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STRESZCZENIE

Niekodujace RNA odgrywaja kluczowa role w regulacji ekspresji genéw na wielu
etapach zycia komoérki. W 2012 roku odkryto nowy mechanizm regulacji biosyntezy
biatka polegajacy na bezposrednim wigzaniu krotkich RNA z rybosomami u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Te krotkie RNA, nazwane rancRNA (ang. ribosome-
associated noncodig RNAS), powstaja w warunkach stresowych poprzez cigcie znanych
niekodujacych RNA, takich jak snoRNA, rRNA czy tRNA.

Celem badan podjetych w niniejszej pracy bylo poglebienie wiedzy na temat rancRNA,
ze szczegdlnym uwzglednieniem dwoch klas rancRNA: tRF — krotkie RNA powstajace
z tRNA (ang. tRNA-derived fragments) oraz sSURNA — krotkie RNA powstajace ze
snoRNA (ang. snoRNA-derived RNAs). W rozprawie analizowano interakcje tRF oraz
sdRNA z frakcjami rybosomalnymi u drozdzy S. cerevisiae. W celu zbadania wptywu
modyfikacji obecnych w rancRNA na ich poziom akumulacji wykorzystano biatka
AlkB/AlkB-D135S.

W pierwszym etapie pracy skupiono si¢ na identyfikacji jak najszerszego spektrum
rancRNA oddziatujacych z rybosomami S. cerevisiae w warunkach umiarkowanego
stresu abiotycznego z uzyciem wysokoprzepustowego sekwencjonowania. W pierwszej
kolejnosci wykonano hodowle drozdzy w trzech warunkach: optymalnych (kontrola)
oraz 2 warunkach stresowych, w ktorych obserwowano najwyzszg heterogenicznos¢
rybosomow, tj. wstrzas hiperosmotyczny i gtod cukrowy. W celu "zamrozenia"
maszynerii translacyjnej, komorki poddawano inkubacji z cykloheksimidem,
inhibitorem biosyntezy biatka w organizmach eukariotycznych, a nast¢pnie lizie w
ochronnych warunkach niskiej temperatury. Lizaty poddawano ultrawirowaniu w
gradiencie sacharozy (profilowanie polisomowe), podczas ktorego uzyskano 3 frakcje
rybosomowe: polisomy, monosomy, podjednostki oraz 1 frakcj¢ nierybosomowa
(wolne RNA). Z kazdej frakcji wyizolowano RNA, a nastgpnie przeprowadzono
selekcje wzgledem wielko$ci z wykorzystaniem rozdziatu w zelu poliakrylamidowym 1
nastepujacej po nim elucji, w celu uzyskania krotkich RNA o dtugosci ~20-50 nt.
Krotkie RNA rozdzielano na dwie frakcje, z ktorych jedng poddano demetylacji z
udzialem demetylaz tRNA AlkB (enzym AIkB produkowano w bakteryjnym systemie
ekspresyjnym). Tak przygotowane RNA poddano ocenie jakosciowej i1 iloSciowej z
wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej, a nastgpnie wysokoprzepustowemu
sekwencjonowaniu na platformie Illumina. Przygotowano 48 bibliotek do
sekwencjonowania rancRNA (rancRNA-seq): 2 powtdrzenia biologiczne x 4 frakcje z
profilu polisomowego x 3 warunki hodowli drozdzy x 2 warunki demetylacji = 48
bibliotek cDNA. Nastepnie przeprowadzono standardowa analiz¢ bioinformatyczna
wynikéw sekwencjonowania. To pozwolito na zidentyfikowanie 2028 r6znych tRF oraz
961 roznych sdRNA. Zastosowanie sekwencjonowania wysokoprzepustowego
umozliwia kompleksowa analiz¢ asocjacji rancRNA z podjednostkami rybosomowymi,
monosomami oraz polisomami.

W kolejnym etapie zbadano czy stres wptywa na asocjacj¢ tRF 1 sdRNA z frakcjami
rybosomalnymi: podjednostki rybosomowe, monosomy, polisomy. Szczegdétowa analiza
frakcji rybosomalnych w stresach abiotycznych wzgledem warunkéw optymalnych
umozliwita wykazanie zmian akumulacji tRF oraz sdARNA w poszczegolnych frakcjach.

Nastepnym krokiem bylo zbadanie wptywu modyfikacji m°C, m'A, m'G oraz m*T na
wykrywany poziom tRF i sSARNA w bibliotekach rancRNA. To umozliwito wyrdznienie
1231 tRF i 456 sdRNA w bibliotekach AlkB+ oraz 954 tRF i 493 sdRNA w
bibliotekach AIkB-. Wykazano niejednorodny wptyw biatek AlkB/AlkB-D135S na



poszczegblne rancRNA. Poroéwnanie wynikow sekwencjonowania standardowego z
wynikami uzyskanymi po zastosowaniu biatek AlkB/AlkB-D135S, umozliwia rzetelng
oceng efektywnosci zastosowania demetylacji RNA w wykrywaniu rancRNA
asocjujacych z rybosomami.

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaly opublikowane w
jednym recenzowanym artykule naukowym.



