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Streszczenie

Rybosomy, jako centralne kompleksy translacyjne, przez dlugi czas byly uznawane za
struktury o statym i jednorodnym sktadzie. Coraz wigcej dowodow wskazuje jednak, ze ich
heterogeniczno$¢ moze odgrywacé kluczowa role w regulacji translacji. Celem niniejszej
rozprawy doktorskiej byto zbadanie mechanizméw przystosowawczych Saccharomyces
cerevisiae do tagodnych stresow abiotycznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
heterogeniczno$ci rybosomow (zmian w sktadzie biatkkowym rybosoméw oraz udziatu
paralogdéw biatek rybosomalnych w odpowiedzi na stres) oraz morfologii pojedynczych
komorek.

W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano szeroki wachlarz metod analitycznych, w tym
spektrometric masowa o wysokiej rozdzielczosci (LC-HRMS) do analizy skladu
rybosomow, profilowanie polisomowe do oceny aktywnosci translacyjnej oraz
wysokorozdzielcze  obrazowanie fazowe (holotomografi¢) do analizy zmian
morfologicznych komorek drozdzy pod wpltywem stresu.

Wykazano, ze ekspozycja S. cerevisiae na szok cieplny, stres osmotyczny, wysoka
zawarto$¢ soli, promieniowanie UV, gtéd aminokwasowy, gldd cukrowy, stres
hipoosmotyczny, stres hiperosmotyczny, wysokie pH oraz warunki beztlenowe prowadzi do
dynamicznych zmian w stechiometrii biatek rybosomalnych tworzacych rybosomy oraz
réznicowej inkorporacji paralogow biatek rybosomalnych do rybosomoéw. Obserwowane
zmiany sg specyficzne dla rodzaju stresu, co sugeruje, ze rozne warianty rybosomow moga
preferencyjnie uczestniczy¢ w translacji okreslonych mRNA.

Analiza profili polisomowych wykazata, ze wigkszo§¢ warunkow stresowych prowadzi do
globalnego spadku aktywnosci translacyjnej, z wyjatkiem szoku cieplnego, ktory zwigksza
udzial polisomow, co $§wiadczy o zwiekszonej aktywnosci translacyjnej w podwyzszonej
temperaturze. Dodatkowo, badania holotomograficzne umozliwity szczegdtowa analize
zmian morfologicznych komorek drozdzy w odpowiedzi na stres, wykazujac zmniejszong
zdolno$¢ do paczkowania oraz adaptacyjng reorganizacje struktury komodrkowe;.
Zaobserwowano zmiany w objetosci 1 ksztalcie komoérek, a takze w wielkosci 1 liczbie
wakuol oraz zawartosci biatek i lipidow.

Uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki dostarczaja nowych dowodoéw na
istnienie mechanizméw translacyjnej adaptacji do warunkéw stresowych oraz wskazuja, ze
heterogenicznos$¢ rybosoméw moze odgrywac kluczowa role w odpowiedzi komorkowe;.
Co wigcej, zmiany morfologiczne komoérek obserwowane w odpowiedzi na stres moga
odzwierciedla¢ dynamiczne dostosowanie metabolizmu 1 struktury komoérkowej do
warunkow §rodowiskowych, zapewniajac zwigkszong przezywalnos¢ 1 zdolnos$¢
adaptacyjng. Odkrycia te poszerzaja nasza wiedz¢ o plastycznosci translacyjnej oraz
morfologicznej, a takze moga mie¢ istotne implikacje w konteks$cie biotechnologii 1 biologii
systemow.



Abstract

Ribosomes, as central translational complexes, have long been considered static and
homogeneous structures. However, growing evidence suggests that their heterogeneity may
play a key role in translation regulation. The aim of this doctoral dissertation was to
investigate the adaptive mechanisms of Saccharomyces cerevisiae in response to mild
abiotic stresses, with particular emphasis on ribosome heterogeneity (changes in ribosomal
protein composition and differential incorporation of ribosomal protein paralogs into the
ribosome under stress conditions) and single-cell morphology.

This study employed a wide range of analytical methods, including high-resolution mass
spectrometry (LC-HRMS) for ribosomal composition analysis, polysome profiling for
assessing translational activity, and high-resolution quantitative phase imaging
(holotomography) for examining stress-induced morphological changes in yeast cells.

It was demonstrated that exposure of S. cerevisiae to heat shock, osmotic stress, high salt
conditions, UV radiation, amino acid starvation, glucose starvation, hypoosmotic stress,
hyperosmotic stress, high pH, and anaerobic conditions leads to dynamic changes in the
stoichiometry of ribosomal proteins and differential incorporation of ribosomal protein
paralogs into the ribosomes. The observed changes were stress-specific, suggesting that
different ribosome variants may preferentially participate in the translation of specific
mRNAs.

Polysome profiling revealed that most stress conditions resulted in a global decrease in
translational activity, with the exception of heat shock, which increased the proportion of
polysomes, indicating enhanced translation activity at elevated temperatures. Additionally,
holotomographic analysis enabled a detailed examination of morphological changes in yeast
cells in response to stress, revealing reduced budding capacity and adaptive reorganization
of cellular structure. Changes were observed in cell volume and shape, vacuole size and
number, as well as protein and lipid content.

The findings of this doctoral dissertation provide new evidence for the existence of
translational adaptation mechanisms in response to stress and suggest that ribosome
heterogeneity may play a crucial role in cellular stress responses. Moreover, stress-induced
morphological changes may reflect dynamic metabolic and structural adjustments to
environmental conditions, enhancing survival and adaptive potential. These discoveries
expand our understanding of translational and morphological plasticity and may have
significant implications for biotechnology and systems biology.
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3. Opis wynikow rozprawy doktorskiej

3.1. Cel rozprawy

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest analiza mechanizméw adaptacyjnych
Saccharomyces cerevisiae, powstajacych w odpowiedzi na tagodne, przejSciowe stresy
abiotyczne, ze szczegdlnym uwzglednieniem heterogeniczno$ci rybosoméw oraz zmian w
morfologii pojedynczych komorek. Badania koncentrujg si¢ na:

e analizie zrdznicowania sktadu bialkowego rybosoméw w odpowiedzi na stres
srodowiskowy — okreslenie, w jaki sposob warunki stresowe wplywaja na
stechiometri¢ bialek rybosomalnych w rybosomie oraz réznicowa inkorporacje
paralogéw bialek rybosomalnych do rybosomu,

e analizie wplywu stresu na aktywno$¢ translacyjna drozdzy — analiza profili
polisomowych w celu oceny zmian w efektywnosci translacji w r6znych warunkach
stresowych,

e analizie zmian morfologii komérek w odpowiedzi na stres — zastosowanie
wysokorozdzielczego obrazowania holotomograficznego do oceny wptywu stresu na
ksztalt, objetos$¢ 1 organizacj¢ wewngtrzng pojedynczych komoérek drozdzy.

Uzyskane wyniki pozwolg na lepsze zrozumienie translacyjnej 1 strukturalnej plastycznosci
komorek oraz dostarcza nowych danych na temat potencjalnych mechanizméow
przystosowawczych, ktére moga mie¢ istotne znaczenie w kontekscie biotechnologii oraz
biologii systemow.



3.2. Wstep

Rozw¢j 1 dojrzewanie organizmow s3 nieustannie ksztalttowane przez warunki
srodowiskowe, takie jak dostgpnos¢ sktadnikow odzywczych, temperatura, ci$nienie
osmotyczne, stezenie substancji cytotoksycznych, itd. Mikroorganizmy takie jak
jednokomoérkowe drozdze Saccharomyces cerevisiae, utrzymuja bardzo precyzyjne i dobrze
zrownowazone warunki wewnetrzne (tzw. homeostaze¢) niezbgdne do optymalnego wzrostu
1 funkcjonowania. Drozdze S. cerevisiae s organizmami mezofilnymi i najlepiej wzrastajg
w temperaturze 28-30°C [1]. Komorki drozdzy do prawidlowego wzrostu i rozwoju
potrzebuja obecnosci wody, od ktorej zalezne sg przemiany metaboliczne i transport
sktadnikow odzywczych, a takze stgzenie cukréw 1 soli. Optymalna aktywnos$¢ wody
odpowiada z kolei optymalnemu ci$nieniu osmotycznemu, przy ktérym szybkos$¢ wzrostu i
aktywnos$¢ zyciowa drozdzy jest najwieksza [2].

Jednoczes$nie, jako organizmy niemobilne, prowadzace stacjonarny tryb Zzycia, drozdze S.
cerevisiae nie s3 w stanie unikng¢ narazenia na niekorzystne dla ich rozwoju i wzrostu
warunki $rodowiskowe. S. cerevisiae rozwingly zatem zrdéznicowane mechanizmy
odpowiedzi na stres na wielu poziomach funkcjonowania: anatomicznym, morfologicznym,
komoérkowym, biochemicznym i molekularnym. Mechanizmy te stanowig istotng strategie
przetrwania, a raczej utrzymania balansu pomiedzy proliferacjg a przetrwaniem [3].

Na poziomie molekularnym zachodzg procesy regulacji transkrypcji okreslonych genow.
Causton 1 wsp. odkryli, ze okolo dwie trzecie genomu S. cerevisiae bierze udziat w
odpowiedzi na zmiany §rodowiskowe [4]. Wsrdd nich na szczegdlng uwage zastuguja biatka
szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, Hsp), ktore petnia funkcje ochronne i opiekuncze
w stosunku do innych biatek, zapobiegajac ich denaturacji lub agregacji [5]. Pod wptywem
stresu osmotycznego drozdze aktywuja szlak sygnalizacyjny kinaz MAP (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase), znany jako kaskada HOG (ang. High Osmolarity Glycerol).
Aktywacja tego szlaku prowadzi do zmian w ekspresji gendéw odpowiedzi na stres 1 pomaga
komorkom przystosowa¢ si¢ do zmienionych warunkow srodowiskowych [6]. W stresie
nastepuje roOwniez gromadzenie si¢ reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species,
ROS [7]) 1 zaklécenie metabolizmu energetycznego. Natomiast w odpowiedzi na stres
oksydacyjny drozdze angazujg sie¢ kinaz YAP (ang. Yeast AP-1-like Proteins), ktore sa
kluczowe w regulacji szlaku detoksykacji nadtlenku wodoru i1 aktywacji transkrypcji
przeciwutleniaczy komorkowych [8]. Glukoza jest preferowanym zZréodlem wegla dla
drozdzy, a stres spowodowany naglym spadkiem jej zawartosci w Srodowisku skutkuje
zmianami w ekspresji genow, w tym zahamowaniem aktywnosci kinaz biatkkowych PKA
zaleznych od cAMP [6]. Pierwsza odpowiedZ drozdzy na gtdéd cukrowy z kolei zwigzana
jest ze zmiang fosforylacji czynnikow transkrypcyjnych Msn2/4p, ktore kontroluja
wigkszos$¢ gendw odpowiedzi na stres 1 powodujg indukcje ekspresji gendéw zwigzanych z
wykorzystaniem alternatywnego Zrodla wegla (np. galaktozy czy glicerolu). Natomiast po
adaptacji komoérek do nowych warunkéow aktywacji ulega kinaza Snflp, ktéra hamuje
import jadrowy Msn2/4p i ekspresj¢ gendw szybkiej odpowiedzi na stres [9-10]. Nie sposob
przy okazji przedstawiania mechanizméw odpowiedzi na stres pomina¢ szlaku TOR (ang.
target of rapamycin), ktory w warunkach fizjologicznych utrzymuje czynniki
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transkrypcyjne Msn2/4p w cytoplazmie, a pod wplywem bodzca stresowego jest
inhibowany przez biatko Mtl1p, dzigki czemu czynniki transkrypcyjne Msn2/4p akumulujg
w jadrze 1 aktywuja ekspresj¢ genow stresowych [11].

Istotne dla odpowiedzi na stres zmiany zachodzg réwniez pozniejszym niz transkrypcja
etapie, tj. na etapie translacji. Rybosomy to wysoce konserwatywne nanomaszyny
rybonukleoproteinowe, ktore thumaczg informacje zaszyfrowane w genomie, aby stworzy¢
proteom we wszystkich komorkach. Podczas gdy kompletne struktury krystaliczne mniej
ztozonych rybosoméw prokariotycznych sg stale rozwigzywane od 2001 r. [12-15], jedynym
organizmem eukariotycznym, dla ktérego znana jest struktura atomowa rybosomu, s3
drozdze Saccharomyces cerevisiae [16,17]. Rybosomy eukariotyczne r6znig si¢ wielko$cig
od 3,3 MDa w drozdzach jednokomoérkowych do 4,4 MDa u ludzi [18]. Zaréwno u drozdzy,
jak 1 u ludzi mata podjednostka 40S sktada si¢ z 33 biatek rybosomalnych i 18S rRNA
(rybosomalnego RNA) [19,20] [8, 9 z grantu]. Duza podjednostka 60S zawiera
odpowiednio 46-47 bialek w drozdzach i u ludzi, a takze trzy odrgbne rRNA: 58S, 5,8S 1 25S
w drozdzach oraz 58S, 5,8S i 28S u ludzi) [21]. Gléwne rdznice w rozmiarach rybosomow
miedzy eukariotami wynikaja przede wszystkim z obecnos$ci sekwencji wstawionych (ang.
expansion sequences) w TRNA, a takze utraty lub dolaczeniu dodatkowych biatek
rybosomalnych [19,21].

Co ciekawe, pomimo ekstremalnie wysokiej konserwacji funkcji rybosomu, tylko 34 biatka
rybosomalne sg wspdlne dla prokariotow 1 eukariotéw [18]. Wysunigto wigc hipotezg, ze
ekspresja biatek rybosomalnych rozni si¢ w zaleznosci od typu komorek, stadiow
rozwojowych lub warunkoéw wzrostu. Dowodoéw na zmienno$¢ struktury rybosomow
dostarczyly szeroko zakrojone ilosciowe badania profilujace ekspresje biatek
rybosomalnych w 14 tkankach i typach komorek w rozwijajacych si¢ zarodkach kregowcow,
ktore ujawnity drastyczne roznice w poziomach ekspresji biatek rybosomalnych w r6znych
tkankach [22,23]. Ponadto, wykazano, ze w amebach Dictyostelium discoideum rybosomy
sktadajg si¢ z r6znych bialek rybosomalnych w dwoch rdéznych stadiach cyklu zyciowego,
stadium wegetatywnym 1 zarodnikowym. Takie wyniki sugerujg, ze te biatka rybosomalne
moga by¢ regulowane rozwojowo [24,25]. Tylko jedno badanie do tej pory miato na celu
identyfikacj¢ zmian w skladzie biatkowym rybosoméw w S. cerevisiae. Badanie zostato
przeprowadzone przez grupy Joachima Franka i Andrew J. Linka i miato na celu analizg
proteomiki rybosoméw podczas przechodzenia z fermentowalnej glukozy na
niefermentowalne zrodlo wegla w postaci glicerolu [26]. Ta analiza zidentyfikowata 75
biatek rybosomalnych w rybosomach 80S, a kilka z nich wystgpowato w zmienionej ilosci
w rybosomach izolowanych z drozdzy hodowanych w obecnosci glicerolu w poréwnaniu z
drozdzami hodowanymi na pozywkach optymalnych z glukoza. Byly to biatka duzej
podjednostki rybosomalnej: RPL3/ul.3, RPLS5/uL5, RPLS8/eL8, matej podjednostki
rybosomalnej: RPS1/eS1, RPS2/uS2, RPS5/uS5, RPPO/P1 oraz zasocjowane z rybosomami
biatko RACKI1. Wszystkie wymienione wyzej dowody na heterogeniczo$¢ rybosomow
potwierdzajg hipoteze o wystepowaniu wyspecjalizowanych rybosoméw, przyczyniajacych
si¢ do modulacji proteomu jako odpowiedz na stres. Jednak na obecnym etapie
zaawansowania §wiatowych badan naukowych wcigz brakuje rozstrzygajacych dowodow
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eksperymentalnych na jej poparcie. Brakuje rowniez dowoddéw na heterogenicznos¢
rybosoméw drozdzy w aspekcie biatek rybosomalnych jako odpowiedzi na stresy
srodowiskowe.

Czasteczkami, ktore reguluja dziatanie rybosomu poprzez bezposrednie z nim
oddziatywanie podczas stresow srodowiskowych sg rancRNA (zwigzane z rybosomami
niekodujagce RNA) [27, 28]. Zostaly one zidentyfikowane i scharakteryzowane u wielu
organizméw, w tym mezofilnego archeona Haloferax volcanii [29], pasozytniczego
kinetoplastydu Trypanosoma brucei [30] 1 komérek CHO-K1 ssakéw [31]. Ponadto, w
drozdzach S. cerevisiae trzynascie lat temu zidentyfikowano ponad 200 niekodujacych RNA
zwigzanych z rybosomami [32]. Co jest niezwykle istotne, w przypadku niemal wszystkich
typow transkryptow w drozdzach, w tym mRNA, tRNA, snoRNA (mate jaderkowe RNA) i
rRNA, zaobserwowano przetwarzanie do stabilnych, krotszych RNA. Kilkoro
przedstawicieli rancRNA w S. cerevisiae zostalo scharakteryzowanych — opisano
precyzyjny mechanizm regulacyjny ich dzialania, zalezny od stresu, na poziomie translacji.
Pierwszym opisanym regulatorowym rancRNA w S. cerevisiae byl 18-nukleotydowy
ncRNA pochodzacy z mRNA kodujacego metylotransferaze tRNA TRMI10 [33].
Wykazano, ze oddziatywanie tego rancRNA z rybosomem nastepuje w stresie wysokiego
zasolenia i powoduje spowolnienie procesu translacji poprzez zmniejszone powinowactwo
tRNA do wigzania do miejsca A w rybosomie i upos$ledzong dynamike strukturalng catego
rybosomu [34]. W p6zniejszych pracach wykorzystujacych S. cerevisiae grupa prof. Kamilli
Grzywacz wykazala, ze oddziatujace z rybosomami krotkie RNA powstajace z tRNA (ang.
tRNA-derived fragments, tDR) reguluja proces translacji na jego wczesnym,
przygotowawczym etapie, tworzac trojsktadnikowy kompleks tDR/rybosom/aminoacylaza
tRNA [35]. Ponadto pokazano, ze asocjacja tDR z rybosomami w S. cerevisiae jest $cisle
regulowana przez zroznicowane warunki stresowe [36]. W pracy, ktorej jestem
wspotautorem, lecz nie zostala wlaczona do cyklu publikacji sktadajacych si¢ niniejsza
prac¢ doktorska wykazano, ze do rancRNA w S. cerevisiae mozna zaliczy¢ rowniez krotkie
RNA powstajace ze snoRNA (ang. snoRNA-derived small RNAs, sdRNA) [37]. Wykazano
W niej, ze zarowno wystepowanie w cytoplazmie jak i oddziatywanie siRNA z rybosomami
S. cerevisiae jest zalezne od stresu i powoduje funkcjonalne konsekwencje w postaci
obnizonej aktywnosci translacyjnej drozdzy w stresie.

Przytoczone wyzej przyktady nie wyczerpuja wszystkich mechanizméw odpowiedzi S.
cerevisie na stres, jednak warte zauwazenia jest, ze pomimo szeroko zakrojonych badan
celujacych w identyfikacje zaleznych od stresu zmian transkryptomicznych a takze wielu
badan biochemicznych maszynerii translacyjnej (w tym rybosomow 1 krotkich RNA z nimi
oddziatujacych), zmiany fizjologiczne 1 morfologiczne pojedynczych komorek
wystawionych na dzialanie warunkow stresowych zostaly opisane jedynie przez kilka grup
badawczych. Hipoksja (stan, w ktorym komorka otrzymuje niewystarczajaca ilos¢ tlenu),
wystepujaca w hodowlach drozdzy o wysokiej gestosci komoérek, prowadzi do zaburzenia
cytokinezy 1 kariokinezy, manifestowanej jako zmiany morfologiczne, takie jak
wystepowanie duzych komoérek macierzystych z pojedynczym paczkiem lub wieloma
paczkami [38]. Taka morfologia wskazuje na niepelng cytokineze w fazie M cyklu
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mitotycznego Saccharomyces. W kontekscie metabolicznym, hipoksja ogranicza
dostepnos¢ kluczowych prekursoréw, takich jak N-acetyloglukozamina (GIcNAc),
niezbednych do syntezy chityny, co ma wptyw na formowanie przegrody pomigdzy
komoérkami matka a corka, prowadzac do niepelnej cytokinezy. Wzrost i morfologia
komorek drozdzy S. cerevisiae sg silnie zalezne rowniez od temperatury. Wykazano, ze
Srednica pojedynczych komodrek w nizszych temperaturach wzrasta, osiaggajac maksymalng
warto$¢ przy 5°C [39]. Wraz z obnizeniem temperatury zmienia si¢ rowniez wielkosé
paczkéw — w chlodniejszych warunkach sg one duzo mniejsze w porownaniu do komorki
macierzystej, podczas gdy w wyzszych temperaturach moga osigga¢ nawet 90% jej
rozmiaru. Wykazano, ze zalezne od temperatury przejscie przez punkty kontrolne cyklu
komoérkowego przyczynia si¢ do zmian w strukturze populacji, co moze by¢ zwigzane z
gwaltownym wzrostem zapotrzebowania energetycznego komorki w przedziale temperatur
powyzej optymalnego (tj. 33-40°C). W badania z wykorzystaniem mikroskopu sit
atomowych zaobserwowano, ze zwigkszona temperatura oraz wysokie st¢zenie sorbitolu i
etanolu prowadza do spadku przezywalnosci komorek oraz istotnych zmian w ich
powierzchni i strukturze, np. zmiany w chropowatosci powierzchni komorek i1 objetosci
Sciany komorkowej [40]. Rowniez inne dane wskazuja, ze pod wptywem wystepujacych
przejsciowo roznorodnych niekorzystnych warunkéow S$rodowiskowych (np. zmiany
osmolarnosci, pH, dostepnosci tlenu i temperatury), integralnos$¢ Sciany komoérkowe;j 1 btony
komorkowej, czyli barier oddzielajacych komorki S. cerevisiae od $rodowiska
zewnetrznego, moze zosta¢ uszkodzona, co w efekcie prowadzi do zaburzenia jej
przepuszczalnosci. Dla przyktadu, stres osmotyczny prowadzi do zmian w osmolarnosci
komorki: w srodowisku hipertoniczym komorki gwaltownie kurczg si¢ 1 tracg nawet 60%
pierwotnej objetosci [41], a w Srodowisku hipoosmotycznym dochodzi do pecznienia
komoérek z powodu wnikajacej do wnetrza wody [42]. Nie tylko wielkos¢, ale réwniez
ksztalt komorek drozdzy (tak jak wszystkich organizmoéw jednokomorkowych) uzalezniony
jest od warunkoéw $rodowiskowych [2], jednak bezposrednie zaleznosci pomigdzy danym
warunkiem stresowym a ksztaltem pojedynczych komorek S. cerevisiae nie zostaly dotad
opisane.
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3.3. Glowne tezy i osiggniecia rozprawy doktorskiej

W niniejszej pracy zbadano nastepujace zagadnienia dotyczace strategii Saccharomyces
cerevisie wykorzystywanych podczas stresOw abiotycznych: (a) heterogeniczno$¢
rybosomow pod wzgledem sktadu biatkowego w warunkach stresu, skutkujaca zalezng od
stresu aktywnoscig translacyjng rybosoméw oraz (b) przezywalnos¢, witalno§¢ oraz
morfologie i regeneracje komorek po przejsciowym stresie abiotycznym.

