na

antybiotyki -laktamowe poprzez modyfikacj¢ struktury §ciany komorkowe;.

Kolejna analiza zostata przeprowadzona, aby wychwyci¢ wspolnych funkcji biologicznych
gendw, ktore w odpowiedzi na antybiotyk maja ten sam trend w zmianie reaktywnosci w
rejonie miejsca inicjacji translacji oraz zmianie efektywnos$ci procesu syntezy biatek. W
tym celu pobrano listy gendw z grup B i1 C (Rycina 31), ktore byly charakterystyczne w
odpowiedzi na dany antybiotyk, oraz te, ktore tacza oba zbiory. Dla tych zbioroéw genow
przeprowadzono klasyfikacje funkcji molekularnych, komponentéw komoérkowych oraz
procesow biologicznych na podstawie ontologii gendéw (GO, ang. Gene Ontology) (Ryciny
32-35). Tam, gdzie byto to mozliwe GO wizualizowane byto od liczby zliczen wiekszej od
2.
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Rycina 32. Wykresy czestotliwosci  wystepowania  poszczegolnych — funkcji  molekularnych
zidentyfikowanych na podstawie GO w grupie genow o pozytywnym trendzie zmian reaktywnosci
efektywnosci translacji. A. Geny charakterystyczne dla porownania K vs. C; B. Geny charakterystyczne

dla porownania K vs. W; C. Geny dzielone w analizie obu warunkow.
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Wykresy — czestotliwosci  wystgpowania  poszczegolnych — funkcji  molekularnych

zidentyfikowanych na podstawie GO w grupie genow o negatywnym trendzie zmian reaktywnosci

efektywnosci translacji. A. Geny charakterystyczne dla porownania K vs. C; B. Geny charakterystyczne

dla porownania K vs. W; C. Geny dzielone w analizie obu warunkow.
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Rycina 34. Wykresy czestotliwosci wystepowania poszczegolnych komponentow komorkowych

zidentyfikowanych na podstawie GO w grupie genow o pozytywnym trendzie zmian reaktywnosci

efektywnosci translacji. A. Geny charakterystyczne dla porownania K vs. C; B. Geny charakterystyczne

dla porownania K vs. W; C. Geny dzielone w analizie obu warunkow.
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Rycina 35. Wykresy czestotliwosci wystepowania poszczegolnych komponentow komorkowych
zidentyfikowanych na podstawie GO w grupie genow o negatywnym trendzie zmian reaktywnosci
efektywnosci translacji. A. Geny charakterystyczne dla porownania K vs. C; B. Geny charakterystyczne

dla porownania K vs. W; C. Geny dzielone w analizie obu warunkow.
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Analiza funkcji molekularnych genéw wykazujacych wyzsza efektywno$¢ translacji oraz
zwigkszong reaktywnos$¢ nukleotydow w warunkach kontrolnych (K) w poréwnaniu z
warunkami traktowanymi (C oraz W) ujawnila szereg dominujacych kategorii
funkcjonalnych (Rycina 32). Zaréwno w poréwnaniu K vs. C, jak 1 K vs. W, najczgsciej
reprezentowang kategorig byla aktywnos¢ wigzania ATP (ATP binding [GO:0005524]),
wystepujaca w 22 przypadkach. Kolejne istotne funkcje obejmowaty wigzanie jonoéw
metali (metal ion binding [GO:0046872]), wigzanie DNA (DNA binding [GO:0003677]),
aktywno$¢ hydrolizy ATP (ATP hydrolysis activity [GO:0016887]) oraz wigzanie jonow
cynku (zinc ion binding [GO:0008270]).

W grupie gendw wspodlnych dla obu porownan (K vs. C oraz K vs. W) zaobserwowano
wzbogacenie w funkcje zwigzane z aktywno$cig energetyczng i regulacja transkrypcji.
Widoczne bylo zwigkszenie liczby gendw zwigzanych z wigzaniem ATP (24 przypadki),
hydroliza ATP (12 przypadkéw) oraz funkcjami strukturalnymi rybosomu (structural
constituent of ribosome [GO:0003735], 8 przypadkoéw). Dodatkowo, w tej grupie pojawity
si¢ funkcje takie jak aktywno$¢ hydrolazowa (hydrolase activity [GO:0016787]),
aktywno$¢ transporterow ABC (ABC-type oligopeptide transporter —activity
[GO:0015421]) oraz wigzanie FMN (FMN binding [GO:0010181]), ktore nie byly obecne
w zestawieniach indywidualnych.