ABSTRACT

Non-coding RNAs play a crucial role in the regulation of gene expression at multiple
stages of cell life. In 2012, a novel mechanism of protein biosynthesis regulation was
discovered, involving direct binding of small RNAs to ribosomes in Saccharomyces
cerevisiae. These small RNAs, termed rancRNAs (ribosome-associated noncoding
RNAs), are generated under stress conditions through the cleavage of known noncoding
RNAs such as snoRNA, rRNA, and tRNA.

The aim of the studies undertaken in this dissertation was to deepen the understanding
of rancRNAs, with a particular focus on two classes of rancRNAs: tRFs (tRNA-derived
fragments) and sdRNAs (snoRNA-derived RNAs). The dissertation analyzed the
interactions of tRFs and sdRNAs with ribosomal fractions in S. cerevisiae. To
investigate the impact of modifications, present in rancRNAs on their accumulation
levels, AlkB/AIKB-D135S proteins were utilized.

In the first stage of the study, we focused on identifying the broadest possible spectrum
of rancRNAs interacting with S. cerevisiae ribosomes under moderate abiotic stress
conditions using high-throughput sequencing. Inilially, yeast was cultured in three
conditions: optimal (control) and two stress conditions where the highest ribosome
heterogeneity was observed, i.e., hyperosmotic shock and sugar starvation. To "freeze"
the translation machinery, cells were incubated with cycloheximide, an inhibitor of
protein biosynthesis in eukaryotic organisms, and then lysed under low temperature
protective conditions. Lysates were subjected to ultracentrifugation in a sucrose gradient
(polysome profiling), during which three ribosomal fractions were obtained: polysomes,
monosomes, subunits, and one non-ribosomal fraction (free RNA). RNA was isolated
from each fraction, and then size selection was performed using polyacrylamide gel
electrophoresis and subsequent elution to obtain short RNAs of approximately 20-50 nt
in length. Short RNAs were divided into two fractions, one of which was subjected to
demethylation using tRNA demethylases AIkB (the AIkB enzyme was produced in a
bacterial expression system). The prepared RNA was qualitatively and quantitatively
assessed using capillary electrophoresis and then subjected to high-throughput
sequencing on the Illumina platform. A total of 48 rancRNA sequencing libraries were
prepared (rancRNA-seq): 2 biological replicates x 4 fractions from the polysome profile
x 3 yeast culture conditions x 2 demethylation conditions = 48 cDNA libraries.
Subsequently, a standard bioinformatic analysis of the sequencing results was
performed. This allowed us to identify 2028 different tRFs and 961 different sUARNAS.
In the next stage, we investigated whether stress affects the association of tRFs and
sdRNAs with ribosomal fractions: ribosomal subunits, monosomes, and polysomes. A
detailed analysis of ribosomal fractions under abiotic stress compared to optimal
conditions enabled us to demonstrate changes in the accumulation of tRFs and sSARNAs
in individual fractions.

The next step involved investigating the impact of m®C, m'A, m'G, and m°T
modifications on the detected levels of tRFs and sdRNAs in RNA libraries. This
allowed for the identification of 1231 tRFs and 456 sdRNAs in AlkB+ libraries and 954
tRFs and 493 sdRNAs in AlkB- libraries. A heterogeneous effect of AIkB/AIkB-D135S
proteins on individual rancRNAs was demonstrated.

The results presented in this doctoral dissertation have been published in one peer-
reviewed scientific article.
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1. Wprowadzenie
1.1. Historia odkrycia rybosoméw oraz rancRNA

W 1955 roku George Palade, wykorzystujac mikroskopi¢ elektronows, odkryt w
cytoplazmie nieznane wczesniej struktury [1]. Zaobserwowat zarowno wolne czastki w
cytoplazmie, jak i te zwigzane z retikulum endoplazmatycznym. Za swoje odkrycie
badacz otrzymat w 1974 roku Nagrode Nobla. Poczatkowo odkryte struktury okreslano
mianem "czasteczek mikrosomalnych". Badania wykazaty, ze s3 one zbudowane z RNA
i biatek oraz znajduja si¢ w miejscach komorki, gdzie zachodzi biosynteza biatek [2]. W
1958 roku zaproponowano dla nich nowg nazwe: rybosomy. Przetomowym odkryciem
byto zaobserwowanie w 1958 roku przez Paula Zamecnika i Mahlona Hoaglanda
transportujgcych RNA (tRNA), czyli pierwszych RNA nie kodujgcych biatek [3].
Kolejne niekodujagce RNA, mate jaderkowe RNA (snoRNA), odkryto dopiero w 1968
roku [4]. Termin "snoRNA" zostal wprowadzony w 1982 roku [5].

Pomimo, ze proces hydrolizy tRNA i snoRNA obserwowano juz w latach 70. ubiegtego
wieku [6]-[8], dopiero w XXI w. odkryto mozliwe funkcje krotkich RNA
pochodzacych tRNA (tRF) i snoRNA (sdRNA). Odkrycie to ujawnito niezwykle
ztozony charakter procesu biosyntezy biatka. W 2008 roku wykazano, ze ludzki
snoRNA ACA45 moze by¢ ciety przez enzym Dicer podobnie jak mikroRNA, wigzaé
si¢ z biatkami Ago i uczestniczy¢ w post-transkrypcyjnym wyciszaniu genéow [9]. Rok
p6zniej odkryto, ze fragmenty tRNA, takie jak tRF-1001, ulegaja nadekspresji w wielu
liniach komérkowych i odgrywajg istotng rolg w regulacji proliferacji komorkowej [10].