3.3.1. Heterogenicznos¢ rybosomow jako nowy element regulacji
translacji.

Publikacja 1
Pietras PJ, Kaminska K, Pecherz, S, Sobkowiak J, Grzywacz K
Heterogenicznos$¢ rybosomow jako nowy element regulacji translacji
Postepy Biochemii, 2022, 68(4):425-433
DOI: 10.18388/pb.2021_467

Doniesienia o zmiennos$ci sktadu rybosomow pojawiajace si¢ w literaturze sugerujace, ze
heterogeniczno$¢ rybosomu moze wptywac¢ na selektywno$¢ translacji 1 funkcjonowanie
komorek sklonity mnie do usystematyzowania wiedzy w tym zakresie w postaci publikacji
przegladowej. W Publikacji 1 przedstawiono opis struktury rybosomu eukariotycznego na
przyktadzie S. cerevisiae, oméwiono biatka rybosomalne przyczyniajace si¢ do
heterogenicznosci rybosomdéw eukariotycznych oraz funkcjonalne konsekwencje
heterogenicznosci rybosomow.

Rybosomy, cho¢ tradycyjnie uwazane za struktury o stalym sktadzie biatek rdzeniowych,
tworzacych  jego rusztowanie wewnetrzne  okalajagce  katalityczne  centrum
peptydylotransferazowe, wykazujg zmiennos¢ tego sktadu, jak pokazuja wyniki licznych
badan. Przykladem moze by¢ badanie z 2018 roku, w ktorym naukowcy z Uniwersytetu
Stanforda stwierdzili, Ze w polisomach mysich komoérek macierzystych 6 na 15 biatek
rybosomalnych wykazuje cechy substechiometryczne, co wskazuje na istnienie rybosomow
pozbawionych przynajmniej jednego z biatek rdzeniowych.

Zmiany w skladzie bialek rybosomalnych moga wplywac na specjalizacje rybosomédw, co
pozwala im rdznie regulowac translacj¢ mRNA w zaleznos$ci od populacji komorek i fazy
rozwoju. Istnieja dowody, ze zmiany w sktadzie rybosoméw moga takze prowadzi¢ do
zaburzen rozwojowych, takich jak wady wzroku, tutlowia czy mézgu, jak ma to miejsce u
Danio prggowanego. Mutacje w biatkach rybosomalnych moga prowadzi¢ do wad
rozwojowych, takich jak polidaktylia czy deformacje kregdw u myszy. W badaniach nad
nowotworami zauwazono, ze zmiany w skladzie bialek rybosomalnych wplywaja na
tworzenie specyficznych fenotypdw nowotworowych, a ich obecnos$¢ lub brak moze
regulowac proces translacji w komoérkach nowotworowych. Ponadto, rézne typy komoérek
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wykazujg charakterystyczny wzor ekspresji biatek rybosomalnych, co moze prowadzi¢ do
zmian w regulacji translacji 1 wplywa¢ na rozwd] nowotworow. W KkonteksScie
rybosomopatii, mutacje w biatkach rybosomalnych mogg prowadzi¢ do powaznych chordb,
takich jak niedokrwistos¢ Diamonda-Blackfana, zwigzana =z nieprawidlowym
réznicowaniem komorek krwiotwodrczych. Mutacje w biatkach RPS19 i RPL5S moga
prowadzi¢ do defektow komorkowych, zagrazajacych zdrowiu i rozwojowi organizmu.
Zmiany w rybosomach mogg tez przyczynia¢ si¢ do wrodzonych wad, jak w przypadku
aspleni (wrodzonym brakiem §ledziony) i innych zaburzen neurozwojowych.

W Publikacji 1 przedstawiono rowniez wplyw istnienia paralogéw biatek rybosomalnych na
heterogeniczno$¢ rybosoméw. Paralogiczne geny kodujace biatka rybosomalne sg obecne u
wielu eukariontow, w tym u drobnych organizméw, takich jak muszki owocowe, myszy czy
zaby szponiaste. Te paralogi wykazuja wysokie podobienstwo sekwencji, a ich funkcje
moga si¢ r6zni¢ w zaleznosci od tkanki i etapu rozwoju. Przyktadem jest S. cerevisiae, gdzie
poczatkowo sadzono, ze paralogi powstaly wskutek podwojenia genomu, ale pdzniejsze
badania sugeruja, ze moglo dojs¢ do skrzyzowania dwoéch bliskich gatunkéw. Paralogi
biatek rybosomalnych wykazuja czg¢sto odmienne wzorce ekspresji, co sugeruje ich rozne
funkcje, np. w regulacji procesow fizjologicznych.

Badania u gryzoni wykazaly, ze paralogi biatka RPL39L odgrywaja kluczowa role w
spermatogenezie, a ich delecja prowadzi do spadku proliferacji komorek 1 problemow z
ptodnoscig. Z kolei paralogi RPL3L w mig$niach poprzecznie prazkowanych 1 w sercu
regulujg ich wzrost i funkcje, a ich mutacje mogg prowadzi¢ do chordb, takich jak migotanie
przedsionkow. U Danio prggowanego paralogi bialek RPL22L1 i RPL22 r6znig si¢ w
regulacji tworzenia komorek krwiotworczych. W Drosophila paralogi RPS15 1 RPS19
pelnig rézne role w rozwoju oocytdw. Ponadto, w S. cerevisiae zmieniajacy si¢ stosunek
ekspresji paralogéw bialek rybosomalnych moze stanowi¢ mechanizm adaptacji do stresu.

Wszystkie te badania wskazuja, ze paralogi biatek rybosomalnych umozliwiaja komérkom
przeprowadzanie bardziej precyzyjnej regulacji translacji w odpowiedzi na zmiany
fizjologiczne i stresowe, co ma duze znaczenie dla funkcji komorek i organizmow.
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3.3.2. Dynamiczny sklad bialkowy rybosoméw Saccharomyces cerevisiae w
odpowiedzi na lagodne, przejSciowe warunki stresu abiotycznego
odzwierciedla zmiany w aktywnosSci translacyjnej.

Publikacja 2
Pietras PJ, Wasilewska-Burczyk A, Peptowska K, Marczak t., Tyczewska A, Grzywacz
K
Dynamic protein composition of Saccharomyces cerevisiae ribosomes in response to
multiple stress conditions reflects alterations in translation activity
International Journal of Biological Macromolecules, 2024, 268(Pt2):132004
DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2024.132004

Dostepne dane wskazuja, ze heterogenicznos¢ rybosomoéw najprawdopodobniej wynika z
adaptacyjnego przygotowania programu translacyjnego zestresowanych komorek do
regeneracji, poniewaz prawidlowe funkcjonowanie rybosoméw jest kluczowe dla
optymalnego, nie zaburzonego funkcjonowania catej komodrki. Cho¢ koncepcja
wyspecjalizowanych rybosomow, ktoére modulujg proteom w odpowiedzi na stres jest
sugerowana przez wielu badaczy, wcigz Dbrakuje jednoznacznych dowodow
eksperymentalnych. Majac na uwadze powyzsze, celem badan opisanych w Publikacji 2
bylo zbadanie heterogenicznosci rybosomow Saccharomyces cerevisiae pod katem sktadu
biatek rybosomalnych w odpowiedzi na zréznicowane, tagodne stresy srodowiskowe 1 jej
skorelowanie z aktywnoscig translacyjna komorek podczas stresu.

W badaniach wykorzystano szczep Saccharomyces cerevisiae BY4741, hodowany w
pozywce YPD w temperaturze 30°C. Drozdze poddawano jednemu z 10 tagodnych,
przejSciowych warunkéw stresowych: szok cieplny, zimna, wysokiego zasolenia,
ekspozycja na promieniowanie UV, warunki beztlenowe, wysokie pH, gtoéd aminokwasowy,
glod cukrowy, szok hipoosmotyczny i1 szok hiperosmotyczny. Z drozdzy poddawanych
stresowi1 abiotycznemu izolowano rybosomy z wykorzystaniem ultrawirowania, poddawano
je denaturacji 1 sonikacji 1 izolowano biatka. Ilos¢ biatek okreslano przy uzyciu testu BCA.
Nastepnie probki poddawano standardowej procedurze przygotowania do analizy LC-
HRMS (chromatografii cieczowej/spektrometrii mas o wysokiej rozdzielczosci),
obejmujacej denaturacj¢, redukcje (rozerwanie wigzan dwusiarczkowych), alkilacje
(zapobieganiee ponownemu tworzeniu si¢ mostkow dwusiarczkowych) oraz trawienie
enzymatyczne w celu uzyskania peptydow. Otrzymane peptydy rozdzielano za pomoca
chromatografii cieczowej na kolumnie C18, stosujac gradient acetonitrylu. Rozdzielone
peptydy analizowano za pomoca spektrometru mas Orbitrap QExactiv w trybie data-
dependent MS/MS. Doktadny opis znajduje si¢ w sekcji Materialy i metody w Publikacji 2.
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A. Zréinicowana stechiometria bialek rybosomalnych w rybosomach
drozdzowych w warunkach streséw srodowiskowych.

W celu okreslenia stechiometrii biatek rybosomalnych w rybosomach w drozdzach
poddawanych zroznicowanym warunkom s$rodowiskowym, wyniki spektrometrii mas
analizowano przy uzyciu oprogramowania Perseus 2.0.11.0. Analiza proteomiczna
pozwolila zidentyfikowa¢ 74 odrebne biatka rybosomalne w rybosomie S. cerevisiae: 31 z
matej podjednostki rybosomu (RPS) oraz 43 z duzej podjednostki (RPL) (Rysunek 1 w
Publikacji 2). Sposrod nich, 22 biatka wykazaly statystycznie istotne zmiany w ilosci w
warunkach stresowych (14 bialek z malej podjednostki i 8 biatek z duzej podjednostki,
Rysunek 2 w Publikacji 2) w poréwnaniu do warunkéw optymalnego wzrostu. Sktad
bialkowy rybosomow S. cerevisiae zmieniat si¢ w odpowiedzi na szok cieplny, stres
osmotyczny, wysoka zawarto$¢ soli, promieniowanie UV oraz gtéd aminokwasowy.
Sposréd badanych warunkow stresowych, stres zwigzany z wysokim zasoleniem najsilniej
wptywat na sktad rybosomu (Tabela 1 w Publikacji 2), prowadzac do zwigkszenia poziomu
3 biatek rybosomalnych z duzej podjednostki rybosomalnej, przy czym najbardziej
widoczne skutki zaobserwowano dla RPL42/e1.42

Wyniki te wskazuja, ze rybosomy nie sg jednorodnymi kompleksami, lecz dynamicznymi
strukturami, ktorych sktad moze by¢ dostosowywany do potrzeb komoérki. Moze to oznaczad
istnienie  specyficznych podtypéw rybosoméw o odmiennych wlasciwosciach
translacyjnych, co wspiera koncepcje “kodu rybosomalnego” — hipotezy, wedtug ktorej
rozne warianty rybosomow moga selektywnie regulowac translacje okreslonych grup
mRNA.

B. Wplyw warunkéw stresowych na udzial paralogow bialek rybosomalnych w
tworzeniu rybosomoéw.

W celu zbadania udziatu paralogow bialek rybosomalnych w rybosomach S. cerevisiae w
odpowiedzi na stres, przeanalizowano stosunek ilosciowego paralogéw A 1 B (z danych
proteomicznych selekcjonowano unikalne peptydy pozwalajace na ich rozrdznienie).
Sposrdd 74 identyfikowanych biatek rybosomalnych wykryto 21 par paralogow (A 1 B), a
analiza wynikéw LC-HRMS ujawnita statystycznie istotne zmiany w stosunku ilosciowym
7 z tych paralogdbw w niemal wszystkich warunkach stresowych, z wyjatkiem glodu
aminokwasowego, w porownaniu do warunkéw optymalnych (Rysunek 3 w publikacji 2).
Najbardziej widoczng roéznice w poroOwnaniu z grupa kontrolng zaobserwowano w
przypadku RPS7/eS7, w ktorym podczas szoku cieplnego zaobserwowano 33% wzrost
stosunku paralogu A do paralogu B w porownaniu do warunkow kontrolnych.

Wyniki te wskazujg, ze komorki S. cerevisiae selektywnie regulujg sktad rybosoméow
poprzez roznicowg inkorporacje paralogdw biatek rybosomalnych do rybosomow, co moze
mie¢ kluczowe znaczenie dla dostosowania translacji do warunkéw srodowiskowych.
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C. Zmiany w aktywnoSci translacyjnej w warunkach stresowych.

Zaobserwowane zmiany w sktadzie rybosomoéw S. cerevisiae sugerowaly, ze moga one
wpltywac¢ na aktywnos$¢ translacyjng. Z tego wzgledu przeprowadzono analize kinetyki
redystrybucji polisomow indukowanej stresem abiotycznym. Do tej czgSci pracy
zastosowano drozdze hodowane w 11 zrdznicowanych warunkach (10 warunkéw
stresowych i hodowla kontrolna w warunkach optymalnych), w ktorych translacje na etapie
elongacji blokowano z pomoca cykloheksimidu, antybiotyku ibhibujacego translacje
poprzez wigzanie do rybosomow eukariotycznych. Z drozdzy uzyskiwano lizaty, ktére
poddawano profilowaniu polisomowemu, tj. separacji wzgledem wielkosci w liniowym
gradiencie sacharozy (8—40%) podczas ultrawirowania oraz ciggle monitorowanie w czasie
rzeczywistym absorbancji (A254) przy pomocy detektora UV. Profilowanie polisomowe
wskazato, ze wiekszo$¢ warunkéw stresowych prowadzita do spadku poziomu polisoméw 1
wzrostu frakcji monosoméw, co wskazuje na globalne spowolnienie translacji (Rysunek 4
w Publikacji 2). Efekt ten byt szczegélnie widoczny po ekspozycji drozdzy na
promieniowanie UV oraz w warunkach glodu cukrowego, gdzie niemal cata frakcja
polisomow zostala zredukowana na rzecz monosomow. Mniej wyrazny, ale nadal istotny
spadek liczby polisomow zaobserwowano w odpowiedzi na szok zimna, wysokie zasolenie,
warunki beztlenowe oraz gldd aminokwasowy. Jedynym warunkiem, w ktérym odnotowano
wzrost aktywnosci translacyjnej byl szok cieplny.

Wyniki te potwierdzono przez oznaczenie aktywnos$ci translacyjnej in vivo komoérek S.
cerevisiae w zroznicowanych warunkach $rodowiskowych. Badanie polegato na ocenie
poziomu inkorporacji znakowanej radioaktywnie *°S-metioniny do nowopowstajacych
bialek. W warunkach stresowych promieniowania UV oraz gltodu cukrowego odnotowano
niemal catkowite zahamowanie translacji w poréwnaniu do warunkéw optymalnych
(Rysunek 5 w Publikacji 2). Znaczacg inhibicj¢ translacji odnotowano takze podczas szoku
zimna, wysokiego zasolenia, warunkow beztlenowych oraz glodu aminokwasowego. Z
kolei szok cieplny prowadzit do znacznego wzrostu aktywnosci translacyjne;.

3.3.3. Regeneracja Saccharomyces cerevisiae po ekspozycji na stresy
abiotyczne: zywotnos¢, witalnos¢ oraz wysokorozdzielcze trojwymiarowe
obrazowanie morfologii

Publikacja 3
Pietras PJ, Chaszczewska-Markowska M, Ghete D, Tyczewska A, Grzywacz K
Saccharomyces cerevisiae recovery from various mild abiotic stresses:
viability, fitness, and high resolution three-dimensional morphology imaging
Fungal Genetics and Biology, 2025, przyjety do druku

Warunki $rodowiskowe maja ogromny wplyw na wzrost 1 rozwoj organizmoéw
jednokomérkowych, takich jak Saccharomyces cerevisiae, ktore musza szybko 1
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odpowiednio reagowa¢ na wszelkie zmiany. Drozdze dostosowujg si¢ anatomicznie,
morfologicznie oraz biochemicznie do niesprzyjajacych warunkéw $rodowiskowych.
Niemniej jednak, pismiennictwo dotyczace zmian fizjologicznych i morfologicznych
pojedynczych komorek narazonych na stresowe warunki jest ograniczone do zaledwie kilku
doniesien.

Eksperymenty przeprowadzono na szczepie S. cerevisiae BY4741, hodowanym w
optymalnych warunkach. Drozdze poddawano tym samym dziesi¢ciu lagodnym,
przejsciowym warunkom stresowym jak w Publikacji 2.

A. Zmiana poziomu ekspresji genow HSP12, GPD1 oraz EXO1 jako reakcja
drozdzy na stres

W celu weryfikacji poprawnej indukcji stresu w warunkach laboratoryjnych zbadano
poziom ekspresji znanych z piSmiennictwa genoéw reagujacych na stres. Wykonywano
Ilosciowe reakcje PCR w systemie Agilent Real-Time PCR. Zgodnie z oczekiwaniami
ekspresja gendéw HSP12, GPDI oraz EXOI ulegala zmianom pod wptywem okre§lonych
warunkow w pordwnaniu do warunkéw kontrolnych, co potwierdzito indukcje odpowiedzi
na stres. Najwyzsza ekspresje¢ HSPI2 zaobserwowano w warunkach stresu
hiperosmotycznego i wysokiego zasolenia, GPDI — w warunkach wysokiego zasolenia, a
EXOI — po ekspozycji na promieniowanie UV, w warunkach beztlenowych oraz przy
wysokim pH (Rysunek 2 w Publikacji 3).

B. Lagodny, przejSciowy stres abiotyczny wplywa na kinetyke wzrostu drozdzy

Aby sprawdzi¢ jak rozne warunki stresowe wplywaja na zdolno$ci regeneracyjne drozdzy,
przeprowadzono badanie kinetyki wzrostu. Po indukcji stresu, drozdze przeniesiono do
Swiezego medium o optymalnym sktadzie i hodowano je w optymalnych warunkach
wzrostu, co umozliwiato obserwacje procesu regeneracji.

Zaobserwowano, ze juz po 30 minutach od transferu komoérek drozdzy z warunkow
stresowych do warunkow optymalnych, wartosci OD600 stresowanych hodowli zroéwnaty
si¢ z tymi obserwowanymi dla drozdzy hodowanych w warunkach kontrolnych (Rysunek 4
w Publikacji 3), co wskazuje na bardzo szybki proces regeneracji drozdzy po ustaniu stresu.
Po 60 minutach, wszystkie kultury (z wyjatkiem tych poddawanych regeneracji po szoku
cieplnym) wykazywatly wyzszg szybkos¢ wzrostu niz hodowla kontrolna (Rysunek 3 w
Publikacji 3), co wskazuje na skrocony czas podwojenia generacji (Tabela 1 w Publikacji
3). Faza wyktadniczego wzrostu byta krotsza we wszystkich kulturach regenerujacych si¢
po stresie w stosunku do hodowli w optymalnych warunkach (Rysunek 5 w Publikacji 3).

C. Ekspozycja na promieniowanie UV oraz stres hiperosmotyczny prowadzi do
zmniejszenia przezywalnosci S. cerevisiae
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W celu sprawdzenia jak testowane warunki stresowe wplywajg na zywotnos¢ drozdzy
wykorzystano analizy metoda cytometrii przeptywowej. Komorki barwiono jodkiem
propidyny (PI), ktory przenika wytacznie do komorek z uszkodzong btong komoérkowa.
Analize przeprowadzono na cytometrze FACSCalibur.

Wykazano, ze ekspozycja na promieniowanie UV oraz stres hiperosmotyczny znaczaco
obniza przezywalno$¢ komorek S. cerevisiae (Rysunek 6 w Publikacji 3). Z koeli reszta
testowanych warunkéw charakteryzowata si¢ bardzo niskim odsetkiem komorek PI-
dodatnich. Wyniki te zostaly dodatkowo potwierdzone badaniami z wykorzystaniem
obrazowania przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, w ktérych zastosowano podwdjne
barwienie — barwnikiem Hoechst (wybarwione sa komorki zywe, nieprzepuszczalne dla PI
z integralng $ciang i blong komérkowa) oraz jodkiem propidyny (wybarwione sg komorki
martwe) — co uwidocznito wyraznie, ze w probkach kontrolnych dominowaty komorki
zywe, natomiast ekspozycja na szok cieplny (37°C przez 15 minut) prowadzita do
niewielkiego, lecz zauwazalnego wzrostu liczby komodrek martwych. Takie obserwacje
potwierdzaja, ze nawet tagodny stres termiczny wptywa na zywotno$¢ drozdzy, cho¢ efekt
ten jest umiarkowany w poréwnaniu z bardziej destrukcyjnymi czynnikami, jak UV czy
stres hiperosmotyczny.