Zbieznos¢ profili funkcjonalnych pomigdzy poréwnaniami K vs. C i K vs. W oraz ich
rozszerzenie w grupie gendw wspolnych sugeruja, ze geny o wyzszej translacyjnej
aktywnos$ci w warunkach kontrolnych petnig kluczowe role w procesach energetycznych,
regulacyjnych i strukturalnych komoérki. Moze to wskazywaé na ich znaczenie w
utrzymaniu homeostazy oraz podstawowych funkcji komorkowych w warunkach

niepoddanych dziataniu czynnikow stresowych.

W grupie genow wykazujacych wyzsza efektywnos$¢ translacji oraz zwigkszona
reaktywnos$¢ nukleotydow w warunkach traktowanych (C oraz W) wzgledem kontroli (K),
zaobserwowano ograniczong liczbe dominujacych funkcji molekularnych (Rycina 33). W
porownaniu K vs. C najczesciej wystepowaly funkcje wigzania jonow metali (metal ion
binding [GO:0046872], 6 przypadkow), wiazania ATP (ATP binding [GO:0005524], 4
przypadki) oraz funkcje strukturalne rybosomu (structural constituent of ribosome
[GO:0003735], 4 przypadki). W poréownaniu K vs. W dominowaly wigzanie jonow
magnezu (magnesium ion binding [GO:0000287], 3 przypadki), wigzanie jonéw metali (3
przypadki) oraz wigzanie ATP (3 przypadki).
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W grupie gendw wspodlnych dla obu porownan (K vs. C oraz K vs. W) zaobserwowano
wigksze zréznicowanie funkcji molekularnych. Najcze$ciej reprezentowane byly: wigzanie
ATP (8 przypadkéw), wigzanie jonow metali (5 przypadkow), funkcje strukturalne
rybosomu (4 przypadki), wigzanie DNA (4 przypadki) oraz wigzanie jon6w magnezu (4
przypadki). Dodatkowo pojawily si¢ funkcje takie jak wigzanie RNA (RNA binding
[GO:0003723]) oraz aktywno$¢ hydrolizy ATP (ATP hydrolysis activity [GO:0016887]),
kazda zidentyfikowana w 3 przypadkach.

Obserwowane funkcje molekularne wskazuja, Zze geny aktywowane translacyjnie w
warunkach traktowanych moga peli¢ role zwigzane z regulacja aktywnosci
enzymatycznej, wigzaniem nukleotydoéw oraz strukturg rybosomalng. Ich obecno$¢ w obu
poréwnaniach sugeruje potencjalne zaangazowanie w adaptacyjne mechanizmy

odpowiedzi komoérkowej na warunki stresowe.

W analizie komponentow komorkowych gendéw charakteryzujacych si¢ wyzsza
efektywnoscig translacji oraz zwigkszong reaktywnoscig nukleotydow w miejscu inicjacji
translacji w warunkach kontrolnych (K) wzgledem probek traktowanych (C oraz W),
zaobserwowano wyrazne wzbogacenie w struktury zwigzane z btonami komorkowymi
oraz cytoplazmg (Rycina 34). W poréwnaniu K vs. C dominujagcym komponentem byta
btona komoérkowa (plasma membrane [GO:0005886], 33 przypadki), a nastgpnie
cytoplazma (cytoplasm [GO:0005737], 27 przypadkéw), cytosol (cytosol [GO:0005829],
20 przypadkdw) oraz ogolna kategoria blonowa (membrane [GO:0016020], 19
przypadkéw). Obecno$¢ regionu zewnatrzkomorkowego (extracellular region
[GO:0005576], 5 przypadkow) moze wskazywaé na udzial tych genéw w procesach
komunikacji migdzykomorkowe;.