U drozdzy Saccharomyces cerevisiale wykryto krotkie RNA asocjujace z rybosomami
(rancRNA) [5] oraz powigzano ich obecno$¢ z konieczno$cig istnienia nowego
mechanizmu kontroli translacji poprzez asocjacje RNA z rybosomami. Do rancRNA
nalezg krotkie RNA bedace produktami przetwarzania: tRNA, rRNA, mRNA i
SNnORNA. Jako pierwszy rancRNA opisany zostal krotki, 18-nukleotydowy
rancRNA 18, powstajacy z MRNA genu TRM10, ktory oddziatuje z rybosomami 80S
drozdzy S. cerevisiae hodowanych w optymalnych warunkach wzrostu [11]. Pod
wplywem stresu hiperosmotycznego asocjojuje z aktywnymi translacyjnie polisomami
oraz obniza poziom translacji. Kolejne istotne odkrycie dotyczace rancRNA powstato w
badaniach nad Escherichia coli, wykryto tam przetwarzanie dojrzatego 16S rRNA do
fragmentu ok. 80 nt dlugosci [12]. Wspomniany fragment 16S powstaje wylgcznie
podczas fazy stacjonarnej i1 taczy si¢ z mala podjednostka rybosomowa 30S.
Przylaczenie tego rancRNA do rybosomow skutkuje wyraznym zmniejszeniem
aktywnos$ci translacyjnej. 5’tRF pochodzacy z tRNA"Y u Haloferax volcanii jest
przetwarzany podczas stresu wysokiego pH, a jego miejscem wigzania jest mata
podjednostka rybosomu [13]. Skutkuje to wyparciem mRNA z kompleksu inicjacyjnego
oraz globalnym zmniejszeniem translacji in vivo oraz in vitro. Inne badania wykazaty,
ze fragmenty tRNA mogg mie¢ stymulujacy wplyw na syntezg biatka [14]. Podczas
regeneraciji po stresie glodu u Trypanosoma brucei, 3’ potowki tRNA™ wiaza sie z
rybosomami i polisomami stymulujac tym samym translacj¢ poprzez ulatwienie
tadowania mMRNA do rybosomu. Bakteryjny tmRNA (ang. transfer messenger RNA),
przypominajacy tRNA oraz mRNA, jest cigty na koncu 5° przez RNazg P. Posiada on
rowniez modyfikacje charakterystyczne dla tRNA, poprzez co ulega amonoacylacji
alaning oraz jest wigzany do czynnka translacyjego EF-Tu, z ktéorym to taczy si¢ z
rybosomem [15]-[17]. Srodkowa cze$¢ tmRNA koduje krotki peptyd co umozliwia
dziatanie jako mRNA [18]. Cechy tRNA umozliwiaja mu dostgp do rybosomu i
wigzanie w miejscu A, co skutkuje syntezg krotkiego peptydu kodowanego w
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srodkowej czeSci tmRNA. Dzigki tym wilasciwosciom nastgpuje recykling
zatrzymanych na mRNA rybosoméw oraz znakowanie do degradacji nieprawidtowego
biatka [19]. W pracach wykorzystujacych S. cerevisiae grupa prof. Kamilli Grzywacz
wykazata, ze oddzialujagce z rybosomami tRF regulujg proces translacji na jego
wczesnym, — przygotowawczym  etapie, tworzac  trojsktadnikowy  kompleks
tDR/rybosom/aminoacylaza tRNA [20]. Wykazano rowniez, ze asocjacja tRF/rybosom
w S. cerevisiae jest $cisle regulowana przez zr6znicowane warunki stresowe [21]. W
pracy, ktorej jestem wspotautorem, wykazano, oddzialywania pomiedzy rybosomami a
sdRNA inhibuja aktywno$¢ translacyjna w warunkach optymalnych nie tylko u
drozdzy, ale roéwniez u zarodkdw pszenicy, co sugeruje istnienie zachowanego
ewolucyjnie mechanizmu regulacji tranlacji przez sdRNA [22].

1.2. Krotkie RNA powstajace z tRNA
1.2.1. Budowa tRNA

tRNA to niezwykle wazna czasteczka, ktora odgrywa kluczowa role w produkc;ji biatek.
Jest jak tlumacz, ktory przektada informacje zawarte w genach na sekwencje
aminokwasdéw tworzacych biatka. Czasteczki tRNA majg charakterystyczny ksztalt
przypominajacy lis¢ koniczyny [23]. Ten ksztalt powstaje dzigki specyficznemu
utozeniu krétkich odcinkéw RNA. W tej strukturze znajduja si¢ wazne regiony:
e Petla D (DHU): To miejsce rozpoznawane przez enzymy, ktore dolaczaja do
tRNA odpowiedni aminokwas [24].

e Petla antykodonowa: Zawiera sekwencje, ktora doktadnie pasuje do
odpowiedniego fragmentu informacji genetycznej (kodonu) na mRNA. Dzigki
temu tRNA moze dostarczy¢ wilasciwy aminokwas w odpowiednie miejsce
podczas syntezy biatka [24].