D. Morfologia pojedynczych komorek S. cerevisiae ulega znaczacym zmianom pod
wplywem lagodnych streséw abiotycznych

W badaniach morfologii komoérek S. cerevisiae zastosowano wysokoprzepustowg technike
iloSciowego obrazowania fazowego z wykorzystaniem mikroskopu holotomograficznego
HT-2H. Na podstawie uzyskanych obrazéw holotomograficznych 2D oraz indeksu refrackji
skonstruowano tomogramy 3D. Kazdy warunek stresowy badano na podstawie co najmniej
60 obrazéw, co umozliwilo szczegétowa analize morfologii pojedynczych komoérek
drozdzy.

S. cerevisiae hodowane w optymalnych warunkach miaty typowy, elipsoidalny ksztalt z
widocznymi paczkami o réznych rozmiarach, a takze tworzyty kolonie zawierajace w petni
rozwinigte komorki potomne. Sciana komoérkowa byla wyraznie widoczna jako ciagla,
nieprzerwana struktura (Rysunek 8 w Publikacji 3). Podczas ekspozycji na wysokie
zasolenie, promieniowanie UV oraz w warunkach szoku hipoosmotycznego i
hiperosmotycznego komorki zachowaty swojg integralno$¢ strukturalng (Rysunek 9 w
Publikacji 3). Natomiast w przypadku szoku cieplnego i zimnego, wysokiego pH, gtodu
aminokwasowego 1 cukrowego oraz warunkéw beztlenowych zaobserwowano wyrazne
uszkodzenia $ciany komorkowej lub obecno$¢ martwych komorek pozbawionych
zawartosci cytoplazmatycznej (Rysunek 10 w Publikacji 3). Niektore warunki stresowe
wyraznie wptynety na ksztalt komoérek. W przypadku wysokiego zasolenia oraz stresu
hipoosmotycznego komorki przyjmowaty kulisty ksztalt, natomiast podczas glodu
cukrowego obserwowano populacje komoérek o zroznicowanej morfologii, obejmujace
formy okragle, elipsoidalne oraz nieregularne (Rysunek 9 w Publikacji 3). Stresy
srodowiskowe wptynety réwniez na zdolno$¢ drozdzy do paczkowania. W warunkach
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hiperosmotycznych nie zaobserwowano zadnych paczkow, podczas gdy w przypadku
wysokiego zasolenia oraz szoku hipoosmotycznego komorki tworzyly male paczki
(Rysunek 9 w Publikacji 3). Efektem dziatania kilku streséw, w tym szoku cieplnego 1
zimnego, ekspozycji na UV, warunkdéw beztlenowych, wysokiego pH oraz glodu
aminokwasowego 1 cukrowego, byta obecno$¢ wyraznie powickszonych wakuoli (Rysunki
9110 w Publikacji 3). Co wigcej, w przypadku szoku zimna, promieniowania UV oraz gltodu
cukrowego czg¢s¢ komodrek macierzystych zawierata dwie wakuole, natomiast wylacznie po
napromieniowaniu UV zaobserwowano komorki posiadajgce az trzy wakuole.

Te zmiany morfologiczne sugeruja specyficzne, adaptacyjne odpowiedzi drozdzy na stres,
obejmujace reorganizacje struktury komoérkowej i mechanizmy kompensacyjne w celu
zwigkszenia szans na przetrwanie w niekorzystnych warunkach §rodowiskowych.

E. Parametry morfologiczne komorek, w tym objetos¢, dlugosé¢ i sferycznosé,
ulegajq deregulacji podczas stresu

Komorki poddane dziataniu promieniowania UV wykazywaty istotnie zwigkszong objetosc.
Z kolei w warunkach wysokiego pH, glodu aminokwasowego i cukrowego, wzrostu
beztlenowego, szoku zimna, wysokiego zasolenia oraz stresu hiperosmotycznego objgtosé
komoérek byla istotnie mniejsza niz w warunkach optymalnych. Zwigkszona objetosé
komorek po ekspozycji na UV byla dodatkowo skorelowana ze znacznym ich wydtuzeniem.
Podobna zalezno$¢ dotyczyla stresu hiperosmotycznego, gdzie mniejsza objetos¢ komorek
byta réwniez zwigzana ze znaczaco mniejsza diugo$cia w porownaniu do hodowli
kontrolnych. Komorki poddane szokowi ciepta, gtodowi aminokwasowemu i cukrowemu,
szokowi zimna, wysokiemu zasoleniu oraz wysokiemu pH réwniez miaty istotnie mniejszg
dhugos¢ w poréwnaniu do warunkow optymalnych, natomiast szok hipoosmotyczny nie miat
istotnego wptywu na ten parametr.

Jesli chodzi o sferycznos$¢ komorek, stres hiperosmotyczny powodowat jej istotny wzrost.
Podobnie, podwyzszona sferycznos¢ komorek zostata zaobserwowana w warunkach
wysokiego pH, wzrostu beztlenowego oraz szoku hipoosmotycznego (Rysunek 11 w
Publikacji 3). Zaden ze stresow nie spowodowat zmniejszenia sferycznosci komorek, co
sugeruje, ze ich ksztalt pozostaje wzglednie stabilny w warunkach stresowych, a adaptacja
do niekorzystnych czynnikoéw $rodowiskowych wigze si¢ gtdéwnie ze zmianami objetosci i
dhugosci.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze lagodne stresy abiotyczne prowadza do
ztozonych zmian morfologicznych S. cerevisiae, wptywajac zarowno na wielkos¢, jak i
geometri¢ komorek. Analiza tych parametrow dostarcza cennych informacji na temat
strategii adaptacyjnych drozdzy w odpowiedzi na r6zne warunki srodowiskowe.
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F. Kurczenie si¢ drozdzy w wyniku stresu hiperosmotycznego wigze si¢ ze
zmniejszong zawartoscia bialek i lipidow

Poniewaz najbardziej wyrazne zmiany morfologiczne zaobserwowano podczas ekspozycji
na promieniowanie UV oraz stres hiperosmotyczny, przeprowadzono szczegoétowa analize
sktadu molekularnego dwoch glownych sktadnikow komorkowych — catkowitej ilosci
biatek oraz lipidow (Rysunek 12 w Publikacji 3). Wyniki wskazuja, ze stres UV nie miat
istotnego wplywu na catkowita zawarto$¢ bialek i lipidow. Natomiast stres hiperosmotyczny
prowadzit do istotnego obnizenia obu.

Zmniejszona zawarto$¢ tych sktadnikéw wskazuje, ze stres hiperosmotyczny prowadzi do
utraty istotnych elementow strukturalnych i metabolicznych, co jest konsekwencja
intensywnego odwodnienia komorek i dostosowania ich metabolizmu do nowych
warunkow. W szczegdlnosci ograniczenie ilosci lipidow moze by¢ zwigzane z
restrukturyzacja bton komoérkowych oraz adaptacja $ciany komoérkowej do zwigkszonego
ci$nienia osmotycznego. Natomiast spadek zawartosci bialek sugeruje ograniczenie
procesOw biosyntezy i translacji, co pozwala na przetrwanie w niekorzystnym $srodowisku.

G. Liczba kropli lipidowych ulega znacznemu zmniejszeniu w warunkach stresu
UV i hiperosmotycznego

Lipidy odgrywaja kluczowa role jako podstawowe sktadniki bton komorkowych, magazyny energii
oraz czasteczki sygnalizacyjne. W wigkszos$ci eukariotycznych komorek sg one przechowywane w
postaci kropli lipidowych (ang. lipid droplets), ktore pelnig istotng funkcje w odpowiedzi
komodrkowej na stres. Biorac pod uwage zarowno obserwowane zmiany morfologiczne komorek pod
wplywem stresu UV 1 hiperosmotycznego, jak i spadek catkowitej zawartosci lipidow w warunkach
hiperosmotycznych, przeprowadzono szczeg6towa analize kropli lipidowych.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze parametry zwigzane z kroplami lipidowymi,
takie jak ich objeto$¢, masa i dlugosé¢, roznily sig istotnie w zaleznosci od rodzaju stresu. Pod
wplywem promieniowania UV objeto$¢ oraz masa lipidow w kroplach lipidowych wzrosta 2-krotnie,
natomiast w warunkach stresu hiperosmotycznego zmniejszyla si¢ az 21-krotnie. Dtugo$¢ lipidow
w kroplach rowniez ulegta zmianie — byta niemal 3-krotnie wigksza po ekspozycji na UV oraz niemal
2-krotnie mniejsza w stresie hiperosmotycznym (Rysunek 13 w Publikacji 3). Liczba kropli
lipidowych zmniejszyla si¢ znaczaco w obu warunkach stresowych — 4,2-krotnie po ekspozycji na
UV oraz 2,7-krotnie po stresie hiperosmotycznym. Dodatkowo, podczas stresu hiperosmotycznego
stezenie lipidow w obrebie kropli nie réznito si¢ znaczaco od wartosci kontrolnych, natomiast w
warunkach stresu UV bylo istotnie wyzsze.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze rdzne rodzaje stresu majg odmienny wplyw na
dynamike metabolizmu lipidowego w S. cerevisiae. Stres hiperosmotyczny prowadzi do znaczacej
redukcji ilosci kropli lipidowych i ich zawarto$ci, co moze by¢ zwigzane z kompensacyjnymi
zmianami w strukturze blon komorkowych oraz mechanizmami oszczgdzania zasobow
energetycznych. Natomiast ekspozycja na UV indukuje wzrost objetosci kropli lipidowych oraz ich
koncentracji, co moze stanowi¢ cz¢$¢ mechanizmu ochronnego komorki przed uszkodzeniami
wywolanymi przez promieniowanie.
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3.4. Podsumowanie

Moja rozprawa doktorska sktada si¢ z trzech prac: jednej przegladowej, podsumowujace;j
dostepna wiedze na temat heterogenicznosci rybosoméw pod wzgledem biatkowym,
opublikowanej w 2022 roku w Postgpach Biochemii w jezyku polskim oraz dwdch prac
eksperymentalnych.

W pierwszej z prac eksperymentalnych, opublikowanej w International Journal of
Biological Macromolecules w 2024 roku postawiliSmy hipoteze, ze w warunkach
stresowych heterogeniczno$¢ rybosomoéw moze zapewni¢ $rodki do przygotowania
komoérek do szybkiej regeneracji. Dlatego celem badania byla identyfikacja
heterogeniczno$ci bialek rybosomalnych w rybosomach w odpowiedzi na dziesigé
tagodnych, przejsciowych warunkoéw stresowych w Saccharomyces cerevisiae, za pomocg
LC-HRMS 1 testow aktywnosci translacyjnej. Sposréd 74 biatek rybosomalnych
zidentyfikowanych w tym badaniu, 14 z malej podjednostki rybosomalnej i 8 z duzej
podjednostki rybosomalnej wykazywalo statystycznie istotne réznice w akumulacji w
rybosomach pod wplywem stresu. Ponadto zaobserwowano istotne zmiany w stosunkach 7
paralogéw biatek rybosomalnych. W konsekwencji tej zaleznej od stresu heterogenicznosci
rybosoméw drozdzy, aktywnos$¢ translacyjna komorek uleglta zmianie po narazeniu na
promieniowanie UV, podczas glodu cukrowego, szoku termicznego, wysokiego stezenia
soli, warunkéw beztlenowych i gtodu aminokwasowego.

Druga z prac eksperymentalnych opublikowana zostata w 2025 roku w Fungal Genetics and
Biology. Aby zbada¢ regeneracje S. cerevisiae po przejsciowych, tagodnych warunkach
stresowych 1 opisa¢ zywotno$¢ 1 kondycje komorek, przeprowadzono seri¢ eksperymentow
analizy krzywych wzrostu. Wykazano, ze czasy regeneracji komorek drozdzy poddanych
stresom hiperosmotycznym 1 glodu cukrowego byly najkrotsze, podobnie jak czasy
podwojenia generacji. Znacznie nizsza zdolno$¢ proliferacji odnotowano u drozdzy po
zastosowaniu glodu cukrowego i1 glodu aminokwasowego oraz stresOw o wysokim pH w
poréwnaniu z hodowlg kontrolng. Ponadto czas niezbedny do osiggni¢cia fazy stacjonarnej
byl znacznie krotszy po poddaniu drozdzy stresom hipoosmotycznym i cieplnym, a znacznie
dluzszy po stresach beztlenowym 1 UV. W tej publikacji wykonano réwniez
bezznacznikowe obrazowanie zywych, pojedynczych komorek drozdzy poddanych
dziesigciu stresom $rodowiskowym przy uzyciu holotomografii — wiodacej, wysokiej
rozdzielczosci, ilosciowej, trojwymiarowej metody obrazowania fazowego. Dzieki
zastosowaniu holotomografii precyzyjnie okre§lono zmiany morfologiczne pojedynczych
komorek. Okreslono zalezne od stresu zmiany ksztaltu, objetosci i1 kulistosci komoérek
drozdzy, ich zdolno$¢ do tworzenia kolonii, integralno$¢ $cian komoérkowych oraz
zawarto$¢ biatek 1 lipidow. Najbardziej widoczne zmiany zaobserwowano w przypadku
stresu UV 1 hiperosmotycznego. Podsumowujac, warunki stresowe wptynely na komorki
drozdzy w zrdéznicowany sposob, powodujac szkodliwe skutki dla ich wzrostu,
metabolizmu, kondycji 1 morfologii.
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3.5. Finansowanie badan w ramach rozprawy doktorskiej

e grant Narodowego Centrum Nauki UMO-2014/13/D/NZ1/00061 pt. W
poszukiwaniu nowych mechanizmow kontroli ekspresji genow odmiennych od
RNAI - krotkie RNA powstajace ze snoRNA, Sonata, kierownik: dr hab. Kamilla
Grzywacz, prof. ICHB PAN

e grant Narodowego Centrum Nauki UMO-2017/27/B/NZ1/01416 pt. Zmiany w
sktadzie biatek rybosomalnych i w oddziatujacych z rybosomami krotkich
niekodujacych RNA w Saccharomyces cerevisiae w odpowiedzi na stres
srodowiskowy, Opus, kierownik: dr hab. Kamilla Grzywacz, prof. ICHB PAN

e fundusze statutowe Zakladu Transkryptomiki Funkcjonalnej 1 Pracowni
Modelowych Organizméw Bezkregowych Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu
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3.6. Spis uzywanych skrotow

rancRNA — zwigzane z rybosomami niekodujace RNA (ang. ribosome-associated noncoding
RNAs)

snoRNA — male jaderkowe RNA (ang. small nucleolar RNAs)

tDR — fragmenty pochodzace z tRNA (ang. tRNA-derived fragments)

sdRNA — krotkie RNA pochodzace ze snoRNA (ang. snoRNA-derived small RNA)
LC-HRMS - chromatografia cieczowa/spektrometria mas o wysokiej rozdzielczosci (ang.
liquid chromatography—high resolution mass spectrometry)

PI — jodek propidyny
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STRESZCZENIE

Funkc]’onowanie wszystkich zywych komérek jest zalezne od precyzyjnego dostrojenia
ekspresji genoéw i biosyntezy bialek. Rybosomy, maszyny molekularne stanowiace cen-
tra translacji, byly kiedy$ uwazane za niezmienng sile napedowa produkcji bialek. Jednak
badania z ostatnich lat wskazuja, ze rybosomy biora aktywny udzial w regulacji procesu
translacji, miedzy innymi przez wplyw na kontrole inicjacji translacji, szybkosci elongacji
czy selektywnosci translacji mRNA. Dzieje sie tak przez obecnosé subpopulacji rybosomoéw,
rozniacych sie sktadem rRNA i biatek, ich modyfikacjami oraz stechiometria biatek. W tej
publikacji skupiliSmy sie na przyblizeniu tematu heterogenicznosci rybosoméw u euka-
riontéw, wynikajacej ze zmian w stechiometrii bialek rybosomalnych oraz wykorzystania
réznych paralogéw biatek.

WPROWADZENIE

Rybosomy odkryto w latach 50. XX wieku. Wtedy tez zaobserwowano mate
réznice w ich wielkosci i ksztalcie i z tego powodu postulowano o ich heteroge-
nicznodci. Jednym ze zwolennikéw tej teorii byt Francis Crick, wspétodkrywca
molekularnej struktury DNA. W 1958 roku zaproponowat model zwany “hipo-
teza jeden gen - jeden rybosom - jedno biatko”. Zostat on jednak bardzo szybko
odrzucony. Przez lata dominowal zatem poglad o niezmiennej, jednolitej po-
pulacji rybosoméw w organizmie. Dopiero rozwéj technik (przede wszystkim
wzrost rozdzielczosci) wykorzystywanych w badaniu rybosomoéw, takich jak
ilosciowa spektrometria mas i kriomikroskopia elektronowa (ang. cryogenic elec-
tron microscopy, cryo-EM), spowodowal ponowne zainteresowanie heterogenicz-
noscia tych rybonukleoprotein przeszio dekade temu [1,2].

Rybosomy wystepuja u organizméw prokariotycznych, jak i eukariotycz-
nych, w cytoplazmie, na siateczce srédplazmatycznej, a takze wewnatrz orga-
nelli. S3 odpowiedzialne za biosynteze bialek w procesie translacji. Swoja funk-
cje spetniaja dzieki dwoém podjednostkom rybosomowym (malej i duzej podjed-
nostce), zbudowanym z rybosomalnych biatek (ang. ribosomal protein, RP) i RNA
(rRNA). Rybosomy sa w wysokim stopniu niejednorodne, dzieki czemu moga
odgrywac¢ dominujaca role w regulacji translacyjnej. Wplywaja na kontrole ini-
gjacji translacji, selektywnos¢ translacji mRNA, czy kontrole szybkosci elongacji
translagji [1,3]. Regulacja translacji mRNA jest szczegdlnie istotna w procesach
rozwojowych, takich jak embriogeneza, neurogeneza, spermatogeneza, a takze
oogeneza [3]. Utrata heterogenicznosci rybosomoéw i/lub dysfunkcja biatka ry-
bosomalnego ma wplyw na proteom komérkowy i moze powodowac choroby,
w tym rybosomopatie badz nowotwory [4].

STRUKTURA RYBOSOMU

Podczas gdy kompletne struktury krystaliczne mniej ztozonych rybosoméw
prokariotycznych sa stale rozwigzywane poczawszy od 2001 roku [5-8], jedy-
nym organizmem eukariotycznym, dla ktérego znana jest struktura atomowa
rybosomu, sg jednokomérkowe drozdze Saccharomyces cerevisiae [9,10] (Ryc. 1).
Rybosomy eukariotyczne r6znig sie wielkoscig od 3,3 MDa w drozdzach jedno-
komoérkowych do 4,4 MDa u ludzi [11]. Zaréwno u drozdzy, jak i u ludzi mata
podjednostka 40S sktada sie z 33 biatek rybosomalnych i jednego rybosomal-
nego RNA, 185 rRNA [12,13]. Duza podjednostka 60S zawiera odpowiednio 46
RP u drozdzy i 47 RP u ludzi, a takze trzy ré6zne rRNA: 55, 5,851 255 u drozdzy
oraz 55, 5,85 i 285 u ludzi [14]. Gléwne réznice w wielkosci rybosoméw miedzy
eukariontami wynikaja przede wszystkim z obecnosci sekwencji wstawionych
w 1RNA oraz utraty lub obecnosci niektérych biatek rybosomalnych [12,14].
Uderzajace jest to, ze pomimo niezwykle wysokiego zachowania funkgji ryboso-
moéw, tylko 34 RP sa wspélne dla prokariontow i eukariontéw [11].

Postepy Biochemii 68 (4) 2022

mgr inz. Piotr Jerzy Pietras'™,
lic. Katarzyna Kaminska?

lic. Sebastian Pecherz?,

Julia Sobkowiak?,

dr hab. Kamilla Grzywacz',
prof. ICHB PAN

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Aka-
demii Nauk w Poznaniu

*Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu

https://doi.org/10.18388/pb.2021_467

Hautor
znan.pl

korespondujacy: ppietras@ibch.po-

Stowa kluczowe: heterogeniczno$é ryboso-
moéw, biatka rybosomalne, paralogi, regulacja
translacji

Wykaz skrétéw: cryo-EM - kriomikroskopia
elektronowa; DBA - Niedokrwisto$¢ Diamon-
da-Blackfana; ESC - embrionalne komorki ma-
cierzyste; HOX - geny homeoboksowe; HSC
- krwiotwoércze komorki macierzyste; IRES
- wewnetrzne miejsca wigzania rybosomu;
RP - biatko rybosomalne; RPL - biatko duzej
podjednostki rybosomu; RPS - biatko malej
podjednostki rybosomu

Podziekowania: Praca powstala dzigki finan-
sowaniu projektu naukowego ,Zmiany w skfa-
dzie bialek rybosomalnych i w oddziatujacych
z rybosomami krétkich niekodujacych RNA
w Saccharomyces cerevisite w odpowiedzi na
stres Srodowiskowy” przez Narodowe Cen-
trum Nauki (nr projektu UMO-2017/27/B/
NZ1/01416).

425



Centralna
A wypuktosc

Wierzchofek

0 o) )

. -—

Rycina 1. Struktura krystaliczna rybosomu 80S S. cerevisiae z zaznaczonymi strukturalnymi punktami orientacyjnymi (na podstawie [9]). (A) Widok od strony miejsca E
wigzania tRNA. (B) Widok od strony miejsca A wigzania tRNA. Bialka rybosomalne oznaczone sa kolorem ciemnoniebieskim (podjednostka 40S) i ciemnozoéitym (pod-
jednostka 60S). Rybosomalne RNA oznaczono kolorem jasnoniebieskim (w 40S) i jasnozoéttym (w 60S). Sekwencje wstawione w rRNA oznaczono na czerwono. Punkty
orientacyjne obejmuja: centralng wypuklos¢ w 60S oraz wierzchotek, platforme i ostroge w 40S.

Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze w zwigzku z rozwia-
zaniem struktur rybosoméw przez wiele grup badawczych,
z wielu organizméw i niekiedy w jednakowym niemalze
czasie, w wielu przypadkach przypisywano identyczne na-
zwy biatkom rybosomalnym z r6znych gatunkéw, ktére nie
sa spokrewnione pod wzgledem struktury i funkeji. Stad,
po roku 2010, zaproponowano ujednolicona nomenklature
bialek rybosomalnych [15], ktéra bedziemy sie postugiwaé
w niniejszym artykule. Poniewaz biatka rybosomalne z
Escherichia coli zostaly jako pierwsze wyizolowane i w pelni
zsekwencjonowane oraz s obszernie opisane w literaturze,
w obowigzujacej nomenklaturze RP, domyslna nazwa dla
kazdego biatka wystepujacego w konserwowanym rdzeniu
rybosomu to nazwa bakteryjna. Biatka znalezione w rybo-
somach ze wszystkich trzech domen maja przedrostek ,u”
(od ,,uniwersalne”), po ktérym nastepuja ich nazwy z E. coli.
Biatka bakteryjne bez homologéw eukariotycznych (lub z
archeon6éw) oznacza sie przedrostkiem ,b” (od ,bakterie”).
Podobnie biatka rybosomalne archeonéw pozbawione ho-
mologéw zaréwno w rybosomach eukariotycznych, jak i
rybosomach prokariotycznych maja by¢ identyfikowane
przez przedrostek ,a” (od ,archeony”). Te eukariotyczne
biatka rybosomalne, ktére nie majg homologéw u bakterii,
oznaczane sa przy uzyciu przedrostka ,e” (od ,eukarion-

ty").

W rybosomie S. cerevisine wystepuje 79 bialek (Ryc. 2),
kazde w jednej kopii, oprécz stupka biatek P (4 kopie) [5,6].
Rybosom 80S drozdzy zawiera 46 biatek specyficznych dla
eukariontéw (18 w podjednostce 40S, 28 w podjednostce
60S, Ryc. 2). Pietnascie RP malej podjednostki i 19 RP duzej
podjednostki posiada swoje homologi w rybosomie bakte-
ryjnym i sa to biatka stanowiace rdzen rybosomu.
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STECHIOMETRIA BIALEK RYBOSOMALNYCH

Powszechnie uwaza sig, ze rybosomy maja ustalong ste-
chiometrie biatek rdzeniowych, jednak ostatnie liczne ba-
dania sugeruja ich zmienny sklad. W badaniu z 2018 roku,
grupa naukowcoéw z Uniwersytetu Stanforda dokonata po-
miaru czestodci wystepowania 15 z 80 rdzeniowych biatek
rybosomalnych w polisomach pochodzacych z mysich em-
brionalnych komérek macierzystych (ang. mouse embryonic
stem cells, mESC). Okazalo sie, Ze sposrod badanych biatek
az 6 wykazuje cechy substechiometryczne, a 4 z nich wy-
stepuja wylacznie na 60-70% mysich polisoméw. Wyniki te
jednoznacznie wskazuja na istnienie rybosoméw pozbawio-
nych przynajmniej jednego z biatek rdzeniowych [1].

Kolejne opisane doswiadczenia dostarczyty informacji na
temat miedzygatunkowych i wewnatrzgatunkowych réznic
w skladzie rybosomalnych bialek i rRNA. Wéréd badanych
organizmow znalazly sie miedzy innymi myszy, drozdze,
muchéwki, Danio pregowane, a takze ludzkie linie komor-
kowe [3,16,17]. Obok modyfikacji rRNA, koncepcja hetero-
genicznosci rybosoméw, wynikajaca réwniez z braku obec-
noéci niektérych RP lub ich modyfikacji, stawala sie coraz
bardziej zasadna. Zmiany w skladzie lub budowie bialek
rybosomalnych nie zawsze skutkuja réznicami w funkcjo-
nowaniu catego rybosomu. Jesli jednak rearanzacje sktadu
RP objawiaja sie odmiennymi sposobami regulacji translacji
mRNA przez rézne populacje rybosoméw w tych samych
komorkach lub na konkretnym etapie rozwoju, méwimy o
specjalizacji rybosoméw [1,2]. Z tego powodu w ostatnim
czasie coraz wiekszym zainteresowaniem obdarzono ba-
dania nad rybosomami wyjasniajace wplyw zmian o cha-
rakterze stechiometrycznym RP na selektywnos$é wobec
okreslonych grup mRNA, a takze na role jaka RP spelnia-
ja w regulacji translacji. Proces ten moze by¢ ustalany po-
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Rycina 2. Architektura podjednostek rybosomu z oznaczonymi biatkami (na podstawie [9]. Bialka rybosoméw ze wszystkich trzech domen maja przedrostek ,u”. Biatka
specyficzne dla eukariontéw maja przedrostek ,e”. Przedstawiono widok od strony oddziatywania podjednostek oraz widok od strony zewnetrznej rybosomu.

przez mechanizmy molekularne zwigzane miedzy innymi
z rekrutacjg podjednostek rybosomowych do regionéw nie-
podlegajacych translacji (ang. untranslated region, UTR) oraz
otwartych ramek odczytu (ang. open reading frame, ORF),
rozpoznawaniem kodonu stop, czy parowaniem zasad
miRNA/IncRNA-mRNA, a takze mechanizmami wplywa-
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jacymi na szybkos¢ poszczegélnych faz biosyntezy biatek
[3,18].

Badania przeprowadzone na drozdzach piekarskich
(Saccharomyces cerevisine) wykazaly, ze zawartos¢ RP w ry-

bosomach jest zalezna od zZrédta wegla w pozywkach ho-
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dowlanych. Analiza rybosoméw drozdzy hodowanych na
pozywce o nizszym stezeniu glukozy ujawnila wieksza ilos¢
monosoméw (obserwowana jako wyzszy pik absorbancji
podczas profilowania polisomowego), dlatego spodziewa
sig, ze zmienne warunki dostepnosci wegla przyczyniaja sie
do réznego sktadu biatkowego rybosoméw i odmiennej re-
gulagji translacyjnej [19,20].

Niekorzystnym skutkiem zmian stechiometrycznych w
RP moze by¢ powstawanie powaznych wad rozwojowych.
Przykladem takich aberracji sq ré6znego stopnia zaburzenia
oczu, tutowia, a takze mézgu u Danio pregowanego (Danio
rerio), wywolane wylaczeniem 19 bialek rybosomalnych z
rybosomowoéw z 21 testowanych podczas badania. Okazuje
sie wiec, ze zmiany w skladzie bialek rybosoméw moga ge-
nerowac zmienne fenotypy komoérkowe [21,22].

Istotnymi badaniami w kontekécie mozliwych anoma-
lii fizycznych generowanych przez zmiany w biatkach ry-
bosomalnych sa te przeprowadzone na Myszy domowej
(Mus musculus). Wykazano, ze niedobér biatka RPL24/
eL24 powoduje hamowanie syntezy bialek i proliferacji ko-
moérek. Wynikiem takich zmian moze by¢ skrecony ogon u
badanych organizméw, a takze polidaktylia przedosiowa
- wada genetyczna, ktéra u czlowieka skutkuje obecnoscia
dodatkowego kciuka [21,23]. Z kolei delecja RPL38/eL38 u
M. musculus powoduje powazne zaburzenia neuronalne, a
wiec uposledzony wzorzec szkieletowy, skutkujacy prze-
ksztalceniem przodu pierwszego kregu ledZwiowego w
kreg piersiowy. Nastepstwem tej modyfikacji jest obecnosé
14, anie 13 Zeber. Brak biatka RPL38/eL38 objawia sie utrata
zdolnosci do translacji podzbioru mRNA homeoboksowych
(HOX) - krytycznych regulatoréw nadzorujacych morfolo-
gie osiowq szkieletu, przy jednoczesnym braku zmian glo-
balnego procesu translacji. Obecnosc¢ tego biatka jest wiec
konieczna do przeprowadzenia translacji mRNA HOX.
Analiza sekwencji RNA w regionie 5-UTR HOX ujawnita
takze specyficzne struktury przypominajace wewnetrzne
miejsca wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry
site, IRES). Wspomagaja one rekrutacje rybosomalng przez
RPL38/el38 [3,24,25]. Istnieja przestanki, iz przyciaganie
specyficznych rybosoméw do 5-UTR wielu komérkowych
IRES, na przyklad takich znajdujacych sie¢ w protoonko-
genach c-Myc, moze zaleze¢ od zawartosci w rybosomach
biatka RPS25/e525 [3, 26]. To samo bialko spetnia funkcje
kontrolne inicjacji translacji wirusa zapalenia watroby typu
C (HCV), infekujacego komorki ludzkie [3,27].

Rézne typy komoérek charakteryzuja sie specyficz-
nym wzorcem ekspresji bialek rybosomalnych. Wnioski
te wyciggnieto na podstawie badari sekwencji RP w my-
sich i ludzkich tkankach, w komérkach krwiotwérczych i
ludzkich liniach komoérek nowotworowych. Okazalo sie,
ze brak lub wzmozona ekspresja wielu bialek rybosomal-
nych powoduje powstawanie specyficznego fenotypu no-
wotworowego [19,28]. Na przyklad, mutacje wiazace sie z
utraceniem funkgji jednego allelu genu kodujacego biatka
RPS5/uS7, RPS14/uS11 i RPS28/e528 wplywaja hamujaco
na réznicowanie embrionalnych komérek macierzystych
(ang. embryonic stem cells, ESC), przy czym nie uposledzaja
ich samoodnawiania. ESC osiagaja takze dos¢ wysoki stosu-
nek ilosci monosoméw do polisoméw. Tlumaczono, ze taki
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stan zwigksza zdolnos¢ regulacji translacji przez rybosomy
[19,29]. Dowiedziono takze, ze czeste mutacje biatek rybo-
somalnych RPL5/uL18 i RPL10/ulL1l6 zwigzane z utratg
pewnych funkcji w procesie nowotworowym, powiazane sa
ze wzbogaceniem puli monosoméw w mRNA, z kolei obec-
nosé¢ i zwiekszona ekspresja RP przyczyniajacych sie do
powstania nowotworéw, takich jak RPL30/eL30, RPS20/
uS10 i RPL39/el39, powoduje wzbogacenie puli poliso-
moéw. Oba te mechanizmy sprzyjaja wzrostowi komoérek
rakowych [3,19,30]. Ponadto, wiele polisoméw pochodza-
cych z r6znych linii komérek nowotworowych wyréznia sie
podobnym skladem pod wzgledem biatek rybosomalnych
[31].

Niezwykle waznym aspektem sa takze ludzkie zaburze-
nia neurorozwojowe, rybosomopatie, a wiec jednostki cho-
robowe zwiazane z mutacjami genéw kodujacych biatka
rybosomalne oraz biatka wspomagajace proces powstawa-
nia rybosoméw. Zaklécenia skladu specyficznych populacji
rybosoméw moga powodowaé powazne choroby. Jedna z
nich jest niedokrwistos¢ Diamonda-Blackfana (DBA), ob-
jawiajaca sie niewydolnoscia szpiku kostnego, na skutek
zaburzonego réznicowania krwiotwoérczych komoérek ma-
cierzystych. Uwaza sie, ze za chorobe moga odpowiadac
mutacje wystepujace w az 15 bialek rybosomalnych, mie-
dzy innymi RPS19/eS19, RPS24/eS24, RPS17/eS17, RPL5/
uL18, RPL11/ul5i RPL35A/eL33[1, 32, 33]. Podejrzewa sie
réwniez, ze ten rodzaj niedokrwistosci moze by¢ wywoty-
wany zmniejszona zawartoscig funkcjonalnych rybosoméw
na skutek mutacji bialkowych. To z kolei mogtoby wptynaé
na szybkos¢ procesu translacji i defekty komoérkowe. Roz-
woéj DBA nie wymaga mutacji we wszystkich biatkach ry-
bosomalnych. Wykazano, ze zmniejszenie ekspresji jednego
biatka, RPS19/e519, powoduje opisywana chorobe, poprzez
wplyw na synteze specyficznych bialek [34]. Takze inne
biatka rybosomalne, RPS7/eS7 oraz RPS26/e526, ulegajace
mutacjom w niedokrwistoéci Diamonda-Blackfana, okaza-
ty sie substechiometryczne. Dzieki temu rybosomy ulegaja
specjalizacji i powoduja wiele wad wrodzonych charakte-
rystycznych dla komérek tego typu zaburzenia [35]. Wsréd
nich moga znalez¢ sie wady konczyn, nieprawidlowosci
rozwojowe serca, niewydolnoéé wzrostu, a nawet predys-
ponowanie do rozwoju nowotworéw. Brak biatka RPSA/
uS2 skutkuje asplenig - wrodzonym brakiem Sledziony lub
ustaniem jej funkgji [36], a mutacje w RPL21/eL21 moga
doprowadzi¢ do utraty wloséw. Do powaznych objawéw
klinicznych powiazanych z chorobg DBA nalezy takze ma-
toglowie spowodowane utrata funkcji RPL10/uL16. Kilka
rodzajow mutacji tego bialka powoduje zaburzenia ze spek-
trum autyzmu [3,37,38].

Przyklady biatek rybosomalnych omawianych w niniej-
szej pracy, przyczyniajacych sie do heterogenicznosci rybo-
somow eukariotycznych zostaly zebrane w tabeli 1.

PARALOGI BIALEK RYBOSOMALNYCH

Znaczna czeé¢ rybosomalnych biatek obecnych u niz-
szych, a takze wyzszych eukariontéw takich jak: Zaba szpo-
niasta (Xenopus laevis) [39], muszka owocowa (Drosophila
melanogaster) [40], M. musculus [16] lub nicient Caenorhabditis
eleqans [41], jest kodowana przez paralogi, odznaczajace sie
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Tabela 1. Przyklady biatek rybosomalnych przyczyniajacych sie do heterogenicznosci rybosoméw eukariotycznych.

RPL3/ul3 M. musculus Paralog

H. sapiens Paralog
RPL5/ul18 H. sapiens Stechiometria
RPL7/uL30 S. cerevisiae Paralog
RPL10/uLl6 H. sapiens Stechiometria

M. musculus Paralog
RPL12/ul11 S. cerevisiae Paralog
RPL22/elL22 D. rerio Paralog

S. cerevisiae Paralog
RPL24/el.24 M. musculus Stechiometria
RPL30/eL30 H. sapiens Stechiometria
RPL38/eL38 M. musculus Stechiometria
RPL39/eL39 H. sapiens Stechiometria

M. musculus Paralog
RPS5/uS7 M. musculus Stechiometria

D. melanogaster Paralog
RPS7/eS7 H. sapiens Stechiometria
RPS14/uS11 M. musculus Stechiometria
RPS15A /uS8 D. melanogaster Paralog
RPS18/uS13 S. cerevisiae Paralog
RPS19/eS19 H. sapiens Stechiometria

D. melanogaster Paralog
RPS20/uS10 H. sapiens Stechiometria
RPS25/eS25 H. sapiens Stechiometria
RPS26/eS26 H. sapiens Stechiometria
RPS28/eS28 M. musculus Stechiometria
RPSA /uS2 H. sapiens Stechiometria

Wzrost migéni szkieletowych
Migotanie przedsionkéw

Wplyw na iloé¢ monosoméw/ polisoméw
Niedokrwistoé¢ Diamonda-Blackfana

Opornosci na lek staurosporyne
Paczkowane

Wplyw na iloé¢ monosoméw/ polisoméw
Niedokrwisto$¢ Diamonda-Blackfana

Matogtowie
Autyzm

Spermatogeneza
Paczkowanie
Rozw6j uktadu krwiotwoérczego

Odpornos¢ na stres oksydacyjny
Paczkowanie

Skrecony ogon
Polidaktylia przedosiowa

Wplyw na iloé¢ monosoméw/ polisoméw
Uposledzony wzorzec szkieletowy
Wplyw na iloé¢ monosoméw/ polisoméw
Spermatogeneza

Hamujacy wplyw na réznicowanie
Rozwéj oocytu

Niedokrwisto$¢ Diamonda-Blackfana
Hamujgcy wplyw na réznicowanie
Utrzymanie macierzystych linii germinalnych
Paczkowanie

Niedokrwisto$¢ Diamonda-Blackfana

Utrzymanie macierzystych linii germinalnych
Réznicowanie w germarium jajnika

Wplyw na ilo§¢ monosoméw / polisoméw
Kontrola inicjacji translacji wirusa HCV
Niedokrwistos¢ Diamonda-Blackfana
Hamujgcy wplyw na réznicowanie

Asplenia

wysokim podobieristwem sekwencji. Obecnie zjawisko to
jest najlepiej poznane w linii wiodacej S. cerevisiae. Poczat-
kowo twierdzono, ze wystepowanie paralogicznych genéw
biatek rybosomalnych u drozdzy jest wynikiem podwojenia
genomu, ktére mialo miejsce we wezesnym etapie ewoluciji,
a w pozniejszym czasie ulegto utrwaleniu. Nieco odmienny
punkt widzenia przedstawili jednak Marcet-Houben i Ga-
baldén, ktérzy w odniesieniu do drozdzy zasugerowali, Ze
na pierwszym etapie musiato dojé¢ do skrzyzowania dwéch
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blisko spokrewnionych gatunkéw, a natomiast samo po-
dwojenie genomu wynikalo z koniecznosci przywroécenia

plodnosci [42-44].

Dotychczas prowadzone badania, majace na celu okresle-
nie roli poszczegdlnych paralogéw bialek rybosomalnych,
m. in. w drozdzach, amebach, muchach oraz kregowcach,
wykazaty, ze pary paralogéw RP w wiekszosci mialy od-
mienne, a czesto nawet przeciwne wzorce ekspresji, a co
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za tym idzie, cechowaly sie odmiennymi, specyficznymi
funkcjami [45-47]. Ponadto, zgromadzone jak dotad dane
transkryptomiczne oraz proteomiczne potwierdzajg specy-
ficznosé tkankowa i funkcjonalng znacznej czesci analizo-
wanych paralogéw [3]. Nawiazuje do tego , kod ryboso-
malny”, czyli opracowany model specyficznosci paralogu,
ktory zaklada, ze rézne paralogi rybosomalnych bialek sa
w stanie regulowaé odmienne procesy fizjologiczne [48]. W
zwigzku z tym w komorkach moga wystepowac rézne sub-
populacje rybosoméw, cechujace sie odmiennym skiadem
paralogu RP.

Przyktadowo, u gryzoni ekspresje specyficzna dla jader
wykazuja RPL10L/uL16L i RPL39L/eL39L, co moze $wiad-
czy¢ o potencjalnym mechanizmie specjalizacji rybosoméw
podczas spermatogenezy [3,49]. Co wiecej, wykazano, ze
paralogi RPL39/eL39 oraz RPL39L/eL39L sa konieczne do
przebiegu spermatogenezy u myszy. Natomiast w przypad-
ku delecji RPL39L/eL39L zaobserwowano spadek prolife-
racji komérek macierzystych spermatogoniéw, znieksztal-
cenie wici plemnikéw oraz mitochondriéw, co ostatecz-
nie przyczynito sie do zmniejszenia ptodnosci u samcow.
Przedstawione dane jednoznacznie wskazuja, ze utrzyma-
nie proteostazy jest niezwykle istotne dla prawidlowego
przebiegu spermatogenezy [50].

Z kolei inne badania wykazaly specyficznos¢ tkankowa
paralogu RPL3L/uL3L dla tkanki mieéni poprzecznie praz-
kowanych, a w szczegélnosci dla mieéni szkieletowych,
gdzie RPL3L/uL3L pelni role w regulacji ich wzrostu [51].
Co wiecej w mieéniu szkieletowym, a takze w ludzkim ser-
cu zlokalizowano najwyzszy poziom RNA dla paralogu
RPL3L/uL3L, ktérego mutacja zostala powigzana ze zwiek-
szonym ryzykiem migotania przedsionkéw [52].

W przypadku badan na zarodkach Danio pregowanego
zauwazono, ze paralogi RPL22/el22 i RPL22L1/elL22L1
pelnia zasadnicza i ograniczong tkankowo role w trakcie
rozwoju ukladu krwiotwoérczego [28]. RPL22L1/eL22L1
promuje ekspresje genu Smadl, a takze powstanie krwio-
tworczych komoérek macierzystych (ang. hematopoietic stem
cells, HSC), przeciwnie do roli RPL22/eL.22, ktéry wykazuje
dzialanie hamujace na ekspresje Smadl i powstanie HSC.
W zwiagzku z tym krytycznym, odrebnym oraz antagoni-
stycznym udziatem paralogéw w tworzeniu sie¢ HSC, ob-
serwujemy rozwdj limfocytéw T pod wplywem dziatania
RPL22L1/el22L1 oraz zahamowanie jako efekt dzialania
RPL22/eL22 [53].

Badania przesiewowe skoncentrowane na interferencji
RNA u Drosophila uwidocznity, Ze paralogiczne biatka rybo-
somalne sg niezwykle wazne na réznych etapach rozwoju
oocytéw. Funkcje paralogéw RP obejmuja utrzymanie ma-
cierzystych linii germinalnych (RPS15Ab/uS8b i RPS19b/
eS19b), a takze wezesne réznicowanie w germarium jajnika
(RPS19a/eS19a), co sugeruje, ze rybosomy przeprowadza-
ja translacje ré6znych pul mRNA. Réwniez pary paralogéw
RPS5a/uS7a i RPS5b/uS7b zostaly precyzyjnie opisane u
D. melanogaster jako pelnigce odmienne funkcje podczas
rozwoju oocytéw. RPS5a ulega ekspresji w komoérkach pe-
cherzyka otaczajacego linie zarodkowa, a RPS5b jest obecny
w komoérkach linii zarodkowej [3].