W poréwnaniu K vs. W komponenty byly mniej licznie reprezentowane, jednak nadal
dominowaty struktury btonowe i cytoplazmatyczne: btona (membrane [GO:0016020], 5
przypadkow), cytoplazma (4 przypadki) oraz btona komorkowa (3 przypadki).

W grupie genéw wspdlnych dla obu poréwnan zaobserwowano konsolidacje tych
obserwacji. Najczegsciej wystepowaly: cytoplazma (30 przypadkow), btona komorkowa (20
przypadkéw), cytosol (17 przypadkéw) oraz btona (13 przypadkéw). Dodatkowo pojawit
si¢ komponent zwigzany z translacja — mata podjednostka rybosomu (small ribosomal
subunit [GO:0015935], 4 przypadki), co moze wskazywac na bezposrednie zaangazowanie

tych genéw w inicjacj¢ procesu translacyjnego.
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W grupie genow wykazujacych zwickszong efektywno$¢ translacji oraz wyzsza
reaktywno$¢ nukleotydow w miejscu inicjacji translacji w probach traktowanych (C oraz
W) wzgledem warunkéw kontrolnych (K), dominowaty komponenty komérkowe zwigzane
z blonami oraz cytoplazmatyczng lokalizacjg (Rycina 35). W poréwnaniu K vs. C
najczesciej identyfikowanymi strukturami byly: btona komorkowa (plasma membrane
[GO:0005886], 33 przypadki), cytoplazma (cytoplasm [GO:0005737], 27 przypadkdéw),
cytosol (cytosol [GO:0005829], 20 przypadkoéw) oraz btona (membrane [GO:0016020], 19
przypadkéw). Obecno$¢ regionu zewnatrzkomorkowego (extracellular region
[GO:0005576], 5 przypadkdéw) moze wskazywaé na udzial tych gendéw w procesach
sekrecyjnych lub komunikacji mi¢dzykomorkowe;.

W poréwnaniu K vs. W komponenty byly mniej licznie reprezentowane, jednak nadal
dominowaty struktury btonowe i cytoplazmatyczne: btona (membrane [GO:0016020], 5
przypadkoéw), cytoplazma (4 przypadki) oraz btona komorkowa (3 przypadki).

W grupie genéw wspdlnych dla obu poréwnan zaobserwowano konsolidacje tych
obserwacji. Najczesciej wystepowaly: cytoplazma (30 przypadkow), btona komorkowa (20
przypadkéw), cytosol (17 przypadkow), btona (13 przypadkdw) oraz region
zewnatrzkomérkowy (11 przypadkéw). Dodatkowo pojawila si¢ mata podjednostka
rybosomu (small ribosomal subunit [GO:0015935], 4 przypadki), co moze wskazywac¢ na

bezposrednie zaangazowanie tych gendow w inicjacj¢ translacji.

Zebrane dane sugeruja, ze geny aktywowane translacyjnie w warunkach traktowanych oraz
kontrolnych lokalizuja si¢ gtownie w obrgbie bton komoérkowych i cytoplazmy, co moze
odzwierciedla¢ ich role w procesach transportu, sygnalizacji oraz organizacji przestrzenne;j

translacji w odpowiedzi na warunki eksperymentalne.

W ramach analizy procesoOw biologicznych opisanych w GO, przypisanych genom
nalezacym do wyodrebnionych grup, zaobserwowano znaczng liczbg procesow
biologicznych powiazanych wylacznie z pojedynczymi genami. Tego rodzaju jednostkowe
przypisania mogg prowadzi¢ do nadinterpretacji wynikow oraz zaburza¢ og6lny obraz
funkcjonalnej charakterystyki analizowanych grup. Co wigcej, ze wzgledu na duzg liczbe
zidentyfikowanych procesOw oraz ich zréznicowang specyfike, trudne staje si¢
wyodrgbnienie tych, ktore maja najwigksze znaczenie biologiczne lub sa najbardziej

reprezentatywne dla danej grupy genow.
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S.PODSUMOWANIE