e Petla zmienna: Ta cz¢$¢ tRNA moze si¢ r6zni¢ miedzy r6znymi organizmami.

e Petla TYC: To miejsce rozpoznawane przez inne czasteczki biorgce udzial w
produkcji biatka. Pomaga ona tRNA przytaczy¢ si¢ do rybosomu — komoérkowe;j
fabryki bialek.

e Ramie akceptorowe: Na koncu 3’ tRNA znajduje si¢ sekwencja CCA, do
ktorej przytaczany jest konkretny aminokwas, ktéry nastepnie zostanie
wbudowany w powstajace biatko [25]

tRNA pelni role adaptera molekularnego, umozliwiajagc proces translacji, czyli
przeksztatcenie informacji genetycznej zakodowanej w mRNA na sekwencje
aminokwaséw w biatku. Juz pierwsze badania nad strukturg tRNA wykazaty obecnos¢
licznych modyfikacji nukleozydow [26]. Obecnie znanych jest ponad 90 réznych typow
tych modyfikacji [27], ktore sa niezbgdne dla prawidlowego funkcjonowania tRNA.
Brak lub nieprawidlowy przebieg modyfikacji moze prowadzi¢ do biednego
zatadowania tRNA niewlasciwym aminokwasem, co z kolei skutkuje bledng translacja
kodonéw mRNA 1 potencjalnie powaznymi konsekwencjami dla komorki.

Modyfikacje nukleotydow w tRNA poszerzaja zakres sekwencji zdolnych do przyjecia
tej charakterystycznej konformacji [28]. Co wigcej, profil modyfikacji tRNA jest
dynamiczny i czgsto podlega regulacji w odpowiedzi na rozne bodzce $rodowiskowe
[29], [30]. Modyfikacje nukleotydow odgrywaja kluczowg role w prawidtowym
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funkcjonowaniu tRNA [31]. Szczegdlnie istotne sa modyfikacje w obrgbie i w poblizu
petli antykodonowe;j, ktore wptywaja zaréwno na doktadnos$¢ procesu translacji, jak i na
tempo wzrostu komorki [32]. Z kolei modyfikacje w innych regionach czasteczki tRNA
sg zwigzane z jej stabilnoscig i prawidlowym formowaniem [33].

1.2.2. Metylacje tRNA

W czasteczkach tRNA wystepuje ponad 50 réznych metylacji nukleozydoéw [34], z
ktorych ponizej przedstawig te, ktore maja wplyw na powstawanie i/lub funkcjonowanie
tRF (Rys.1).

m'G

Metylacja pozycji N1 guaniny (m'G) jest modyfikacja posttranskrypcyjna wysoce
konserwowang ewolucyjnie, obecng we wszystkich domenach zycia. U eukariontow
bezposrednim donorem grupy metylowej jest S-adenozylometionina (SAM), ktorej
przeksztalceniec w  S-adenozylo-L-homocysteing (SAH) towarzyszy metylacji
nukleotydu [35]. Mutacje prowadzace do utraty m'G37 powodujg obnizenie tempa
zuzycia tlenu, co sugeruje zaburzenia w syntezie biatek mitochondrialnych, potencjalnie
zwigzane ze zmiang ramki odczytu [36]. Wyniki badan wskazuja, ze wspomniana
metylacja jest niezbedna zarowno dla bakterii, jak 1 drozdzy, gdzie odgrywa kluczowa
role w prawidlowym wzroscie komorkowym [32]. Homolog ludzkiej metylotransferazy
tRNA 10 A (TRMT10A) wytwarza N1-metyloguanozyne (mlG)_ w pozycji 9 u 17
roznych izoakceptorow tRNA, w tym tRNA®™ tRNAMY i tRNA™® [37], a niedobor
m'G9 promuje gromadzenie si¢ tRF-5 z tRNA®" w komoérkach B wysp trzustkowych
[38].

mpG _

Metylacja 5’monofosforanu (mpG) tRNA™ przez fosfometylotransferaze BCDIN3D
hamuje jego fragmentacje do tRF-3s [39], [40].

m'‘A

tRNAM®" w komorkach S. cerevisiae. Mutacje w tym rejonie uniemozliwiaja
przyltaczenie SAM do tRNAM®, co prowadzi do zaburzenia metylacji i w konsekwencii
do zahamowania syntezy biatek oraz $mierci komorki [41]. U ludzi mutacja w pozycji
m'A58 zostala wykorzystana jako narzedzie do precyzyjnej manipulacji replikacja
poprzez wirusa HIV-1. Zmiana ta wplywa na interakcje miedzy wirusowym RNA a
komoérkowymi czynnikami translacji, umozliwiajac efektywne wytwarzanie nowych
czastek wirusowych [42]. Dioksygenazy ALKBHI1 i ALKBH3 moga demetylowac
tRNA w pozycji m'AS5S, zwigkszajac w ten sposob hydrolizg tRNA przez angiogening i
promujac akumulacje potéwek tRNA [43], [44]. m'A58, ktory jest wprowadzany przez
kompleks metylotransferazy tRNA TRMT6-TRMT61A m'A, jest szeroko spotykany w
niemal wszystkich tRNA u eukariotow [45], [46].