Wystawienie drozdzy S. cerevisiae na stres prowadzi do
modyfikacji stosunku ekspresji paralogéw, poprzez represje
ekspresji gléwnego paralogu, a to z kolei skutkuje zwiek-
szeniem puli rybosoméw posiadajacych drugi paralog [54].
Sktad rybosoméw, jak i translacja ulega modyfikacji pod

A RPS18/uS13 RPS25/eS25
RPL5/uL18 . )

RPS19/eS19

B

RPS15A/uS8

RPS7/eS7

b

RPL38/eL38 'RPL30/eL30

b

180°

RPL22/el.22

RPL24/elL24

Rycina 3. Lokalizacja bialek rybosomalnych przyczyniajacych sie do heterogenicznosci rybosoméw eukariotycznych. Przedstawiono strukture krystaliczng rybosomu 80S
S. cerevisiae (na podstawie [6]). (A) Widok od strony miejsca E wigzania tRNA. (B) Widok od strony miejsca A wigzania tRNA. Bialka rybosomalne powodujace heteroge-
nicznoé¢ rybosoméw oznaczono kolorem niebieskim (paralogi), zielonym (zmiany stechiometryczne) oraz czerwonym (paralogi i zmiany stechiometryczne). Pozostate

biatka rybosomalne oraz rRNA oznaczono kolorem szarym.
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wplywem ekspozycji na leki. Duplikacja genéw moze miec¢
zastosowanie jako mechanizm adaptacji do czynnikéw stre-
sowych, ktory poprzez zréznicowany poziom ekspresji pa-
ralogéw RP moduluje globalny proteom. Przykladowo, dla
pary RPL7A /uL30A i RPL7B/uL30B optymalna biogeneze
rybosomoéw i wzrost komoérek zapewnia hipoacetylowany
dominujacy paralog RPL7A /uL30A, ktéry sprzyja translacji
mRNA z krétkimi otwartymi ramkami odczytu. Do uzyska-
nia optymalnej opornoéci na lek staurosporyne, konieczny
jest hiperacetylowany RPL7B/ulL30B, ktéry zwieksza trans-
lacje dtugich otwartych ramek odczytu [55]. W badaniu po-
$wieconym wrazliwosci drozdzy na stres oksydacyjny wy-
kryto wzrost ekspresji paralogu RPL22A /eL.22A. Dodatko-
wo, wyniki jednoznacznie potwierdzily, ze brak paralogu
RPL22A /elL22A przyczynial sie do zwiekszonej wrazliwo-
§ci na nadtlenek wodoru, wskazujac na jego znaczaca role
w odpowiedzi na stres oksydacyjny [56].

Odkryto, ze rybosomy zawierajgce biatka RPL7A /ul30A,
RPL22A/el22A, RPL12A/uL11A oraz RPS18B/uS13B re-
guluja translacje ASHI1, biatka odgrywajacego kluczowa
role w bezplciowym rozmnazaniu, paczkowaniu. Regula-
cyjnych funkgji tych RP nie moga natomiast spetni¢ wtasci-
we im paralogi [3,48].

Lokalizacje omawianych biatek rybosomalnych przyczy-
niajacych sie do heterogenicznosci rybosoméw eukariotycz-
nych przedstawiono na rycinie 3.

PODSUMOWANIE

Regulacja translacji poprzez zmiany skfadu biatek rybo-
somalnych spelnia istotna role dla funkcjonowania wielu
komorek i tkanek. Dodatkowo, zaleznie od rodzaju tkanki
oraz warunkoéw, komoérki posiadaja zdolno$¢ zmiany skta-
du rdzeniowych biatek rybosoméw, modulujac w ten spo-
sob wydajnoscia translacji specyficznych mRNA. Aktual-
nym wyzwaniem dla rozwoju nauki w kontekscie hetero-
genicznosci rybosoméw wplywajacej na ich specjalizacje,
jest problem z ograniczona mozliwoscia bezposredniego
wykrywania swoistosci interakcji miedzy konkretnymi
biatkami rybosomalnymi a specyficznymi pulami mRNA.
Wyniki badan wskazuja podobne efekty regulatorowe
réznych zmian struktury dla wielu biatek rybosomalnych.
Waznym celem najnowszych badan z pewnoscig stanie sie
takze proba odkrycia ktére czeéci biatek rybosomalnych sa
niezbedne do rozpoznawania preferencyjnych mRNA oraz
czy wigzanie RP z odpowiednim transkryptem zmienia
strukture catosciowa rybosomu. Zwigzanie mRNA moze
bowiem spowodowaé dodatkowgq rearanzacje biatkowa,
w jeszcze lepszy sposéb dostosowujaca translacje do spe-
cyficznych mRNA. Jedna zmiana w skladzie biatkowym
moze powodowaé kolejne w obrebie danego rybosomu.
Delecja RPS25/eS25 powoduje wzrost paralogu RPL22L.1/
eL22L1 kosztem RPL22/eL22. Podczas gdy wiekszos¢ pa-
ralogéw RP jest bardzo podobna na poziomie sekwengji,
ludzkie RPL22/el.22 i RPL221.1/elL.221.1 sa do$¢ rozbiezne
i w zaleznosci od poréwnywanych izoform sg w 50-70%
identyczne [57].
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ABSTRACT

All living cells depend on the fine-tuning of gene expression and protein biosynthesis. Ribosomes, the molecular machines at the center of
translation, have been previously considered the invariable driving force of protein production. However, recent studies indicated that the
ribosomes are actively involved in the regulation of translation, influencing the control of translation initiation, the elongation speed, and the
mRNA translation selectivity. This is due to the presence of subpopulations of the ribosomes, which differ in rRNAs and protein composition,
their modifications and protein stoichiometry. In this publication, we focused our attention on the ribosomal heterogeneity in eukaryotes,
which results from the changes in the stoichiometry of the ribosomal proteins and the existence of protein paralogs.
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Environmental conditions have a huge impact on the development of all living things but are especially
important in the case of single-celled organisms such as Saccharomyces cerevisiae that must respond quickly and
appropriately to any change. Many molecular mechanisms of response to stress have been identified in yeast, but
only a few reports address physiological and morphological changes. To investigate S. cerevisiae recovery from
ten mild stress conditions and to describe the viability and fitness, we performed a series of growth analysis
experiments. Moreover, label-free live cell imaging of yeast subjected to ten environmental stresses has been
achieved using holotomography - a leading-edge high resolution 3D quantitative phase imaging. We determined
that recovery times of yeast cultures subjected to hyperosmotic and sugar starvation stresses were the shortest, as
were the doubling times. Substantially lower proliferation capacity was recorded in yeast after applying sugar-
and AA starvation, and high pH stresses, compared to control. Furthermore, the stationary growth was much
shorter after subjecting yeast to hypoosmotic and heat stresses, and much longer after anaerobic and UV stresses.
Further, we determined changes in shape, colony formation, cell wall damage, volume, sphericity, protein and
lipid contents in yeast cells under stress conditions. The most prominent changes were observed for UV and
hyperosmotic stresses. Condluding, stress conditions applied to yest cultures affected them differently, causing
detrimental effects to their growth, metabolism, fitness and morphology. Moreover, we have proven that hol-
otomography is excellent for precisely determining morphological changes of single cells.

1. Introduction quickly adjust their internal balance at all levels (anatomical, morpho-

logical, cellular, biochemical, and molecular) to that required for growth

The development and maturation of organisms are constantly
influenced by environmental or growth conditions, such as the avail-
ability of nutrients, temperature, osmotic pressure, concentration of
cytotoxic substances, etc. Microorganisms, e.g. Saccharomyces cerevisiae
maintain very specific and well-balanced internal conditions (so called
homeostasis) for optimal growth and functioning. Moreover, these
single-celled organisms exposed to many adverse environmental con-
ditions have developed stress responses, which are a key survival
strategy. When environmental conditions change rapidly, yeast cells

under the new unfavorable conditions. A variety of molecular mecha-
nisms of the stress response in yeast have already been described, such as
the environmental stress response triggered by many different stress
factors and numerous mechanisms specific to particular stress factors.
However, the physiological and morphological changes of single cells
exposed to stress conditions have only been described by a few research
groups (Reis et al., 2014; Aon et al., 2018; Zakhartsev and Reuss, 2018;
Canetta et al., 2006).

Imaging of budding yeast colonies under an electron microscope
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began already in the 1950s (Bartholomew and Mittwer, 1953). The ex-
istence of two types of scars (birth and bud scars) was further confirmed
in the 1970s when vegetative cells of Saccharomyces uvarum Beijerinck
were examined in the exponential growth phase (Belin, 1972). Since
then, various super-resolution microscopic techniques have broken the
barrier of diffraction-limited optical resolution, leading to the creation
of a Saccharomyces cerevisiae Morphological Database (SCMD) providing
quantitative data e.g. shapes of the daughter and parental cells of mul-
tiple yeast mutants (Saito et al., 2004). SCMD uses an image-processing
program that automatically characterizes each yeast cell using several
morphological parameters (e.g. cell size, roundness, bud neck position
angle, and bud growth direction). Although several studies tackled the
point of S. cerevisiae colony morphology under stress conditions, it re-
mains unclear how single-cell morphology is altered under environ-
mental stress. Moreover, a comprehensive morphological imaging of
Saccharomyces cerevisiae subjected to a wide panel of stress conditions
has never been reported so far.

We have therefore analyzed a wide range of external stimuli that
yeast may encounter during its growth or industrial use, to describe the
viability, fitness and morphological features of single S. cerevisiae cells
under unfavorable growth conditions. We performed a series of growth
analysis experiments to address S. cerevisiae recovery from stress.
Moreover, we employed cutting-edge 3D quantitative phase imaging,
holotomography, that uses optical diffraction tomography (ODT) for
high-resolution three-dimensional live cell imaging of yeast cells sub-
jected to environmental stress. This is the first report describing quali-
tative and quantitative changes in yeast viability, fitness, and
morphology under mild temporary abiotic stress.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strain and growth conditions

Saccharomyces cerevisiae wild-type strain BY4741 (MATa; his3A1;
leu2A0; met15A0; ura3A0) was used in all assays. The cultures were
initiated by inoculating frozen stock cultures onto solid YPD plates (1 %
yeast extract, 2 % peptone, 2 % glucose, and 2 % agar). Then, single
colonies from YPD plates were inoculated onto YPD liquid medium and
grown at 30 °C with continuous agitation at 180 rpm. Cells were grown
in 11 different growth conditions. To ensure uniformity across all ex-
periments, one S. cerevisiae batch culture was grown to ODggo = 0.3, and
was then divided into 11 equal parts. Stress conditions were applied for
15min:

1) heat shock (37 °C) was carried out by the addition of an equal
volume of YPD pre-warmed to 49 °C, incubated for 15 min at
37 °C, and further growth at 30 °C with continuous agitation at
180 rpm,

2) cold shock (15 °C) was carried out by the addition of an equal
volume of YPD chilled to 4 °C, incubated for 15 min at 15 °C, and
further growth at 30 °C with continuous agitation at 180 rpm,

3) high salt conditions (1 M NaCl) was obtained by addition of 4M
NacCl to a final concentration of 1 M NaCl and further growth at
30 °C with continuous agitation at 180 rpm,

4) UV exposure (120 J/m? 254-nm UV light) - the cell suspension (9
x 10° cells/ml) was aseptically transferred to a Petri dish, irra-
diated with a UV dose of 120 J/m?, returned to the flask and
further grown at 30 °C with continuous agitation at 180 rpm,

5) anaerobic conditions were obtained by transferring of the yeast
culture to the flask with a capacity of equal to the yeast liquid
culture, sealed with a Parafilm and incubating at 30 °C without
agitation,

6) high pH conditions (pH 7.9) were obtained by supplementation of
yeast culture with 0.1 M Tris—HCI pH 8.3 resulting in a final pH of
7.9, and further growth at 30 °C with continuous agitation at 180
rpm,
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7) amino acid starvation - cells were collected by centrifugation at
3000 xg for 10 min and further grown in medium lacking amino
acids (Yeast Nitrogen Base without amino acids, nitrogen source:
ammonium sulfate 5 g/L) supplemented with 2 % glucose at
30 °C with continuous agitation at 180 rpm,

8) sugar starvation - cells were collected by centrifugation at 3000
xg for 10 min and further grown in medium lacking dextrose as a
carbon source (1 % yeast extract, 2 % peptone, no glucose) at
30 °C with continuous agitation at 180 rpm,

9) hyperosmotic shock (1 M sorbitol) - the culture was supplemented
with 6 M sorbitol to reach final concentration of 1 M sorbitol, and
further growth at 30 °C with continuous agitation at 180 rpm,

10) hypoosmotic shock - cells were grown to ODggp = 0.3 in YPD
medium supplemented with 1 M sorbitol, and stress was induced
by collecting the cells by centrifugation at 3000 xg for 10 min,
transfer to YPD medium without sorbitol, and further growth at
30 °C with continuous agitation at 180 rpm.

Control samples were grown parallel at optimal conditions. The ex-
periments were performed at least in triplicate.

2.2. RNA isolation

Total RNA was isolated from S. cerevisiae using MasterPure™ Yeast
Purification kit (Epicentre), following the manufacturer’s protocol. The
RNA concentration and quality were assessed using the NanoDrop ND-
1000 spectrophotometer. The RNA size distribution was assessed with
the Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

2.3. Quantitative reverse transcriptase PCR (qRT-PCR) assay

The induction of stresses was verified by quantification of the
expression levels of HSP12 (heat-shock protein 12), GPD1 (NAD-
dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase), and EXO1 (5-3'
exonuclease and flap-endonuclease) genes. 5S rRNA gene (RDN5) was
used as a reference. Reverse transcription reactions were carried out
using a Superscript reverse transcriptase IV (SS RT IV) system (Invi-
trogen). Sequences of the primers are as follows: HSP12 Fwd 5’-
TCTTCCAAGGTGTCCACGAC-3; HSP12 Rev. 5-TCGTTCAACTTG-
GACTTGGC-3' (product size: 126 nt); GPD1 Fwd 5- GGTTGGAAA-
CATGTGGCTCT-3; GPD1 Rev. 5- GGCAGGTTCTTCATTGGGTA-3'
(product size: 180 nt); EXO1 Fwd 5’ -TGGTGATGCCATTCCAGTTA-3;
EXO1 Rev. 5’-AACGGAGCCACTATGTACCG-3' (product size: 213 nt);
RDN5 Fwd 5-AGATTGCAGCACCTGAGTTT-3; RDN5 Rev. 5'-
GGTTGCGGCCATATCTACCA-3' (product size: 106 nt). Quantitative
PCRs were performed using the Eva green system (Solis Biodyne). Data
sets were collected on an Agilent real-time PCR system and analyzed
using MaxPro version 3.1 software. The cycling conditions were as fol-
lows: 3 min at 95 °C, followed by 40 cycles consisting of 45 s at 94 °C, 30
s at 57 °C, 20 s at 72 °C, and 10 min at 4 °C. Fluorescence signal data
were collected during the 72 °C phase of each cycle. Melt curves at
temperatures from 56 °C to 95 °C (in 0.5 °C increments, measuring
fluorescence at each temperature) were collected for all samples
following the last cycle and showed the presence of only one product in
each reaction. The standard curves were used to derive the copy number
of each transcript in each RNA sample, which was determined in trip-
licate. Data was collected in triplicate from at least three independent
experiments.

2.4. Recovery assays and growth kinetics

A sample of cell culture was collected after applying the stress and
centrifuged (3000 xg, 10 min). The resulting cell pellet was suspended in
YPD liquid medium and grown at 30°C with constant agitation at 180
rpm for an indicated time of 30 min., 4 h, and 70 h. Growth was
monitored by OD measurements (600 nm) every 15 min (for 4 h
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recovery assays) or every 3 h (for growth curves of recovered cultures).
The doubling time (dt) and specific growth rate (p) were calculated
using nonlinear regression in GraphPad Prism software version 9.0. for
growth kinetics of yeast recovered from abiotic stresses in a narrowed
time-frame of 30 min, ODggo was automatically monitored every 30 s,
using VICTOR Nivo Multimode Microplate Reader.

2.5. Flow cytometry analyses

One milliliter of the S. cerevisiae sample (3 x 107 cells) was subjected
to quantitatively distinguish live and dead yeast. The cells were washed
once with 1 % BSA/PBS (bovine serum albumin/phosphate buffered
saline, Thermo Fisher Scientific), and pelleted cells were suspended in
the staining medium, containing propidium iodide (PI, which only
penetrates membrane-damaged cells) in 3 % BSA/PBS (30 min, 4 °C in
the dark). Stained cells were analyzed immediately by flow cytometry to
assess particular subpopulations of live (PI-negative) and dead (PI-pos-
itive) cells. The intensity of red fluorescence was analyzed with 488 nm
excitation by a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson) and
detection was performed with FL2 filter (PI excitation - 535 nm, emis-
sion — 617 nm).

2.6. Confocal microscopy analyses

Yeast cells cultured in YPD medium in optimal conditions and at heat
shock conditions were harvested by centrifugation at 3000 xg for 10
min. Next, 100 pl of cells (3 x 10° cells) were centrifuged at 16,200 xg
for 5 min, washed twice in PBS, and resuspended in 500 pl of fresh DPBS
(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Gibco, USA). Finally, cells were
stained and analyzed using a Leica TCS SP5 confocal laser scanning
microscope. Image processing was controlled using Leica LAS AF 2.7.3
software. Fluorescence intensity and size were analyzed using Leica LAS
X 3.3.3 software with 2D or 3D deconvolution modules.

Crucial parameters:

20 pl of sample

Objective lens: 60x NA 1.2, water immersion
Lateral resolution: 110 nm

Field-of-view: 80 pm

Depth-of-focus: 40 pm

Acquisition speed: 150 fps (2D), 2.5 fps (3D)
Light source: 532 nm diode laser

Stage: motorized stage (XY and Z axes)
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2.7. Single-cell morphology examinations with holotomography

Twenty microliters of the S. cerevisiae sample (6 x 10° cells) were
added to a TomoDish (Tomocube Inc.) fluidic chamber. Data was ac-
quired by 3D quantitative phase imaging (QPI) using a holotomographic
microscope HT-2H (Tomocube Inc), employing Mach-Zehnder inter-
ferometry and a digital micromirror device. 2D holographic images were
acquired from 48 azimuthally symmetric directions with a polar angle
(64.5°) controlled by a digital micromirror device (DMD) and used to
construct a 3D tomogram based on refractive index (RI). The diffracted
beams from the sample were collected using a high numerical aperture
(NA) objective lens (NA = 1.2, UPLSAP 60XW, Olympus), and recorded
using a complementary sCMOS image sensor (Blackfly S BFS-U3-28S5M,
FLIR Systems Inc.). The measurements were all done based on at least 60
images per stress condition. The most important steps of single-cell yeast
morphology examinations with holotomography are presented in Fig. 1.

2.8. Lipid droplet and protein quantification

The segmentation of 3D data acquired with HT-2H microscope was
done using a commercially available software LipidAnalysis (Tomocube
Inc.) designed to analyze images and extract quantitative information
about lipids and proteins of the cells. The segmentation uses Refractive
Index (RI) thresholding in combination with size, shape, sphericity and
other exclusion parameters that allow for accurate segmentation of in-
dividual yeast cells out of the volume in which the cells are imaged in.
After the segmentation, from the 3D RI tomograms, the software
calculated the dry mass of proteins or lipids inside the segmented yeast
cells. The dry mass calculation was done based on an equation that uses
Refractive Index Increment (RII) which has a specific value for proteins
(0.1900 fL/pg) and lipids (0.1350 fL/pg). Each cell was segmented from
the surrounding medium based on a predetermined threshold RI value
and dry mass calculations of total protein and total lipid levels were
generated. The data was imaged and visualized using commercial soft-
ware (TomoStudio v 3.3.9, Tomocube Inc., Korea).

yeast cells

sample application on TomoDish J

measurements on
holotomographic
microscope HT-2H

2D holograms acquisition at different angles,
reconstruction of a 3D refractive index distribution

data analysis

Fig. 1. Schematic representation of single-cell yeast morphology examinations with holotomography with the most important steps and crucial technical parameters.
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2.9. Statistical analysis

Data were analyzed using the GraphPad Prism software version 9.0.
The normality of the data was examined by the Shapiro-Wilk test, the
variables were not normally distributed. Numerical variables were
compared by using Kruskal-Wallis test. A p-value <0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. The expression of HSP12, GPD1, and EXO1 is deregulated during
mild temporary abiotic stress

In the present study we used Saccharomyces cerevisiae cells subjected
to 11 growth conditions. The duration of stress was based on previous
data reported by Causton et al. (2001) who tested 15, 30, 45, 60, and
120 min of stress and reported the exposition to 15-min stress alters the
expression of 66 % of S. cerevisiae genes. Moreover, in our own studies,
after 15-min stress we have observed prominent changes in ribosome-
associated small RNAs (Zywicki et al., 2012), differential processing of
almost all individual tRNAs (quowska—Zywicka etal., 2016a), as well as
the composition of the ribosomes (Pietras et al., 2024). We have
controlled the status of the cell stress by analyzing the expression of
selected well-known stress-regulated genes. Our quantitative real-time
PCR analysis showed that, as expected, the HSP12 (heat-shock protein
12), GPD1 (NAD-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase), and
EXO01 (5-3' exonuclease and flap-endonuclease) gene expression was
changed in particular stresses when compared to the optimal growth
conditions, confirming the induction of the stress response in yeast cells
(Fig. 2). The highest expression of HSP12 was recorded for hyperosmotic
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(50-fold increase), and high salt (50-fold increase), and heat shock (10-
fold increase) stresses, of GPD1 for high salt and hyperosmotic stresses,
and of EXO-1 for UV exposure (8-fold increase), anaerobic growth (7-
fold increase) and high pH stresses (6-fold increase).

The expression change of 3 stress-regulated yeast genes (HSP12,
GPD1, and EXO1) is shown. Expression changes are presented as the
expression relative to the optimal growth conditions (fold-change).
Significance was designated as ** p<0.01, and *** p<0.001.

3.2. Mild temporary abiotic stress affects yeast growth kinetics

Growth curves can be used to discriminate between phenotypes of
S. cerevisiae to determine the time needed for cell recovery from stress.
Therefore, we performed batch cultures of S. cerevisiae cells growing
exponentially at 30 °C, subjected them to eleven different growth con-
ditions for 15 min, and afterwards returned for growth at optimal con-
ditions for another 4 h (see the scheme of the recovery experiment in
Fig. 3). At indicated times, aliquots were taken to measure cell con-
centration (ODggp) in order to investigate cell recovery after stress. It
appeared that already 30 min after the transfer from stress to optimal
conditions, all cells reached the ODggy values of non-stressed cells
(Fig. 3). Moreover, after 60 min, all cultures (except those recovering
from heat shock), manifested higher growth rate than the control cells,
which was additionally reflected by shortening of the doubling time
(Table 1). The shortest doubling time was recorded for hyperosmotic
and sugar starvation stresses, 97, and 98 min, respectively, compared to
control — 106 min.