W obliczu narastajgcego problemu antybiotykoopornosci, szczegoélnie w przypadku
szczepow Staphylococcus aureus, konieczne jest pogtebione zrozumienie mechanizmow
molekularnych regulujacych ekspresje gendw odpowiedzialnych za opornos¢. Jednym z
kluczowych procesow komorkowych, ktory podlega $cistej kontroli, jest translacja — etap
przeksztalcania informacji genetycznej zawartej w mRNA w funkcjonalne biatka. Ze
wzgledu na swoja energochtonno$¢ i znaczenie dla przetrwania komorki, translacja jest
regulowana zaré6wno globalnie, jak 1 na poziomie pojedynczych transkryptow.
Ryboprzetaczniki jako strukturalne elementy RNA zdolne do wigzania konkretnych
metabolitow, odgrywaja istotng role w regulacji ekspresji genéw na poziomie
translacyjnym. Ich wysoka swoisto$¢, zdolno§¢ do szybkiej reakcji oraz obecno$¢ w
regionach niekodujacych mRNA czynig je obiecujagcymi celami terapeutycznymi,
szczeg6lnie w kontekscie projektowania biosensorow i lekow przeciwdrobnoustrojowych.
Zmiany konformacyjne wywolane przez kompleks aptamer—ligand wplywaja na
dostepnos¢ miejsca inicjacji translacji, umozliwiajac aktywacj¢ lub hamowanie syntezy
biatek w zaleznos$ci od warunkow srodowiskowych.

W celu zbadania zwigzku migdzy konformacyjnymi zmianami w strukturze drugorzedowe;j
RNA a regulacja translacji genéw pod wplywem stresu antybiotykowego, wykorzystano
dwie komplementarne techniki: do analizy struktury RNA oraz Ribo-seq do oceny
aktywnosci translacyjnej. SHAPE-MaP (ang. Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by
Primer Extension and Mutational Profiling) umozliwia mapowanie konformacyjnie
elastycznych nukleotydéw z rozdzielczos$cig pojedynczego nukleotydu. Dzieki potaczeniu
chemicznej modyfikacji RNA z sekwencjonowaniem nowej generacji i analiza mutacyjna,
metoda ta pozwala na precyzyjne okreslenie lokalnej dynamiki strukturalnej RNA,
identyfikacj¢ motywow strukturalnych oraz modelowanie alternatywnych konformac;ji.
Profilowanie rybosomalne (Ribo-seq), stanowi komplementarne podejscie umozliwiajace
analize translacji in vivo z rozdzielczoscig pojedynczego nukleotydu. Technika ta polega
na sekwencjonowaniu fragmentdow mRNA chronionych przez rybosomy w trakcie
translacji. Po zatrzymaniu rybosomow, niezwigzane z nimi RNA jest degradowane
enzymatycznie, pozostawiajac krotkie fragmenty (RPFs), ktore sg nastepnie izolowane,
transkrybowane do cDNA i1 poddawane sekwencjonowaniu. Mapowanie uzyskanych
sekwencji wzgledem genomu pozwala na precyzyjne okreslenie pozycji rybosoméw,

identyfikacj¢ aktywnie ttumaczonych regionéw, alternatywnych miejsc inicjacji translacji
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oraz analize efektywno$ci translacji i dynamiki elongacji. Eksperymenty przeprowadzono
na szczepie metycylinoopornego Staphylococcus aureus (MRSA), hodowanym w trzech
warunkach: kontrolnym (bez antybiotykdéw), z dodatkiem wankomycyny oraz z dodatkiem
cefoksytyny.

Zastosowanie obu metod — SHAPE-MaP 1 Ribo-seq — w spdjnym uktadzie
eksperymentalnym pozwolilo na zintegrowana analiz¢ struktury RNA 1 aktywnosci
translacyjnej w warunkach fizjologicznych oraz pod wplywem subletalnych stgzen
antybiotykow. Takie podejscie umozliwito ilosciowe okreslenie wydajnosci translacji
poszczegolnych mRNA oraz oceng dostepnosci elementéw kluczowych dla inicjacji tego
procesu. Integracja danych strukturalnych i translatomowych pozwala na wskazanie
potencjalnych celow terapeutycznych w leczeniu infekcji bakteryjnych.