Nm

2'-O-metylacja ludzkiego elongatora tRNAMCAU w trzeciej pozycji antykodonu C34
kierowana przez specyficzne dla ciata Cajala mate jadrowe RNA C/D 97 (SNORD97)
zapobiega cigciu specyficznemu dla miejsca przez angiogening [47]. Podobnie, linie
komorkowe raka piersi pozbawione katalizowanego przez TRMT13 Nm w pozycji 4
gromadza potowki 5' tRNA®YCCC [48].
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hm°C

Utlenianie m>C do 5-hydroksymetylocytozyny (hm°C) przez dioksygenaze
metylocytozyny TET2 zwigksza poziomy 3' tRF i zmniejsza poziomy tRF-5 [49], co
jest zgodne z aktywnoscig enzymatyczng TET2 i NSUN2.

m°C

Metylotransferazy DNMT2 (biatko podobne do DNA (cytozyny-5)-metylotransferazy
2; znane réwniez jako TRDMT1) i NSUN2 (metylotransferaza RNA wprowadzajaca 5-
metylocytozyne do tRNA) katalizuja metylacje cytozyny do m°C, co silnie wplywa na
biogeneze tRF [50], [51]. DNMT2 specyficznie metyluje C38 tRNA*P, tRNA®Y |
tRNAYY [51]-[53], podczas gdy NSUN2 metyluje C48, C49 i C50 w wielu tRNA [9],
[50]. Modyfikacja m°C38 za posrednictwem DNMT2 w tRNA”P tRNA®Y i tRNAY
chroni je przed hydroliza i ogranicza powstawanie 5’ tRF po szoku cieplnym u muszek
owocowych [51], [54] oraz w komdrkach hematopoetycznych i plemnikowych myszy
[55], [56]. Utrata NSUN2 zwigksza przecinanie tRNA za posrednictwem angiogeniny,
co powoduje gromadzenie si¢ tRF-5 w neuronach [9]. Co godne uwagi, wyczerpanie
NSUN2 zmienia poziomy tRF w odpowiedzi na stres, co prowadzi do upos$ledzenia
regulacji syntezy biatek [57].

mcm°S?U

W S. cerevisiae 5-metoksykarbonylometylo-2-tiourydyna (mcm5s?U) katalizowana
przez Trm9 w pozycji trzeciej pozycji antykodonu urydyny 34 (U34) chroni przed
cigciem tRNA przez zymocyne [58].

Podsumowujac, specyficzne modyfikacje kierujg powstawaniem i1 funkcjonowaniem
roznych tRF podczas regulacji ekspresji genoéw, odpowiedzi na stres oraz innych
proceséw komoérkowych [59]. Niestety, dotychczasowe metody badawcze pozwolity na
analiz¢ tylko niewielkiej czgsci tych modyfikacji. Chociaz pojawity si¢ nowe techniki
badawcze takie jak sekwencjonowanie nowej generacji czy tez sekwencjonowanie
nanoporowe [60], [61] doktadne zbadanie dynamiki modyfikacji tRNA u bardziej
ztozonych organizméw wcigz stanowi duze wyzwanie [62].

Co istotne dla tej pracy doktorskiej, wykazano, ze kombinacje modyfikacji
potranskrypcyjnych stanowig wyzwanie dla wykrywania i oceny tRF, natomiast
usuni¢cie tych modyfikacji jest wymagane do doktadnej oceny ilosci tRF [33], [63].
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Rys. 1 Modyfikacje tRNA zaangazowane w biogeneze tRF. Na strukturze tRNA oznaczono pozycje w
ktérych maja miejsce modyfikacje.

1.2.3. Klasyfikacja tRF

Krotkie RNA powstajace z tRNA (tdR - ang. tRNA-derived RNAs, tRF - ang. tRNA-
derived fragments, tSRNAs - ang. tRNA-derived small RNAS) stanowig heterogenng
grupe czasteczek, powstajacych w wyniku przetwarzania lub degradacji prekursoréw
lub dojrzatych tRNA (Rys. 2).

W zaleznosci od miejsca cigcia i dlugosci, tRF wedlug obecnych standardow dzieli si¢
na kilka kategorii, takich jak tRF-5, tRF-3, 5° oraz 3’ potowki, tRF-1, wewnetrzne tRF
oraz inne tRF [64], [65]. Podzial ten pozwala na lepsze zrozumienie réznorodnych
funkcji biologicznych tych czasteczek. Chociaz pierwotnie klasyfikacje opierano
gléwnie na dlugosci czasteczek, to obecnie wiadomo, ze pozycja cigcia w prekursorze
lub dojrzatym tRNA jest kluczowym czynnikiem determinujagcym wlasciwosci
funkcjonalne poszczegolnych tRF.
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Rys.2 Klasyfikacja typow tRF. tRF-5 czasteczki wytwarzane przez angiogening, Dicer i inne nieznane
RNazy. Pochodzg z kofica 5” dojrzatego tRNA, moga by¢ rozciagnicte do petli D lub trzonu antykodonu.
tRF-3 czasteczki pochodzace z konca 3’CCA dojrzatego tRNA. tRNA polowki potdwki 5° 1 3° s3
generowane przez cigte przez angiogening i inne nieznane RNazy w petli antykodonowej dojrzatych
tRNA. tRF-1 sa wytwarzane przez RNaz¢ Z i pochodzg z odcinka 3’ konca prekursorowych tRNA
zawierajacych sygnat terminacji poli(U) dla polimerazy RNA III. Wewnetrzne tRF wytwarzane przez
angiogening i Dicer. Obejmuja region petli antykodonu tRNA bez typowych sekwencji 5’ 1 3 koncow.
Inne tRF grupa zawierajaca tRF z niezidentyfikowanymi annotacjami. Niebieskim kolorem oznaczono
rejon od poczatku 5° do petli antykodonu. Zoétym kolorem oznaczono antykodon. Szarym kolorem
oznaczono intron. Czerwonym kolorem oznaczono rejon od petli antykodonu do konca 3°.