The scheme of the recovery experiment is presented in the top right
corner. The growth kinetics is presented as a function of absorbance (A)
to time. The absorbance was measured at « = 600 nm (ODggp) and was

EXO1

*k¥k

3 high salt

= UV [ anaerobic

33 hypoosmotic ~ E= hyperosmotic

Fig. 2. Status of a cell stress analyzed by quantitative real-time PCR method.
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normalized ODggq

normalized to the time 0. ODggo measured for the control conditions is
presented in green, ODgoo measured for particular stress condition is
presented in blue. Results from five independent measurements are
presented.

We have therefore inspected the time of recovery from stress in a
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Scheme of recovery experiment
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Fig. 3. Saccharomyces cerevisiae recovery from stress during the first 4 h.

narrowed time frame (up to 30 min) with automated ODggo measure-
ments every 30 s. Using this approach we were able to precisely specify
the time needed for stressed S. cerevisiae to match the growth of control
culture (so called recovery time) (Fig. 4). The analyses clearly showed
that yeast subjected to hyperosmotic shock and sugar starvation
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Table 1

Growth kinetics of S. cerevisiae recovering from stress.

Recovery from:

Doubling time [min]

Growth rate Recovery time [min]

control 106 0.390
heat shock 106 0.389 22
uv 106 0.391 18
anaerobic 104 0.400 22
hypoosmotic 104 0.401 26
high salt 101 0.413 21
high pH 100 0.415 18
cold shock 100 0.416 18
AA starvation 100 0.417 18
sugar starvation 98 0.425 16
hyperosmotic 97 0.429 11
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achieved it most quickly (after 11 and 16 min, respectively), which is in
agreement with the calculated growth rate (Table 1). On the other hand
yeast subjected to hypoosmotic or heat shock, anaerobic growth, or high
salt reached an ODggg value equal to the control culture 26, 22, 22, and
21 min, respectively, after transfer from stress to optimal conditions.

The scheme of the recovery experiment is presented in the top right
corner. The growth kinetics is presented as a function of absorbance (A)
to time. The absorbance was measured at o = 600 nm (ODggg) and was
normalized to the time 0. ODggo measured for the control conditions is
presented in green, ODgpo measured for particular stress condition is
presented in blue. Arrows indicate the recovery time (the time when
yeast recovering from stress reaches ODggo of control yeast). Results
from five independent measurements are presented.

In the next step, we have inspected the growth curves of yeast cul-
tures recovered from ten different stress conditions. Using this approach
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Fig. 4. Saccharomyces cerevisiae recovery from stress during the first 30 min.
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we were able to specify the time needed for S. cerevisiae to reach the
stationary phase, where the number of dividing cells equals the number
of dying cells. The duration of exponential (Log) phase, when the cells
are dividing by binary fission and doubling in numbers after each gen-
eration time, was shorter for all cultures recovering from stress when
compared to the control culture, grown in optimal conditions (Fig. 5). As
an example, S. cerevisiae control culture entered the stationary phase
after 10 h and 36 mins, whereas those recovering from sugar starvation —
after 8 h and 24 min (Table 2). Another important observation is that

heat shock

28h 36 min
| ror— |

—_
21h 42 min

normalized ODggq
N -
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after applying sugar, AA starvation, high pH, cold and heat shocks the
number of cells at the end of Log phase was lower than in control. The
observed ODggg values were: ~4,4; ~4,5; and ~ 4,7; ~5,4 and ~ 5,4
respectively, compared to control at ~6,5 (Fig. 4.). Moreover, signifi-
cant reduction of stationary phase duration has been observed after
applying hypoosmotic stress and heat shock, to 16 h 48 min and 21 h 42
min, respectively, compared to control (28 h 36 min) (Fig. 5). Applying
other stress conditions lead to stationary phase elongation, with the
longest after anaerobic and UV stresses, to 41 h and 43 h 36 min,
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Fig. 5. Growth curves of Saccharomyces cerevisiae recovered from stress.
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Table 2
Growth parameters of S. cerevisiae recovering from stress.

Recovery from: Log phase

duration [h]

Stationary phase
duration [h]

Entry to
death phase [h]

control 10.6 28.6 39.2
high salt 10.6 31.1 41.7
uv 10.4 43.6 54.0
hyperosmotic 10.4 34.0 44.4
anaerobic 9.6 41.0 50.6
hypoosmotic 9.6 16.8 26.4
high pH 9.1 31.1 40.2
AA starvation 9.1 35.3 44.4
heat shock 8.9 21.7 30.6
cold shock 8.9 33.5 42.4
sugar starvation 8.4 35.5 43.9
respectively.

The scheme of the recovery experiment is presented in the top right
corner. The growth kinetics is presented as a function of absorbance (A)
to time. The absorbance was measured at a = 600 nm (ODggo) and was
normalized to the time 0. ODggo measured for the control conditions is
presented in green, ODgop measured for particular stress condition is
presented in blue. Duration of the stationary phase is presented. Results
from five independent measurements are presented.

3.3. UV exposure and hyperosmotic stress lead to reduced survival of
S. cerevisiae

Flow cytometry was utilized to evaluate the percentage of live and
dead yeast cells subjected to different stress conditions, analyzed
directly after applying stress (Fig. 6). The obtained results revealed a low
number of cells stained with PI, indicating a high number of cells with an
intact cell membrane under optimal conditions (0.21 % of dead cells) as
well as during anaerobic stress (0.21 %), hypoosmotic stress (0.24 %),
heat shock (0.27 %), high pH (0.31 %), high salt (0.33 %), sugar star-
vation (0.35 %), cold shock (0.41 %), and AA starvation (0.67 %).
However, after UV exposure and hyperosmotic stress, there was a
considerable increase in cells with damaged cell membranes (PI-positive
cells), to 1.79 % and 1.98 %, respectively.

To corroborate on these findings, we analyzed yeast viability using
confocal microscopy by double-staining the cells with Hoechst and PI
(Fig. 7). For this experiment we chose S. cerevisiae subjected to heat
shock, since in flow cytometry assays, the viability of cells under
elevated temperature was very similar to that in many stress conditions
and slightly lower than in optimal conditions. While PI can only pene-
trate permeable cells (red fluorescence), Hoechst binds to DNA (blue
fluorescence) regardless of the cell membrane status. Thus, red cells are
considered dead and blue cells as viable. In line with the results obtained
from flow cytometry analysis, we observed higher number of blue-
stained and lower number of red-stained cells in the control samples
(yeast grown under optimal conditions of 30 °C), than in the heat-
shocked samples (yeast grown under 37 °C for 15 min), which further
confirmed results obtained using flow cytometry (Fig. 5). Such result
indicated that the viability of S. cerevisiae is affected by mild tempera-
ture stress, however to a moderate extent, since a prominent number of
viable cells was observed.

3.4. Single cell morphology is drastically influenced by mild abiotic
environmental stress

In the next step, we employed holotomography microscopy to visu-
alize the actual structure and morphology of S. cerevisiae during optimal
and non-optimal growth conditions at a single-cell level (Figs. 8, 9, and
10). S. cerevisiae cells grown under optimal conditions (control cells)
were of typical ellipsoidal shape, with buds of different sizes (small,
medium, and large buds), and visible colony formation with fully-sized
daughter cells. The cell wall was visible as a continuous, uninterrupted

Fungal Genetics and Biology 178 (2025) 103975

structure (Fig. 8). The cells were also intact under high salt conditions,
UV exposure, and hypo- and hyperosmotic shock (Fig. 9). During heat
and cold shock, high pH, AA- and sugar starvation, and anaerobic con-
ditions we observed visible cell wall damage or a presence of dead cells
devoid of their content (Fig. 10).

Some of the stresses visibly influenced cell shape. During high salt
and hypoosmotic stresses, the cells were round, and during sugar star-
vation, there were populations of cells with different shapes, including
round, ellipsoidal, or irregular shapes (Fig. 9). Stress conditions influ-
enced also the ability to produce buds. No buds were observed under
hyperosmotic conditions. Small buds occurred under high salt and
hypoosmotic stress (Fig. 9). The cells subjected to the remaining of the
abiotic stresses possessed medium-sized buds. The striking observation
from multiple stress conditions, including heat and cold shock, UV
stress, anaerobic stress, high pH, and AA- and sugar starvation was the
presence of vacuoles of a prominent size (visible as darker areas on
bright field images and empty spaces in holographic reconstructions,
Figs. 9, 10). During cold shock, UV stress, and sugar starvation some
mother cells possessed two vacuoles, and three vacuoles were visible in
cells after UV irradiation solely.

3.5. Cell morphology parameters, including volume, length, and sphericity
are deregulated during stress

Quantitative analysis of the refractive index (RI) tomogram projec-
tion data indicated that yeast cells subjected to UV stress had signifi-
cantly higher volume (79.7 + 25.8 um®) than cells grown under optimal
conditions (65.8 + 34.4 pm®, p = 0.0021, Fig. 11A, B). Conversely, cells
during high pH, AA, or sugar starvation, anaerobic growth, cold shock,
high salt stress, and hyperosmotic stress were of significantly smaller
volume than in the control conditions. The highest reduction in the cell
volume was observed in yeast undergoing hyperosmotic stress (36.4 +
18.8 pm>, p = 0.0000), which means that cells were 1.8 times smaller
than in the control conditions and 2.2 times smaller than under UV
stress. Neither hypoosmotic nor heat shock influenced significantly the
cell volume.

Enlarged cell volume under UV stress was additionally reflected in
significantly increased cell length (8.3 + 1.5, p = 0.0013, Fig. 10C, D),
compared to control (7.5 + 1.8, p = 0.0013). Similar dependencies were
observed for hyperosmotic stress — smaller volumes of cells were also
manifested with significantly smaller lengths than in the control con-
ditions (5.4 + 1.4, p = 0.0000). S. cerevisiae cells treated with heat
shock, AA- or sugar starvation, cold shock, high salt or pH, and anaer-
obic conditions had significantly smaller length than cells grown under
optimal conditions (Fig. 11C, D). The hypoosmotic shock did not
significantly influence the cell length.

Cells under hyperosmotic shock were characterized by significantly
higher sphericity (0.73 + 0.13, p = 0.0000, Fig. 10E, F), compared to
control (0.65 + 0.09). Cell sphericity was also significantly higher under
high pH (0.72 £+ 0.12, p = 0.0000), during anaerobic growth (0.71 +
0.10, p = 0.0001), and in hypoosmotic shock (0.70 + 0.10, p = 0.0015).
Sugar starvation, high salt, AA starvation, heat or cold shock, and UV did
not significantly influence cell sphericity (Fig. 11E, F). None of the stress
conditions resulted in decreased cell sphericity.

3.6. Yeast cell shrinkage under hyperosmotic shock is manifested with
reduced amounts of proteins and lipids

Since we have observed the most prominent morphological changes
of yeast cells during UV and hyperosmotic stresses, we have inspected in
detail the molecular equipment of yeast cells under these two stress
conditions. Therefore, we have calculated the contents of two major
cellular components, namely total cell proteins and total cell lipids
contents (Fig. 12A, B). It appeared that UV stress did not influence
neither the total protein content (0.176 pg, p = 0.3977, compared to the
control value of 0.175 pg), nor the total lipid content (0.248 pg, p =
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Fig. 6. Effect of stress conditions on the viability of Saccharomyces cerevisiae cells. Representative flow cytometry plots presenting subpopulations of analyzed
cells. Green and red dots correspond to live and dead cells, respectively. Numbers correspond to the mean percentage of live and dead cells. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 7. Effect of heat shock on the viability of Saccharomyces cerevisiae cells. Representative confocal microscopy imaging of S. cerevisiae cells grown at optimal
(30 °C) and elevated (37 °C) temperature using Hoechst 33342 and PI staining. Blue (ex/em: 405/435-480 nm) and red (ex/em: 543/585-640 nm) fluorescence
correspond to live and dead cells, respectively. BF — bright field. Merged images are shown on the two right panels. (For interpretation of the references to colour in

this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

0.3987, compared to the control value of 0.246 pg) within the cells.
However, hyperosmotic shock resulted in significantly lower contents of
both, total cell proteins (0.151 pg, p = 0.0000), and total cell lipids
(0.213 pg, p = 0.0000), when compared to the optimal growth (0.175 pg
for proteins, and 0.246 pg for lipids).

Data are presented on graphs as scatters plots, and in tables as mean
+ standard deviation (additionally, minimal and maximal values are
presented). p value versus control conditions is shown.

3.7. The number of lipid droplets is severely downregulated under UV and
hyperosmotic stress

Lipids are the major building blocks of cellular membranes, energy
stores, and signaling molecules. Most eukaryotic cells can store lipids in
the form of lipid droplets, which play vital roles in the cellular stress
response. Taking into account both, and the observation of stress-
dependent changes in cell morphology (UV and hyperosmotic stress)
and total lipid content (hyperosmotic stress), we have focused our
attention on the detailed characteristics of lipid droplets in yeast cells
during UV and hyperosmotic stresses. Lipid volume, mass, and length in
lipid droplets were significantly elevated under UV conditions and
significantly reduced under hyperosmotic conditions than in the control.
Lipid volume was 2.1-fold higher under UV (p = 0.0000) stress and 21.2-
fold lower during hyperosmotic shock (p = 0.0000), when compared to
the control conditions (Fig. 13). Similarly, lipid mass was 2.2-fold higher
under UV stress (p = 0.0000) and 21.3-fold lower during hyperosmotic
shock (p = 0.0000), when compared to the control conditions (Fig. 13),
whereas lipid length was 2.8-fold higher under UV stress (p = 0.0000)
and 1.7-fold lower during hyperosmotic shock (p = 0.0000), when
compared to the control conditions (Fig. 13). Lipid sphericity was not
altered neither during UV nor hypoosmotic shock (Fig. 13, p = 0.0536, p
= 0.0869, respectively) compared to control. Clear differences were
observed in the lipid droplet count: there were significantly fewer lipid
droplets in both UV and hyperosmotic conditions (4.2-fold and 2.7-fold
less, respectively). Lipid concentration within the droplets was not
altered during hyperosmotic shock (0,37 + 0,01, p = 0.3030), however
it was significantly higher (0,39 + 0,01, p = 0.0000) under UV stress
when compared to the optimal growth conditions (0.37 + 0,07, p =
0.0000).

Data are presented on graphs as scatters plots, and in tables as mean

10

+ standard deviation (additionally, minimal and maximal values are
presented in tables). p value versus control conditions is shown. Data
have been ordered from the largest to the smallest value.

4. Discussion

This study demonstrates Saccharontyces cerevisiae recovery process
from ten different mild stress conditions as well as prominent stress-
dependent changes observed in morphological and biological features,
which include single-cell shape, dimensions, molecular content (pro-
teins, lipids, and lipid droplets), and the ability to reproduce (bud size).
Although all of these particular features have been studied in yeast using
different methods in the last decades, this is the first detailed report on
S. cerevisiae recovery from ten mild, temporary abiotic stresses analyzed
with modern biological and imaging techniques. Such a holistic
approach allowed us to accurately describe how S. cerevisiae cells
respond to the various growth conditions they may encounter in the
environment and during industrial processing.

Different stressful factors that directly affect the yeast appear in the
environment. Among them are e.g. temperature, osmotic stresses, ni-
trogen starvation, high or low external pH, or prolonged anaerobiosis.
As a shield against them, microorganisms have created defense re-
sponses specific to each type of stress, as well as a general environmental
stress response. Causton et al. (2001) found that approximately two-
thirds of the S. cerevisiae genome is involved in the response to envi-
ronmental changes. In order to ensure that S. cerevisiae are indeed un-
dergoing stress conditions applied we examined the expression levels of
known stress-regulated genes: HSP12, GPD1, and EXO1 (Fig. 2). A sig-
nificant upregulation of HSP12 was noted during heat shock (10-fold),
osmostress (high salt — 50-fold and hyperosmotic conditions - 50-fold),
and significant downregulation during cold shock (5-fold) and anaer-
obic growth (40-fold), which is in accordance with literature data
(Causton et al., 2001; Gasch et al., 2000; Praekelt and Meacock, 1990,
Carmona-Gutierrez et al., 2010). GPD1 was significantly upregulated
during high salt and hyperosmotic stress, similarly to previous obser-
vations (Causton et al., 2001; Gasch et al., 2000; Hirayama et al., 1995;
Siderius et al., 1997). The expression of EXO1 was significantly upre-
gulated (8-fold) after UV exposure, which is in agreement with the re-
sults of Albertyn et al. (1994). Furthermore, EXO1 was upregulated
during anaerobic growth (7-fold) and under high pH (6-fold).
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Fig. 8. The morphology of Saccharomyces cerevisiae cells at single-cell level. Representative images taken with HT-2H microscope using refractive index (RI)

thresholding. Left panel — bright field, right panel - holographic reconstruction.

It is well known that throughout the lives of all organisms a variety of
suboptimal environmental conditions affect their ability to grow and
multiplicate. The potentiality of an organism to survive to reproductive
age, reproduce, and produce offspring, in other words biological fitness,
is a quantitative representation of an individual’s reproductive success
(Orr, 2009). Consequently, through evolution, organisms have acquired
the ability to cope with non-optimal conditions by navigating between
proliferation and survival (Hernandez-Elvira and Sunnerhagen, 2022).
When the benefit of fitness in one aspect increases the cost of fitness in
another aspect, a fitness trade-off occurs (Kim et al., 2024). Therefore, in
an attempt to better understand the fitness of yeast cells subjected to
mild stresses we performed recovery experiments based on the calcu-
lation of absorbance (ODgp) in complete liquid medium at various time
points of stressed cultures after their return to optimal growth condi-
tions. Strikingly, 30 min after transferring stressed cultures to optimal
conditions their growth rates matched the one of non-stressed cells.
Thirty minutes later, higher growth rates were recorded for all cultures,
except for that recovering from heat shock. The shortest recovery times
had cells subjected to hyperosmotic and sugar starvation stresses, the
longest to hypoosmotic, high salt and anaerobic stresses. The doubling
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time of stressed cultures was faster than in the control, except for heat
shock and UV stress, which were equal to control. It has been deter-
mined decades ago that the first line of response to stresses in yeast is a
generic transcriptional induction programme called ‘core environmental
stress response’ (CESR), which is turned on regardless of the type of
stress (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001). As a result, there is a
decrease in the expression level of genes encoding the translation factors
and machinery, and at the same time an increase in the expression level
of genes of carbohydrate metabolism, protein folding and defense
against oxidative stress (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001; Spriggs
et al., 2010; Shalgi et al., 2013). In the next step, the response to a
specific type of stress is initiated; to diminish the energy level spent on
protein production, rapidly promote production of stress-protective
proteins, and halt proliferation global translation is drastically reprog-
rammed (Preiss et al., 2003; Smirnova et al., 2005; Shenton et al., 2006;
Melamed et al., 2008; Spriggs et al., 2010; Lackner et al., 2012). Addi-
tionally, cytoplasmic non-translating mRNAs are degraded (Daugeron
et al., 2001; Tucker et al., 2001), for example, the RNA helicase Dhh1
and the decapping enzyme Dcp2 bind to autophagy-related transcripts
and promote their degradation under optimal nutrient conditions (Hu
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Fig. 9. Effect of high salt conditions, UV exposure, and hypo- and hyperosmotic shock on the morphology of Saccharomyces cerevisiae cells. Representative images
taken with HT-2H microscope using refractive index (RI) thresholding. Left panel — bright field, right panel - holographic reconstruction.

etal., 2015). The decrease in the levels of some mRNAs (e.g. pre-mRNAs
encoding RPs) may occur via nonsense-mediated decay (NMD) pathway.
In S. cerevisiae upregulation of NMD ensures a rapid change of trans-
lational program during stress (Kawashima et al., 2014). Apart from
degradation, some mRNAs are stabilized during stress (Rodriguez-
Gabriel et al., 2006; Molina-Navarro et al., 2008; Romero-Santacreu
et al.,, 2009, Miller et al., 2011). It has been proven using dynamic
transcriptome analysis (DTA) method, that during first 12 min of os-
motic stress the rates of all synthesis and decay decreased, following
strong increase in synthesis of a subset of mRNAs during next 12 min,
which were then quickly degraded. In the recovery phase, that lasted
according to authors about 2 h, the decay rates were restored and a
fraction of the synthesis remained at levels different than those of the
starting values (Miller et al., 2011). Moreover, in our own studies, we
have observed prominent changes in ribosome-associated small RNAs
(e.g. Zywicki et al., 2012; quowskaiywicka et al., 2016b; Mleczko
et al., 2019) as well as the composition of the ribosomes after 15-min
stress (Pietras et al., 2024).

The long-term stress response analysis (~70 h) revealed that yeast
cells recovering from sugar starvation, AA starvation, and high pH
stresses, and to a lesser degree heat and cold shocks (4,4; 4,5; 4,7; 5,1;
5,2; respectively) had much lower proliferation capacity than control
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(6,5), and other stress-recovering yeast cultures. Moreover, the time
necessary to reach stationary growth was shorter for all stresses, with
UV, and hyperosmotic shock only slightly shorter, and high salt condi-
tions equally long as control. Importantly, yeast cultures subjected to
hypoosmotic and heat stresses had much shorter stationary phase, 16 h
48 min and 21 h 42 min, respectively, compared to control (28 h 36
min). For yeast cultures recovering from other stresses the duration of
stationary phase was longer (except for high salt which was virtually
equal to control), with the longest being 41 h for anaerobic, and 43 h 36
min for UV stresses. It can be clearly seen that all stress conditions
applied to S. cerevisiae produced harmful effects on the yeast cells, and as
a result, their growth, metabolism, and fitness were changed. Each stress
impacted S. cerevisiae differently, which we observed at every step of the
recovery process.