Dane sekwencyjne uzyskane w eksperymencie charakteryzowaty si¢ wysoka jakos$cia, cho¢
ro6znity si¢ glebokoscig pokrycia — szczegdlnie w przypadku Ribo-seq, gdzie krotsze
fragmenty RNA skutkowaty nizszym odsetkiem odczytow mapujacych unikalnie. Mimo
to, skuteczna rybodeplecja i oczyszczenie danych pozwolity na uzyskanie materialu
odpowiedniego do dalszych analiz.

Wyniki SHAPE-MaP wykazaty, Ze stres antybiotykowy prowadzi do wyraznych zmian
konformacyjnych w rejonach mRNA zwigzanych z inicjacjg translacji, takich jak miejsce
wigzania rybosomu (RBS) oraz kodon startowy. Podczas analizy tych zmian, w warunku
traktowanym wankomycyna, zaobserwowano dominacj¢ gendow o zwigkszonej
reaktywnosci strukturalnej wzgledem kontroli. W przypadku cefoksytyny przewazaty geny
o obnizonej reaktywnosci, co moze wskazywac na rozne strategie adaptacyjne bakterii w
odpowiedzi na odmienne mechanizmy dziatania lekow.

Analiza danych Ribo-seq nie wykazata istotnych statystycznie zmian w efektywnosci
translacji mRNA w odpowiedzi na stres antybiotykowy. Moze to sugerowaé, ze
mechanizmy regulacyjne w odpowiedzi na stres antybiotykowy, w tym przypadku
zachodzg gtéwnie na poziomie struktury RNA lub transkrypcji, a nie translacji.

Warto réwniez zauwazy¢, ze mimo wyraznego rozdzielenia probek w przestrzeni MDS,
wskazujagcego na réznice w globalnym profilu translacyjnym, analiza rdéznicowa nie
ujawnita spdjnych sygnatow na poziomie pojedynczych gendw. Obserwacje te wskazuja,
ze translacja w warunkach stresu antybiotykowego moze by¢ regulowana w sposob
bardziej subtelny i lokalny, trudny do uchwycenia przy uzyciu standardowych metod

analizy réznicowe;.
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Korelacja pomigdzy zmianami konformacyjnymi RNA a poziomami translacji
poszczegolnych transkryptow okazata si¢ zlozona i1 niejednoznaczna. Wykresy ¢wiartek
oraz analiza klasteryzacyjna wskazuja, ze niektore grupy genéw wykazuja zgodne kierunki
zmian — np. jednoczesny spadek dostepnosci strukturalnej i translacji — jednak w skali
calego genomu nie zaobserwowano silnej, globalnej korelacji. Najwyzszy wspotczynnik
korelacji (r = 0,35) wystapil w podgrupie genéw o obnizonej reaktywnosci i translacji, co
moze wskazywac na bardziej spojny mechanizm regulacyjny w tej frakcji. Ogdlnie jednak
relacja miedzy strukturg RNA a translacja moze by¢ modulowana przez dodatkowe
czynniki, ktorymi mogg by¢ m.in. lokalne motywy strukturalne, obecno$¢ regulatorowych
sRNA czy interakcje z biatkami.

Podczas realizacji zatozen rozprawy opracowano rowniez metode analityczna, ktdra na
podstawie danych NGS umozliwia identyfikacj¢ zaleznych od siebie zmian struktury
drugorzedowej RNA oraz poziomoéw translacji, co moze stanowi¢ podstawe do
projektowania nowych strategii terapeutycznych. Systemowe podejscie do analizy
translacji i struktury RNA moze przyczyni¢ si¢ do wytonienia celéw terapeutycznych, ktore
pozwola na opracowanie antybiotykow oddzialujacych na wiele szlakow jednoczesnie,
utrudniajac bakteriom rozwoj opornosci. Rozszerzenie tej metody na inne gatunki bakterii
moze rowniez wspiera¢ badania nad regulacja ekspresji gend6w w mniej poznanych
mikroorganizmach. Prezentowane w niniejszej pracy wyniki stanowig punkt wyjscia do
pogtebionej analizy roli struktur RNA w regulacji ekspresji genow odpowiedzialnych za

antybiotykoopornos¢.
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