tRF-5 powstaja z 5° konca dojrzatego tRNA i1 moga konczy¢ si¢ az w petli
antykodonowej. W zalezno$ci od dhlugosci, wyrdézniamy: tRF-5a i tRF-5b, ktore
powstaja przez cigcie tRNA w ramieniu dihydrourydynowym (D) oraz tRF-5c
obejmujgce rowniez rami¢ antykodonowe, bez petli (Rys.2). Z kolei tRF-3 powstajg z 3’
konca dojrzatego tRNA, charakteryzujacego si¢ sekwencja CCA i dzielg si¢ na tRF-3a
(18nt) oraz tRF-3b (22nt) [66] (Rys.2). 5° oraz 3’ potdéwki tRNA zawieraja grupy
krotkich RNA powstatych na skutek cigcia w petli antykodonu dojrzalych tRNA w
warunkach fizjologicznych oraz stresowych (Rys.2). Jesli potowki tRNA powstajg W
warunkach stresowych sg rowniez okreslane jako tiRNAs (ang. termed stress-induced
RNAs) [67]. tRF-1 powstajg z 3’ regionu niekodujgcego prekursorow tRNA. Ich 5’
koniec powstaje w wyniku cigcia RNazy Z podczas dojrzewania tRNA, a 3 koniec
zawiera charakterystyczny ogon poli(A) bedacy sygnatem zakonczenia transkrypcji
przez polimeraze RNA III [68], [69] (Rys.2). Wewngtrzne tRF to heterogeniczna grupy
tRF pochodzacych z rejonu petli antykodonowej dojrzatych tRNA [70] (Rys.2). Istnieje
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tez grupa tRF okreslanych jako ,,inne”, nie przypisanych do Zadnej z wczesniej
opisanych kategorii (Rys.2).

1.2.4. Biogeneza tRF

Biogeneza tRF jest procesem zlozonym, w ktdorym uczestniczy wiele roéznych
enzymow. Chociaz pelna charakterystyka szlakow prowadzacych do powstania tRF
pozostaje przedmiotem badan, wiadomo, ze kluczowa rolg¢ odgrywaja specyficzne
endonukleazy oraz enzymy zwigzane z dojrzewaniem tRNA 1 przetwarzaniem miRNA.

1.2.4.1. Biogeneza tRF zalezna od angiogeniny

Angiogenina, czyli rybonukeaza 5 (RNaza 5) to enzym specyficzny dla kregowcow
[71]. Zazwyczaj znajduje si¢ w jadrze komérkowym i jest tam unieruchomiona przez jej
bezposredni inhibitor RNHI1. Jednak w sytuacjach stresowych komoérka uwalnia
angiogening, prawdopodobnie poprzez fosforylacje kinazy C i kinaz zaleznych od
cykliny (ang. cyclin-dependent kinases, CDKSs), co prowadzi do jej aktywacji. W
sytuacjach stresowych komorki wykorzystuja angiogening do cigcia tRNA, co skutkuje
tworzeniem tiRNA [67], [72], [73]. Chociaz dokladny mechanizm, ktéry pozwala
angiogeninie rozpoznac¢, ktére tRNA ma przeciag¢, nie jest jeszcze w pelni poznany,
wiadomo, ze obecno$¢ niektoérych modyfikacji chemicznych w tRNA jak np. metylacji,
moze hamowa¢ dziatanie tego enzymu, o czym pisatam w rozdziale 1.2.2. [9], [47],
[50], [51]. Oprocz petli antykodonowej, enzym angiogenina potrafi przecina¢ tRNA w
petli TyC. W wyniku tego powstajg tRF-3s, nalezace do kategorii tRF-3a [74].

U drozdzy istnieje podobny proces do dzialania angiogeniny, ktéry jest katalizowany
przez drozdzowa endonukleaze Rnyl, ktora nalezy do rodziny T(2) RNaz, zostat on
opisany w warunkach stresu oksydacyjnego [75].

Warto podkresli¢, ze poldwki tRNA moga powstawa¢ nawet jesli angiogenina jest
nieobecna, co sugeruje, ze w komorce istniejg jeszcze inne enzymy zdolne do tego typu
cigcia tRNA [76].

1.2.4.2. Biogeneza tRF zalezna od Dicer

Dicer, enzym kluczowy dla powstawania mikroRNA, odgrywa rowniez istotng role w
biogenezie tRF [77]. Badania wskazuja, ze Dicer uczestniczy zarbwno w produkcji tRF-
5a, jak i tRF-3a w roznych typach komorek [66], [78], [79]. Te odkrycia sugeruja, ze
szlaki biogenetyczne miRNA i tRF mogg by¢ ze soba powigzane, co moze by¢ istotne
dla zrozumienia ztozonych mechanizmoéw translacyjnych u wyzszych eukariontow [59].