Previously, it has been proven that an organism with the best per-
formance in one condition might not be able to perform best in another
(Kim et al., 2024; Bruggeman et al., 2023). What is more, it has been
hypothesized that S. cerevisiae belongs to a specific class of microor-
ganisms in which rapid opportunistic growth (r-strategy growth) is the
primary growth strategy relative to other cellular functions, a feature
usually beneficial in variable and unpredictable environments
(Bruggeman et al., 2023). In a study to determine genetic components
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Fig. 10. Effect of heat and cold shock, high pH, AA- and sugar starvation, and anaerobic conditions on the morphology of Saccharomyces cerevisiae cells. Repre-
sentative images taken with HT-2H microscope using refractive index (RI) thresholding. Left panel — bright field, right panel - holographic reconstruction.

that are associated with the balance between growth and survival two
genes were identified. MKT1 is a stress response gene that has multiple
phenotypic expressions, contributing to growth advantage in numerous
stress environments (Chaithanya and Sinha, 2023). It has been shown
that the role of the MKT1 allele in the context of fitness depended on
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both the environment and the presence of PBP1 (poly-A binding protein)
and PUF3 (PUmilio-homology domain Family 3, a transcript-specific
regulator of mRNA degradation) (Olivas and Parker, 2000). MKT1 is
known to be associated to multiple gene expression variations and dif-
ferences in phenotypic traits (Chaithanya and Sinha, 2023; Kim et al.,
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Fig. 11. Quantitative results of cell morphology parameters, including cell volume, length, and sphericity. Data are presented on graphs (A, C, E) as scattered plots,
and in tables (B, D, F) as mean + standard deviation, minimal and maximal values. p value versus control conditions is shown. Data in tables have been ordered from
the largest to the smallest value. Colour code on B, D, and F is as follows: black - control condition, green - stress conditions which resulted in significantly increased
cell parameter, red - stress conditions which resulted in significantly decreased cell parameter, blue - stress conditions where no changes in cell parameter compared

to the control condition were observed.

2024). IRA2, is a GTPase-activating protein, associated with multiple
genes expression and phenotypic variability. IRA2 determines the bal-
ance between cell growth and survival by negatively regulating RAS,
converting it from GTP- to GDP-bound inactive form, required for
reducing cAMP levels, e.g. under nutrient limiting conditions (Tanaka
et al., 1990; Tanaka et al., 1991; Kim et al., 2024).

Many external triggers have been shown to induce apoptosis in
budding yeast including hydrogen peroxide, acetic acid, ethanol, high
salt, osmotic stress, lipids, UV irradiation, heat stress, and numerous
heavy metal ions (Qiu et al., 1998). Severe stress causes immediate
death by complete breakdown of all cellular systems; however, death in
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response to mild shocks proceeds slower. In the present analysis, we
have found out that most of the mild temporary abiotic stresses do not
cause a prominent cell death. Only UV irradiation and hyperosmotic
shock led to a visible amount (around 2 %) of propidium iodide-sensitive
cells, which is the determinant of damaged cell membranes and cell
death. This is consistent with data published by other groups. Del Car-
ratore et al. (2002) tested the influence of different dose rates of UV (90,
120, 150, 30,0, and 500 J/m?) on S. cerevisiae cell survival. Exposure of
cells to 120 J/m? of UV irradiation (the same dose we used in this study)
caused the appearance of 25 % of apoptotic cells. This is a significantly
higher death rate than in the present study, however, it might be due to
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Fig. 12. Quantitative results of total protein (A) and total lipid (B) content in S. cerevisiae cells.

the longer observation time point (180 min vs 15 min in our case,
respectively), since the apoptosis is progressing with time. Osmotic
shock on the other hand causes both necrotic and apoptotic death due to
inadequate or anomalous membrane reorganization (Silva et al., 2005).
Importantly, hyperosmotic shock is deadly due to the presence of two
factors, one of which is dehydration (hyperosmotic shock per se), while
the other is subsequent rehydration (i.e., restoration of normal external
pressure). Both of these cause noticeable permeabilization of the
membrane. Silva et al. (2005) reported for the first time the apoptosis
process taking place in S. cerevisiae under hyperosmotic stress. They
have observed a prominent amount of dead cells (~50 %) already after
5 min of osmotic shock, however, they have induced stress with 60 %
sorbitol (4.9 M versus 1 M in this study). However, Canetta et al. (2006)
revealed that even after 1 h of osmostress with 20 % sorbitol (~1.6 M),
cell viabilities stayed high at 86 %.

By employing label-free holotomography we observed that the
morphological features of S. cerevisiae cells differed between optimal
and non-optimal growth conditions. The cells in the control group were
elliptical with smooth surfaces and were free of impurities (eg. frag-
ments of damaged cell walls of other cells). Compared to the control
group, the cells cultured under heat and cold shock, high pH, AA- and
sugar starvation were seriously deformed, and rough surfaces were
observed. These results clearly show that certain mild temporary abiotic
stresses affect S. cerevisiae cells, including their cell surface character-
istics, cell integrity, cell shape, and cell wall. In addition to these per-
turbances, we noticed that during 15-min incubation periods,
S. cerevisiae can modify its volume in response to a wide spectrum of
mild abiotic stresses. Size is the most fundamental aspect of cellular
forms, and the basis of cell size control is the coupling of growth and
division. We observed the most prominent differences in yeast cell sizes
when we compared the optimal yeast growth conditions with hyper-
osmotic stress (smaller volume and length of the cells) and UV stress
(enlarged cell volume and increased cell length). The observation of cell
shrinkage during hyperosmotic stress was additionally reflected by the
reduction of total cellular proteins and lipids contents and is consistent
with the assumption that sudden exposure to changed osmolarity leads
to water efflux. Canetta et al. (2006) observed similar results: the au-
thors measured the volume of S. cerevisiae cells with the means of atomic
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force microscopy and revealed that sorbitol-induced hyperosmotic stress
affected cell size - at 10 % sorbitol (~0.8 M) size decreased from 253
pm® to 245 pm® (3 %-decrease) after 10 min when compared with
control cells without sorbitol exposure. In the present study, we
observed a 29 %-decrease in size, however the stress conditions were
slightly different (1 M sorbitol for 15 min). In our opinion longer
exposure to hyperosmotic stress caused greater water loss in yeast,
leading to more significant cell shrinkage. A similar conclusion might be
drawn from a comparison of our data on UV-treated cell enlargement
with the data recently presented by Reardon et al. (2022). The authors
observed a significant increase in the cell size after mild UV treatment
(50 J/mz), but not until 2 h after the stress. Since we observed cell
enlargement already 15 min after the stress, we assume that this might
be due to the higher dose of UV (120 J/mz), which led to faster cell
response.

In this study, we have advanced the characterization of S. cerevisiae
by allowing observation of not only cell morphology and dimensions but
also its biological features. Based on the holotomography sphericity
measurements we were able to ascertain whether cells were budding.
We observed that the decrease in the cell volume during hyperosmotic
stress was accompanied by the loss of the ability to form buds, and
therefore likely to the inability to reproduce. Additionally, we classified
the buds based on their size, which allowed for the observation that only
selected stress conditions (high salt and hypoosmotic shock) yield a high
level of asymmetry with large mother cells and small-sized daughter
cells. In rich media we have observed mother and daughter cells at
various stages of budding, with small, medium and large sizes of buds,
which indicates that the yeast cells were actively budding. The detected
relationship between the sizes of the single cell and the bud resembles a
conclusion derived by Porro et al. (2009) - mother cells with small buds
in poor media with nitrogen limitation, and Zakharstev and Reuss
(2018) - mother-daughter asymmetry with significantly smaller
daughter cells under elevated temperatures. All of these observations
lead to the conclusion that S. cerevisiae division process is not severely
disturbed during mild temporary temperature shifts, after low-dose UV
irradiation, during short-term anaerobic stress, high pH, and AA- and
sugar starvation, as the mother-daughter cell dimensions resembled
those observed during optimal yeast growth.
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Fig. 13. Quantitative results of lipid content in S. cerevisiae cells.

The yeast vacuole carries out essential biochemical functions
(degradation, storage, and signaling). Since this organelle contains a
large number of unspecific hydrolases and numerous endo- and exo-
proteinases with a broad substrate specificity, is the main site of intra-
cellular proteolysis, needed especially during protein breakdown caused
by unfavorable external conditions (Thumm, 2000). Therefore, the cell
is likely to control the organelle’s volume during environmental stress
(Chan and Marshall, 2012). S. cerevisiae cells typically contain 1-5
vacuoles that undergo regulated cycles of membrane fission and fusion,
leading to the increase of the vacuole membrane surface (fission) or its
internal volume (fusion). Vacuole fission has been already shown two
decades ago in S. cerevisiae during ethanol and heat shock stresses -
vacuolar morphology was altered from segregated structures to single,
large organelles (Meaden et al., 1999). More recently vacuole fission was
observed under acetate and hypertonic conditions in S. cerevisiae
(Gokbayrak et al., 2022). In the present study, we observed that multiple

abiotic mild temporary stress conditions, including heat and cold shock,
UV stress, anaerobic stress, high pH, and AA- or sugar starvation result in
increasing the size of the vacuole. Importantly, in yeast, the vacuoles
also act as water reservoirs for cytoplasmic osmotic homeostasis
required for survival when challenged with high salinity or drought.
Vacuoles fill with water, swell and fuse when environmental water is
abundant and release water, shrink, and undergo fission when water is
scarce (Okreglak et al., 2023; Gokbayrak et al., 2022). Our observations
are consistent with these findings since we were not able to distinguish
vacuoles under high salt or hyperosmotic conditions, which might be
attributed to the vacuole fission and shrinkage. Furthermore, it has been
widely observed that as cells grow larger, their organelles also increase
in size (the same situation was observed in the present study - enlarged
cells after UV irradiation were characterized with enlarged vacuoles)
(Chan and Marshall, 2012). One might therefore suspect that cell
shrinkage (during hyperosmotic conditions, as observed here) also leads
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to the vacuole size reduction.

When yeast encounters environmental stresses, also the composition
of cell membranes changes dramatically. The yeast biological membrane
is composed primarily of phospholipids, glycosphingolipids, ergosterol,
and proteins (Daum et al., 1998). These building blocks for membrane
lipid synthesis are stored in lipid droplets, ubiquitous organelles crucial
for lipid homeostasis (Kurat et al., 2006). Except for being fundamental
constituents of biological membranes, lipids are metabolic energy stores
and important players in many signaling pathways. The metabolic de-
mand for lipids differs greatly in growing, differentiating, or resting cells
and therefore the storage of lipids in lipid droplets provides a highly
efficient way of dealing with fluctuating nutritional supply. Fatty acids,
stored as triacylglycerols are mobilized by lipolytic breakdown to
generate cellular energy in times of starvation when yeast is suffering
from oxidative stress (Zechner et al., 2012). Our observations performed
using ODT, i.e. a significantly lower number of lipid droplets under UV
and hyperosmotic stresses point to the same conclusion - the lipid
droplets breakdown to generate energy the cell needs during these stress
conditions. Importantly, during UV stress we noticed significantly
higher lipid amounts (volume, mass, and length) in lipid droplets, which
suggests dense packing with lipids of small amounts of lipid droplets.
Under hyperosmotic shock, S. cerevisiae cells store fewer lipids in the
lipid droplets when compared to the yeast under optimal conditions.
Such a situation might be explained by cell shrinkage due to water efflux
and likely consequent release of plasma membrane material, as well as
changes in cell wall structure after sudden exposure to changed osmo-
larity. Taken together, our analysis of lipid droplets implicates a rapid
adaptation of lipid content in response to mild temporary UV irradiation
and hyperosmotic conditions, likely to support cellular function.

ODT is a technique that enables quantitative three-dimensional (3D)
imaging of biological samples without using exogenous labelling agents
at sub-micrometer resolution, because refractive index RI is an innate
optical property of materials. It uses interferometry to measure complex
optical fields consisting of the amplitude and phase delay of light dif-
fracted by biological samples (Lee et al., 2013). The measurement of the
dry mass of each cell is possible due to determination of the 2D optical
phase delay of individual cells (Popescu et al., 2008; Sung et al., 2013).
Determination of intracellular protein concentration in a single cell is
possible by reconstructing the 3D distribution of the refractive index
(RI) of biological samples based on measurements of multiple complex
optical fields with various incidence angles (Yoon et al., 2015; Lee et al.,
2015; Sung et al., 2009; Popescu et al., 2008). In addition, based on the
reconstructed 3-D RI distribution of LDs ODT provides quantitative
morphological and biochemical information (e.g., lipid concentration,
volume, and dry weight) about individual LDs without the need to
isolate them from the cell (Beuthan et al., 1996; Kim et al., 2016; Jung
et al., 2018). One of the limitations of ODT is its inability to accurately
determine the mass of small cells, e.g. bacteria, due to limited spatial
resolution and phase noise (Sanz-Jiménez et al., 2022). Another limi-
tation in the use of ODT is that only elements with a homogeneous
structure can be accurately characterized, and the 3D measurement of
refractive-index and birefringence distribution in optical microelements
suffers from low dynamic range and high signal-to-noise ratio. The latter
can be overcome by applying appropriate algorithm, as described in
(Kozacki et al., 2007).

Quantification of cellular components can be done by using other
methods such as chemical extraction by using organic solvents which is
laborious, time-consuming and destructive for the studied sample, or
fluorometric imaging that depends on the permeability of membranes
and uses invasive exogenous dyes that may lead to incorrect results by
affecting the physiology and viability of the cells. The individual mass of
previously ionized biological particles in ultrahigh vacuum may be
determined by measuring mass-to-charge ratio of a single ion (Peng
et al., 2004), or by simultaneous measurements of charge and the mass-
to-charge ratio of single ion (so called CDMS) (Todd et al., 2020; Keifer
et al., 2017; Jarrold, 2022). Raman microscopy;allows for detection of
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molecular vibrational spectra, chemical fingerprints of molecules,
notwithstanding, this technique requires a long acquisition time and a
high-powered excitation light (Zhang, 2023; Cavonius et al., 2015).
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ABSTRACT

Ribosomes, intercellular macromolecules responsible for translation in the cell, are composed of RNAs and
proteins. While rRNA makes the scaffold of the ribosome and directs the catalytic steps of protein synthesis,
ribosomal proteins play a role in the assembly of the subunits and are essential for the proper structure and
function of the ribosome. To date researchers identified heterogeneous ribosomes in different developmental and
growth stages. We hypothesized that under stress conditions the heterogeneity of the ribosomes may provide
means to prepare the cells for quick recovery. Therefore the aim of the study was the identification of hetero-
geneity of ribosomal proteins within the ribosomes in response to eleven stress conditions in Saccharomyces
cerevisiae, by means of a liquid chromatography/high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) and translation
activity tests. Out of the total of 74 distinct ribosomal proteins identified in the study 14 small ribosomal subunit
(RPS) and 8 large ribosomal subunit (RPL) proteins displayed statistically significant differential abundances
within the ribosomes under stress. Additionally, significant alterations in the ratios of 7 ribosomal paralog
proteins were observed. Accordingly, the translational activity of yeast ribosomes was altered after UV exposure,

during sugar starvation, cold shock, high salt, anaerobic conditions, and amino acid starvation.

1. Introduction

Ribosomes are highly conserved biological macromolecules that
translate the information encrypted in the genome to create the prote-
ome in all cells. While the complete crystal structures of less complex
prokaryotic ribosomes are being continuously resolved since 2001
[1-4], the only eukaryotic organism for which the atomic structure of
the ribosome is known is an unicellular yeast Saccharomyces cerevisiae
[5,6]. Eukaryote ribosomes vary in size from 3.3 MDa in single-celled
yeast to 4.4 MDa in humans. In both yeast and humans the small 40S
subunit is composed of 33 ribosomal proteins (r-proteins) and 188 ri-
bosomal RNA (rRNA) [7]. The large 60S subunit contains 46-47 r-pro-
teins in yeast and humans, respectively, as well as three distinct rRNAs:
58, 5.8S and 258 in yeast and 58S, 5.8S and 28S in humans [8]. The main
differences in ribosome sizes between eukaryotes result mainly from
expansion segments absent or present in rRNA as well as loss or gain of
individual r-proteins.

Strikingly, despite extremely high conservation of the ribosome
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E-mail address: kamilla.grzywacz@ibch.poznan.pl (K. Grzywacz).
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function, only 34 r-proteins are shared between prokaryotes and eu-
karyotes [9]. Furthermore, the expression of some of the ribosomal
proteins has been observed to vary between cell types, developmental
stages or growth conditions in multiple organisms. Studies that exam-
ined ribosomal proteins more globally at organism level, have shown
that different ribosomal proteins are expressed at distinct levels in
unique cell types [10]. In the social amoeba Dictyostelium discoideum,
ribosomes are composed of different ribosomal proteins at two different
states of its life cycle, the vegetative and the spore stage. Such results
suggest that these r-proteins may be developmentally regulated [11].
Similar situation has been observed in Escherichia coli: the composition
of ribosome associating proteins changes profoundly as cells transition
from exponential to stationary growth phase [12]. Proteomics studies of
S. cerevisiae ribosomes identified 77 ribosome-associated proteins,
which suggests that many additional factors may modulate ribosome
activity. Cells lacking some of these proteins showed defects in the rate
and fidelity of protein synthesis as well as ribosome biogenesis [13].
Moreover, a large-scale quantitative expression-profiling screens aimed
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at 72 ribosomal proteins in 14 tissues and cell types in the developing
vertebrate embryos revealed dramatic differences in the expression
levels of r-proteins among different tissues and cell types and presented
co-regulated expression patterns among specific groups of r-proteins
[14].

In addition to the fact that ribosomal proteins are expressed at
different levels (causing different stoichiometry) under specific condi-
tions, in some organisms r-proteins are encoded by paralogue genes. In
S. cerevisiae 59 out of the 79 r-proteins have two paralogous genes, as a
result of an ancient whole-genome duplication [15]. Already in 2007,
Komili et al. provided several lines of evidence to suggest that when it
comes to the ribosomal proteins' genes in yeast, individual members of a
paralogous gene pair are rarely functionally identical [16]. In fact, after
comparing the transcriptomes of yeast cells in which paralogs of genes
encoding ribosomal proteins have been deleted, the Authors have found
substantial differences. These extensive functional analysis lead to the
intriguing conclusion that there is a very large variety (a subset of 259)
of ribosomes in S. cerevisiae with some degree of specialization. Komili
et al. proposed that there is a “ribosome code” that influences translation
and perhaps other cellular functions. It is therefore clear that the view of
the ribosomal proteins as only carrying out scaffolding functions is un-
dergoing a fundamental paradigm shift. However, several crucial
questions need to be addressed before a ribosome code for translational
control could be accepted and the mechanism by which the cell utilizes
this ribosome code to carry out specific functions is yet to be determined.

The reason for the heterogeneity of the ribosomes most probably
provides means to prepare the translational program of stressed cells for
recovery, because proper ribosome functioning is crucial to the health of
the cell. While the concept of specialized ribosomes contributing to
proteome modulation as a stress response is tempting, conclusive
experimental evidence is still missing. We have therefore aimed at
characterizing the heterogeneity of yeast ribosomes in the aspect of ri-
bosomal protein composition as a response to environmental stresses.
The ribosomal proteins were analyzed using a liquid chromatography/
high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) method. The functional
consequences of ribosome heterogeneity have been tested with the
means of translation activity tests.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strain and growth conditions

Saccharomyces cerevisiae wild-type strain BY4741 (MATo; his3A 1;
leu2A0; met15A0; ura3A0) was grown in YPD medium with 2 % glucose
at 30 °C. Environmental stress was induced as previously described
[17,18], in five biological replicates. Briefly, cells were grown to mid-log
phase, and stress conditions were applied for 15 min. The duration of
stress was based on previous data reported by Causton et al. [19], who
tested 15, 30, 45, 60, and 120 min of stress and reported the exposition
to 15-minute stress alters the expression of 66 % of S. cerevisiae genes.
Moreover, in our own studies, we've observed prominent changes in
ribosome-associated small RNAs after 15-minute stress (e.g. [18,21]).
After exposition to stress, cells were pelleted and stored at —20 °C. Stress
conditions were as follows: heat shock (37 °C), cold shock (15 °C), high
salt conditions (1 M NaCl), high pH conditions (pH 7.9), UV exposure
(120 J/m? UV), hyperosmotic shock (1 M sorbitol), hypoosmotic shock
(cells grown to mid-log phase in YPD supplemented with 1 M sorbitol
were transferred to YPD without sorbitol), amino acid starvation, sugar
starvation, and anaerobic and normal growth.

2.2. Polysome profiling

Polysome profiling was performed as described in [20]. S. cerevisiae
cell culture was grown to mid-log phase (ODggg of 0.8). Next, 500 pg/ml
cycloheximide was added to the culture 15 min before harvest. Cell
debris was precipitated by centrifuging at 11,300 xg for 2 min at 4 °C.
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Lysates were clarified by centrifuging at 11,300 xg for 10 min at 4 °C.
Approximately 10 A260 units of cell lysate (1 ml) were loaded onto a
linear 8-40 % sucrose gradient. The gradients were centrifuged in a
Beckman SW40 Ti rotor at 39,000 rpm for 2.5 h at 4 °C. Sucrose gra-
dients were analyzed by continuously monitoring absorbance at A254
with a UV detector. To analyze translation kinetics, areas under the
curve of the monosome and polysome peaks were calculated based on
their absorbance profile at 254 nm and the ratio of polysome to mono-
some (P/M) peak area was calculated.

2.3. Metabolic labeling

Yeast spheroplasts were prepared from a 50 ml culture grown to an
ODggp of 0.8 by adding 350 U of zymolyase (Zymo Research) and
incubating at 30 °C for 25-30 min as previously described [20]. Sphe-
roplasts (115 pl) were combined with 1 ml YPD broth supplemented
with 1 M sorbitol and transferred to a 1.5 ml Eppendorf tubes. Next, 450
ul of the sample was incubated at 30 °C for 15 min before adding 1 pl 3°s-
methionine (1000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) and incubated for an additional
1 h. Labeled proteins were precipitated by adding 1 ml 20 % (f.c.) tri-
chloroacetic acid and incubated at 95 °C for 20 min. This solution was
then filtered through a glass-fiber filter and quantified by liquid scin-
tillation counting. Metabolic labeling measurements were performed at
least in triplicate.

2.4. Ribosome isolation

Yeast ribosomes were prepared as previously described [21]. Briefly,
cell pellets were washed with ice-cold water and resuspended in buffer
(10 mM MgCly, 100 mM KCl, 50 mM Tris/HCl, pH 7.5, 0.4 mM PMSF) at
4 °C. Equal volumes of glass beads (400 pm in diameter) were added,
and cells were broken using 8 pulses of vortexing (30 s each), punctuated
by cooling on ice. Cell debris was precipitated at 11,300 x g for 2 min at
4 °C in Eppendorf centrifuge (F-34-6-38 rotor). Lysate was further
clarified by centrifugation at 11,300 xg for 10 min at 4 °C in Eppendorf
centrifuge (F-34-6-38 rotor). The ribosomes were pelleted from the ly-
sates by centrifugation at 160,000 xg for 90 min at 4 °C in Beckman
centrifuge using 70.1 Ti rotor and suspended in the storage buffer (2
mM Mg(OAc),, 100 mM KOAc, 20 mM HEPES, pH 7.4, 0.1 mM PMSF, 1
mM DTT, 20 % glycerol).

2.5. LC-HRMS sample preparation

To the ribosome sample, SDS was added to attain a final concen-
tration of 0.1 %. The sample was then subjected to a 15 min sonication
process followed by 10 min of vortexing. To measure the protein
abundance in the ribosome probes, BCA Protein Assay Kit (Thermo
scientific) was used following the manufacturer's protocol, followed by
the measurement of absorbance at the wavelength of 562 nm in Tecan
Infinite M200 Pro. Samples containing 10 pg of proteins were filled up to
25 pl with the digestion buffer (50 mM amonium bicarbonate) and 1.5 pl
reducing buffer (100 mM DTT), and allowed for 5 min incubation at
95 °C. After cooling, 3 pl of alkylation buffer (100 mM iodoacetamide)
were added and samples were incubated in the dark at room tempera-
ture for 20 min. Then, 2 pl trypsin were added and the probes were
incubated overnight at 37 °C.

2.6. LC-HRMS

Peptides obtained from digestion (3 pl) were separated using an
acetonitrile gradient (from 4 to 60 %, in 0.1 % formic acid) at a flow rate
of 300 nl/min for 190 min on a reverse phase Acclaim PepMap RSLC
nanoViper C18 column (75 pm x 25 c¢m, 2 pm) (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA). A Dionex Ultimate 3000 RSLC nanoLC system
coupled to a QExactive Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) was utilized for the analysis. The
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spectrometer was run in a data-dependent MS/MS mode using survey
scans with resolutions of 70,000 at 200 m/z in MS mode and 17,500 at
200 m/z in MS2. Spectra were captured in the positive mode, scanning
in the range from 300 to 2000 m/z. Protein identification was carried
out using the UniProt yeast database (version 2020_04, which contains
6645 sequence entries), with an accuracy tolerance of 10 ppm for pep-
tide masses and 0.08 Da for fragment ion masses.

Each dataset's raw data was imported into Protein Discoverer v.2.2
(Thermo Fisher Scientific). The Mascot engine (Matrix Science, Boston,
USA) was utilized to conduct database searches for protein identification
and quantification. Protein was considered positively identified if both
search engines found at least two peptides per protein and a peptide
score exceeded the significance level FDR = 0.01 (as determined by the
Percolator method). The abundance of identified proteins was estimated
in the Proteome Discoverer using the Precursor Ions Area detector node
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), which calculates a protein's
abundance based on the average intensity of the three most intense
distinct peptides for that protein, with further normalization to the total
ion current. The data was exported in ASCII format for further
investigation.

2.7. LC-HRMS data analysis

For protein stoichiometry, the mass spectrometry results were
analyzed using a Perseus 2.0.11.0. For proteins with both paralogs
detected, the results from both paralogs were summed for further
analysis. Statistically significant differences between the control and
tested abiotic stress conditions were determined using one-way ANOVA.

For A/B paralog ratios the mass spectrometry results were analyzed
using a method described in [22]. The selection and integration for
peptide quantification were performed using unique peptides differen-
tiating duplicated ribosomal proteins (RPs). Normalization across sam-
ples was conducted using a pool of 33 peptides from 11 distinct
ribosomal proteins. Statistically significant differences of paralogs A and
B ratios in tested conditions were determined based on the results of one-
way ANOVA.

3. Results
3.1. Protein stoichiometric heterogeneity of yeast ribosomes during stress

We identified a total of 74 distinct ribosomal proteins within
S. cerevisiae ribosomes: 31 from the small ribosomal subunit (RPS) and
43 from the large subunit (RPL), with the LC-HRMS means (Fig. 1).
Protein stoichiometry analysis revealed that 22 ribosomal proteins dis-
played statistically significant differential abundances within the ribo-
somes during stress conditions: 14 RPS and 8 RPL, mostly localized at
the outer core of the ribosome (Fig. 2).

Among stress conditions examined, high salt stress exhibited the
most pronounced effects on the ribosome composition (Table 1), leading
to increased levels of 3 ribosomal proteins from the large ribosomal
subunit, with the most prominent effects observed for RPL42/eL42
(1.70-fold change when compared to the control group, p = 0.0034).
High salt stress also affected 39 % of the small subunit ribosomal pro-
teins, leading to lower incorporation of these RPs into the ribosomes.
The most prominent effects were observed for RPS30/eS30 (0.35-fold
change when compared to the control group, p = 0.0479).

Nine ribosomal proteins were assembled into the ribosomes in
increased amounts in stress conditions compared to the control group: 1
RPS and 3 RPL during heat shock, 1 RPL during cold shock, 1 RPS and 1
RPL during sugar starvation, and 2 RPS in hyperosmotic stress. These
differences ranged from 1.17-fold change for RPL14/eL14 during sugar
starvation (p = 0.0332) to 1.46-fold change for RPL40/eL40 during heat
shock (p = 0.0479). It is important to note here that changes in the
protein composition affect only a fraction of the ribosomes, which di-
minishes the levels of changes when analyzing the entire ribosome
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population together.

3.2. Differential incorporation of protein paralogs to yeast ribosomes
during abiotic stress

Within 74 identified distinct ribosomal proteins in S. cerevisiae ri-
bosomes we detected 21 (of the 57 expected) distinguishable pairs of
paralogs (A and B), with the LC-HRMS means and revealed significant
differences in the ratios of 7 paralog proteins under almost all stress
conditions, except amino acid starvation, compared to the control group
(optimal yeast growth conditions). For the ribosomal proteins that
exhibited significant differences in paralog ratios under stress condi-
tions, we observed that in the control group RPL14/eL14, RPL22/eL22,
and RPS29/uS14 appeared within yeast ribosomes mostly in the form of
a paralog A (in 69.19 %, 95.83 %, and 81.60 % of the ribosomes,
respectively, Fig. 3). On the other hand, ribosomal proteins RPL16/
uL13, RPS1/eS1, RPS7/eS7, and RPS9/uS4 appeared within yeast ri-
bosomes mostly in the form of a paralog B (in 68.32 %, 52.05 %, 69.75
%, and 92.63 % of the ribosomes, respectively, Fig. 3).

Under stress conditions, significant alterations in the ratios of ribo-
somal paralog proteins were observed (Fig. 3). The most prominent
difference, when compared to the control group, was observed for the
small ribosomal subunit protein RPS7/eS7, which displayed a 33.46 %
increase in the ratio of paralog A to paralog B (A/B) during heat shock
(A/B = 63.71 %/36.29 %, p = 0.0059). Other ribosomal proteins, for
which a significant change in paralogs A/B ratio was observed during
stress include: RPL14/eL14 (high salt conditions), RPL16,/uL13 (high
salt conditions, cold shock, anaerobic stress, high pH stress, sugar star-
vation, and hyperosmotic shock), RPL22A/eL22A (hyperosmotic shock),
RPS1A/eS1A (sugar starvation), RPS9A/uS4A (high pH stress and
hypoosmotic shock), and RPS29A/uS14A (UV stress).

3.3. Changes in translation activity of yeast ribosomes during stress

Since we found that multiple stress conditions do influence the 80S
ribosome composition, we speculated that the global translational ac-
tivities might also be affected. We have therefore investigated the ki-
netics of polysome redistribution upon stress conditions using the
translation inhibitor cycloheximide, which is known to stall elongating
ribosomes. Extracts from S. cerevisiae subjected to 11 growth conditions
were examined on polysome gradients to detect monosome and poly-
some levels. During optimal S. cerevisiae growth conditions a profile
included an accumulation of multiple ribosomes bound to mRNAs
(polysomes) toward the bottom (45 %) of the gradient. Subjection of
yeast to multiple stress conditions resulted in a depletion of polysomes
and an increase in the monosome peak compared to the control condi-
tions (Fig. 4). This was observed especially after UV exposure and during
sugar starvation, where a redistribution of polysomes into the 80S peak
was almost complete. Less prominent, but still visible decrease in the
polysomes was observed also for cold shock, high salt, anaerobic con-
ditions, and amino acid starvation. High pH, hypo-, and hyper-osmotic
conditions did not change significantly the polysome profiles
compared to the control. Only one stress (heat shock) resulted in a sig-
nificant increase in the polysome traces.

These observations were further supported with the analysis of the
polysome to monosome ratio (P/M, Fig. 5A). During S. cerevisiae growth
under stress conditions the P/M ratio was drastically lowered under UV
exposure (P/M = 0.1, p = 0.0000) and during sugar starvation (P/M =
0.1, p = 0.0000) in relation to the control conditions (P/M = 1.0).
Significantly lower P/M than in the control was also observed for cold
shock (P/M = 0.7, p = 0.0000), high salt (P/M = 0.7, p = 0.0002), amino
acid starvation (P/M = 0.5, p = 0.0000), and anaerobic conditions (P/M
= 0.4, p = 0.0000). Polysome to monosome ratio did not change
significantly under high pH (P/M = 1.0, p = 0.2263), hypo- (P/M = 0.9,
p = 0.0640), and hyper-osmotic conditions (P/M = 0.9, p = 0.0679).
After application of the heat shock a significant increase in the polysome
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Fig. 1. Global pattern of differential stoichiometry among ribosomal proteins within the ribosomes from S. cerevisiae across different growth conditions.
Clustered heat map representing the variations in ribosomal proteins abundance within the ribosomes among yeast growth conditions. The color scale (red — blue)
encodes for the normalized Z-scores calculated within the rows of the matrix, representing deviation of abundance of a given ribosomal protein in a given condition
from the mean abundance of a given ribosomal protein.
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The figure shows the ribosome from the perspective of A) the entry side and B) the mRNA exit tunnel. Ribosomal proteins showing heterogeneity are shown in green
(increased abundance) and red (decreased abundance). The remaining proteins are marked in dark gray. rRNA is marked in gray. The ribosome structure was

retrieved from RCSB PDB (entry: 4 V88).

Table 1

Stoichiometric alterations in ribosomal proteins.

The table displays ribosomal protein (RP) levels within the ribosomes in
S. cerevisiae subjected to different growth conditions, in relation to the control
group (optimal yeast growth conditions), which was set as 1.0. Only ribosomal
proteins with statistically significant differences are presented. Data are
extracted from Fig. 1.

Stress condition RP RP level p-Value
Heat shock RPS3/uS3 1.18 0.0427
RPL24/eL.24 1.20 0.0398
RPL36/eL36 1.21 0.0485
RPL40/eL40 1.46 0.0479
Cold shock RPL13/eL13 1.19 0.0331
High salt RPSO/uS2 0.75 0.0008
RPS5/uS7 0.81 0.0151
RPS7/eS7 0.75 0.0134
RPS10/eS10 0.78 0.0044
RPS14/uS11 0.68 0.0002
RPS15/uS19 0.69 0.0016
RPS16/uS9 0.79 0.0382
RPS19/eS19 0.71 0.0013
RPS20/uS10 0.74 0.0007
RPS27/eS27 0.74 0.0150
RPS28/eS28 0.79 0.0168
RPS30/eS30 0.35 0.0479
RPL1/uLl 1.24 0.0121
RPL6/eL6 1.17 0.0048
RPL42/eL42 1.70 0.0034
Sugar starvation RPS29/uS14 1.39 0.0352
RPL14/eL14 1.17 0.0332
Hyperosmotic stress RPS3/uS3 1.21 0.0133
RPS29/uS14 1.32 0.0203

to monosome ratio was observed when compared to the optimal con-
ditions (P = 1.4, p = 0.0000).

The rate of protein synthesis in a physiological context was further
measured by 3°S-methionine incorporation in vivo into newly synthe-
tized proteins to confirm that the redistribution in polysomes was
associated with an inhibition of protein synthesis (Fig. 5B). Yeast
spheroplasts incorporated 3°S-methionine linearly during optimal

growth conditions (CPMp,ean = 5492). However, upon transfer to stress
medium, there was an almost complete inhibition of further 3°S-
methionine incorporation under UV exposure (CPMpean = 139, p =
0.0000), and during sugar starvation (CPMpean = 194, p = 0.0000).
Significantly lower incorporation of >S-methionine into the translatome
of yeast spheroplasts than in the control conditions was observed for
cold shock (CPMpean = 2013, p = 0.0000), high salt (CPMean = 2937, p
= 0.0001), anaerobic conditions (CPMpean = 2338, p = 0.0000), and
amino acid starvation (CPMpean = 2696, p = 0.0001). The efficiency of
metabolic labeling did not change significantly under high pH (CPMean
= 4685, p = 0.0640), hypo- (CPMp,ean = 4684, p = 0.0605), and hyper-
osmotic conditions (CPMmpean = 4720, p = 0.0583). After application of
the heat shock a significant increase in translational activity was
observed when compared to the optimal conditions (CPMpean = 10,146,
p = 0.0005).

4. Discussion

In this study, we utilized Liquid Chromatography-High Resolution
Mass Spectrometry to monitor alterations in the composition of the yeast
ribosomes. We observed these changes when yeast cells shifted from
growing under control conditions to stress conditions. By employing
proteomic method based on the relative quantitation, we were able to
both identify and measure the variations in ribosomal proteins, which
included paralogs. Following the observation that multiple stress con-
ditions do influence the 80S ribosome composition, we proved that the
global translational activities are also affected, most probably due to the
polysome redistribution upon stress conditions.

Previous works already described the protein stoichiometry in the
ribosome composition in several organisms. Study on human H7 em-
bryonic stem cells and on a mouse model reported a strict selection and a
dynamic stoichiometry of 31 RPs at the surface and near the mRNA entry
and exit tunnels of polysomes during the progression of differentiation.
A total of 14 of these RPs showed at least 10 % change relative to the
undifferentiated hESC, including RPL10A/uLl, RPL38/eL38, RPL11/
uL5, RPS25/eS25, RPS7/eS7 in mice, and RPS25/eS25, RPS10/eS10 in
humans [23,24]. Of all these RPs, we have found prominent
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Fig. 3. Ribosomal proteins paralogs A and B ratios across different stress conditions.
Heatmaps represent the percentage contribution of paralogs A and B across different conditions. The color gradient ranges from green to red (indicating a higher and
lower percentage of a paralog). Statistically significant differences between the contributions of paralogs A and B are indicated (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p

< 0.001).

stoichiometry changes of two proteins from the small ribosomal subunit
in the present study: RPS7/eS7 and RPS10/eS10. The levels of both of
them were significantly lower during high salt stress within yeast
ribosomes.

Distinct functions of individual RPs are also affirmed by the func-
tional distinctions observed among RP paralogs [25]. Despite nearly
identical amino acid compositions resulting from gene duplication,
these paralogs exhibit variations in their expression levels, and - in the
context of ribosome heterogeneity - their knockout causes different
phenotypes [26]. Usually, under optimal physiological conditions, one
member of the paralog pair is dominantly expressed and referred to as
the major paralog, while its counterpart, the minor paralog, is expressed
under specific conditions. Paralogs may demonstrate preferences for
different subsets of mRNAs, thereby serving diverse roles. For instance,
in a typical environment, the major paralog of RPL7/uL30 functions as a
ribosomal constituent in yeast. However, when exposed to the drug
staurosporine, the minor paralog suppresses the major one of RPL7/

uL30. This suppression contributes to the upregulation and translation
of long mRNAs associated with cell-wall-related proteins, thereby
playing a role in drug resistance [24,27,28]. Gaining resistance to un-
favorable growth conditions through incorporation of RPL paralogs
might also be the case in our study, since we observed prominent
changes in the choice of seven paralogs for ribosome assembly during
stress conditions. In all cases this change was statistically significant,
reaching up to 6 %. However, in case of RPS7/eS7, the A/B paralog ratio
changed >33 % in favor to paralog A during elevated temperature stress.
These data suggest yeast cells have a differential requirement for RPS7/
eS7A and RPS7/eS7B under the two growth conditions.

There are several techniques allowing for quantitation of proteins in
complex mixtures using mass spectrometry-based approach. Methods
that are widely used require stable isotope protein labeling for relative
quantitation (SILAC). As an example, phosphotyrosine (pTyr) proteomes
have been analyzed in cell cultures with the SILAC approach to char-
acterize pTyr-dependent signaling pathways [29]. However, SILAC is
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Fig. 4. Polysome profiles in S. cerevisiae subjected to stress conditions. The peaks that contain the small ribosomal subunit (40S), the large ribosomal subunit (60S),

and both subunits (80S) are indicated. The polysome (P) peaks are bracketed.

limited to cell cultures only and to direct comparison of only two-three
samples. Additionally, as quantitation is based on analysis of spectra on
MS1 level, their complexity is doubled, which further results in signal
suppression. Other techniques such as isobaric labeling (iTRAQ or TMT)
allow for sample multiplexing (up to 18 samples in one run) but are
expensive and limited only to MS2 analysis, which implies that not all
mass analyzers are suited for such analysis [30]. Therefore, we decided
to use a bottom-up approach with a label-free quantitation which allows
for both identification of ribosomal proteins and relative quantitation of
selected peptides. The LC-HRMS method is widely used and can be
applied to analyze material from various organisms. The advantage is
simultaneous high sensitivity qualitative and quantitative analysis of the
samples. So far, the LC-HRMS has been successfully used, e.g., to
determine the molecular weight of the ions [31], to detect and quantify
cannabinoids and their metabolites in human plasma [32], to determine
mycotoxins in pigs and chickens [33], and in pharmacokinetic studies of
dried blood spots from rats [34].

When it comes to the ribosome proteomics, the heterogeneity of the
ribosome composition has been demonstrated in several organisms. An
early study from 1996 analyzed protein components of the small ribo-
somal subunits from Rat-1 fibroblasts with the means of LC MS/MS [35].
Louie et al. identified 32 ribosomal proteins, of which 4 had more than
one mass, which indicated their heterogeneity. In a subsequent study

from 2001, Richard Smith group used LC/FTICR (Fourier transform ion
cyclotron resonance mass spectrometry with capillary reverse-phase
liquid chromatography) to characterize intact proteins from yeast
large ribosomal subunit [36]. One year later, Karpova et al. identified 22
RPs from large cytoplasmic subunits of human ribosomes and in 11 RPs
detected possible post-translational modifications [37]. In the following
years, mass spectrometry was used to identify proteins from human
small ribosomal subunits in the IRES-bound complex [38], and the
whole ribosome composition in mouse embryonic stem cells [39].
Only one study so far aimed at identification of changes in the
ribosome protein compositions using mass spectrometry in Saccharo-
myces cerevisiae. The study was conducted by Joachim Frank and
Andrew J. Link groups [40], and aimed at ribosome proteomics analysis
when shifting from fermentable glucose to the non-fermentable glycerol
carbon source. This analysis identified 75 RPs in the 80S complexes, and
the following were differentially present in the purified ribosome com-
plexes from yeast cells shifted from glucose to glycerol: RPL3/uL3,
RPL5/uL5, RPL8/eL8, RPS1/eS1, RPS2/uS2, RPS5/uS5, RPPO/P1, and
RACK]1. In our studies we also observed similar stechiometric changes in
levels of RPS5/uS5 (downregulation) ribosomal protein in the ribosome
complexes from yeast cells shifted from low to high salt conditions. This
could suggest a universal role of incorporation of RPS5/uS5 into the
ribosome complexes during adaptation of yeast cells to different stress
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Fig. 5. Translation activity in S. cerevisiae subjected to stress conditions. (A) Polysome to monosome (P/M) ratio in relation to control conditions is presented. P/M in
optimal growth conditions (control) was set as 1.0 and results obtained in yeast subjected to stress conditions were compared to this value. (B) Incorporation of 3S-
methionine into the translatome of yeast spheroplasts presented as relative metabolic labeling. The efficiency of metabolic labeling in optimal growth conditions
(control) was set as 1.0 and results obtained in yeast subjected to stress conditions were compared to this value.

stimuli.

The last decades has seen the discovery of a number of characteristics
defining the control of protein biosynthesis rates in all kingdoms of life
[41]. Such mechanisms are of crucial importance in situations where an
immediate response to an environmental stress is key for survival. The
budding yeast Saccharomyces cerevisiae, as single-celled, non-motile or-
ganism, must dynamically regulate the protein biosynthesis rates in
order to respond to diverse stresses. This study reveals the existence of
two layers of such regulation in S. cerevisiae during unfavorable envi-
ronmental conditions: generation of heterogeneous ribosomes via dif-
ferences in composition of RPs and differential incorporation of RP
paralogues.

The most important question raised by the recent direct evidence of
ribosome heterogeneity is what is the function of ribosomes that are
distinct with respect to either protein or rRNA content? An important
functional role of ribosome heterogeneity has been established as the
ability of certain RPs to specialize the ribosome for the translation of
particular mRNAs, e.g., ribosomes containing RPS25/eS25 or RPL10a/
uL1, but not RPL22/el.22, were found to preferentially translate distinct
sets of mRNAs. Our observations that different ribosome composition in
response to external perturbations regulates global protein biosynthesis
levels suggest that there are likely to be many more functions attribut-
able to ribosome heterogeneity. These findings provide a novel layer of
regulation to gene expression, enabling coordinate networks of genes to
be simultaneously tuned at the level of translation.
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