1.2.4.3. Biogeneza tRF zalezna od innych endonukleaz RNA

Powstawanie tRF jest bardziej ztozonym procesem niz poczatkowo sadzono. Nawet w
przypadku braku niektorych kluczowych enzymow, takich jak angiogenina 1 Dicer, tRF
nadal powstaja [66], [76]. Sugeruje to udziat dodatkowych RNaz w przetwarzaniu
tRNA do tRF. Na przyktad, tRF-1 sg wytwarzane przez enzymy ELAC2 lub RNaze¢ Z
poprzez wyciecie fragmentow RNA z prekursorow tRNA, co jest niezbgdne do
prawidlowego funkcjonowania tRF [68]. W odpowiedzi na stresy takie jak infekcja
fagowa czy dzialanie rybotoksyn, bakterie 1 drozdze wykorzystuja dodatkowe
mechanizmy regulacyjne, w tym cigcie tRNA w petli antykodonu, co wplywa na
ekspresje genow [80], [81]. W ludzkich komdrkach dwuniciowe RNA powoduje cigcie
tRNA™, tRNA™® oraz tRNA®" poprzez aktywacje inhibicji translacji przez
endonukleazg RNazg L. Rnaza 1 tnie uwolnione pre-tRNA w przestrzeni
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zewnatrzkomorkowej [82]. W podobny sposob potowki tRNA akumulujg si¢ w ptynach
ustrojowych po przecigciu przez RNazy jak np. RNaza 1. To tworzy rezerwuary cietych
tRNA (ang. nicked tRNASs), ktore moga ponownie wejs¢ do komorki [83]-[85]. U
kregowcow wystepuja biatka z rodziny Schlafen (SLFN), ich N-terminalna domena
endorybonukleazy jest zaangazowana w przetwarzanie tRNA [86].

1.2.5. Funkcje tRF

1.2.5.1. Interakcje tRF z kluczowymi komponentami aparatu translacyjnego i ich
wplyw na ekspresje genow

Najbardziej zachowang ewolucyjnie funkcja tRF jest regulacja translacji. Wiele badan
wskazuje na inhibicj¢ biosyntezy bialka przez tRF w odpowiedzi na rézne bodzce i
stymulanty [39], [87]-[89].

o Inhibicja translacji

Fragmenty pochodzace z tRNA™® | tRNA®”® moga wigzaé si¢ z kluczowymi biatkami
odpowiedzialnymi za rozpoczgcie procesu tworzenia biatka (eIF4G i eIF4A) [67], [72],
[88]. Wspomniana grupa tRF oddziela kluczowy wspotczynnik inicjacji translacji
eukariotycznej 4y (EIF4G) i EIF4A z kompleksu eIFAF wiazacego czapeczke m'G
mRNA, co zaburza inicjacj¢ translacji zalezng od czapeczki [88]. Ponadto, 5’-potowki
tRNA moga powodowaé tworzenie si¢ w komorce tzw. granulek stresowych. Sag to
skupiska réznych czasteczek, w tym biatek 1 niedokonczonych tancuchow biatkowych,
ktére powstaja w odpowiedzi na stres. Granulki stresowe hamujg ogdlng produkcje
biatek w komorce [90].

tRF moga bezposrednio oddziatywa¢ na rybosomy i spowalnia¢ ich prawidlowe
funkcjonowanie. Sobala 1 wspotautorzy wykazali, ze fragmenty pochodzace z tRNA®"
hamowaly produkcje biatek niezaleznie od cyrkularyzacji mRNA [30].

tRF moga rowniez zaktocac proces recyklingu czasteczek tRNA na rozne sposoby, w
tym poprzez bezposrednie oddziatywanie z kluczow?/mi enzymami 1 czynnikami
zaangazowanymi w ten proces. Na przykfad, 5’tRF®" w komorkach HeLa, moze
wplywa¢ na dostgpnos¢ tRNA poprzez inaktywacje lub supresje ich prekursorow
transkrypcyjnych, co prowadzi do zmniejszenia puli dojrzalych czasteczek tRNA
gotowych go uczestnictwa w translacji. To prowadzi do zmniejszenia dostgpnosci tRNA
i spowolnienia produkcji biatek [91]. Badania naszego zespotu z 2016 roku wykazaty
mozliwy potencjal regulatorowy podczas procesu biosyntezy biatka nie tylko 5’tRF ale
rowniez 3’tRF w S. cerevisiae [21]. Przedstawione dane wskazuja na specyficzne
interacje miedzy rybosomami a 5’ i 3’ tRF™ regulujace aktywno$é translacyjna
podczas warunkow stresowych wzrostu S. cerevisiae. Natomiast w 2018 roku
udowodnili$my, ze drozdzowe tRF wplywaja na aminoacylacj¢ odpowiednich
rodzicielskich tRNA oraz globalng aminoacylacje, najprawdopodobniej poprzez
interakcje z aminoacylo-tRNA syntetazami [20].

. Pobudzanie translacji

Fragmenty pochodzace z tRNA"'CAG, moga wigza¢ si¢ z mRNA kodujagcym biatka
budujace rybosomy (np. RPS28 i RPS15). To z kolei prowadzi do zwigkszenia
produkcji tych bialek 1 w efekcie do wzrostu liczby rybosoméw w komorce. Wigcej
rybosomow oznacza szybszg produkcje wszystkich biatek w komoérce [92]. Wykazano
rowniez, ze tRF mogg pobudzac produkcje biatek w komorkach bedacych prekursorami
granulocytow i monocytow (GMP) [74].
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o Funkcje podobne do miRNA

Odkryto, ze niektore tRF moga petni¢ funkcje podobne do dobrze znanych mikroRNA
(miRNA). Obserwacja ta jest niezwykle interesujgca, poniewaz otwiera nowe
mozliwo$ci zrozumienia regulacji proceséw komoérkowych. Kumar i wspolautorzy
opisali pule tRF zwigzanych z biatkami Ago, ktére sa kluczowymi elementami
mechanizmu dzialania mikroRNA [66]. tRF mogg rowniez modyfikowaé interakcje
miedzy komodrka a bakteriami, wykorzystujac mechanizmy przypominajace dziatanie
mikroRNA [93].

o Oddziatywania z biatkami PIWI

Ograniczona liczba badan sugeruje, ze tRF moga uczestniczy¢ w regulacji ekspresji
genéw poprzez interakcje z biatkami PIWI. Niektore badania wykazaly, ze takie
oddziatywania prowadzg do wyciszania ekspresji wybranych genow [2], [94], podczas
gdy inne wskazuja na mozliwo$¢ wpltywania na transkrypcje poprzez zwigckszanie lub
zmniejszanie intensywnosci tego procesu [61]. Co wazne, podobny mechanizm
zaobserwowano rowniez w liniach komodrkowych raka piersi, co sugeruje, ze tRF i
biatka PIWI moga odgrywac istotng role w regulacji ekspresji genéw w rdznych typach
komorek [94].

o Regulacja transkrypcji

U danio rerio wykazano ich udzial w regulacji wczesnych etapéw rozwoju
embrionalnego [95]. W przypadku ludzkiego wirusa biataczki T (HTLV-1) odkryto, ze
tRF-3 pochodzacy z tRNA-Pro, poprzez komplementarno$¢ z miejscem wigzania
primera, zwigcksza aktywno$¢ wirusa [61]. Z kolei w komorkach rozrodczych myszy
zaobserwowano, ze tRF przyczyniaja si¢ do represji retrowirusa endogennego myszy
typu L (MERVL) [61], [90].

1.2.5.2. Wiazanie tRF do bialek moduluje ich funkcje

Oddziatywania tRF z bialkami wigzagcymi RNA (RBPs) majg istotny wplyw na wiele
kluczowych proceséw komorkowych. Badania wykazaty, ze takie interakcje:
e Thumig stabilno$¢ wielu onkogennych transkryptéw w komorkach raka piersi w
warunkach niedotlenienia, co moze hamowac¢ rozwdj nowotworu [96].

e Indukujg oligomeryzacje nukleoliny, sprzyjajac tworzeniu przerzutow w raku

piersi [93].

e Zmniejszaja apoptoz¢ w warunkach stresu osmotycznego w komorkach
fibroblastow myszy [61]. Ponadto, akumulacja tRF w komoérkach ludzkich i
zebrafish pozbawionych kinazy CLP1 prowadzi do zwigkszonej $mierci
komorkowej wywotanej przez biatko p53 [90].

1.3. Krétkie RNA powstajgce ze snoRNA (sdRNA)
1.3.1. Budowa snoRNA

Mate jaderkowe RNA (snoRNA) to mate niekodujace RNA szeroko wystepujace w
jaderkach komorek eukariotycznych, majace dtugo$¢ 60-300 nt [97]. snoRNA sg
gléwnie kodowane przez regiony intronowe gendéw kodujacych i niekodujacych biatek
[98]. Dzielimy je na trzy grupy:
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e snoRNA typu C/D (Rys. 3A)

Zawieraja dwie sekwencje konserwatywne: motyw C oraz motyw D, a ich dlugos¢
wynosi od 70 do 120nt. Motyw C skltada si¢ z nukleotydow: RUGAUGA,
natomiast motyw D sktada si¢ z nukleotydow: CUGA [99].

e snoRNA typu H/ACA (Rys. 3B)

Ta klasa snoRNA o dlugosci 60-75 nt posiada region nazywany kieszeniami
pseudourydylacyjnymi, gdzie reszty urydyny w RNA substratowym ulegaja
izomeryzacji [100]. snoRNA nalezgce do tej grupy zawieraja dwie sekwencje
konserwatywne: motyw H oraz ACA zlokalizowane odpowiednio ponizej
pierwszej i drugiej struktury spinki [101]. Motyw H sktada si¢ z nukleotydow
ANANNA, natomiast motyw ACA sktada si¢ z nukleotydow ANANNN [102].

e mate jaderkowe RNA specyficzne dla cialek Cajala (scaRNAs)

Rowniez podlegaja klasyfikacji C/D-H/ACA, ale niektoére scaRNA zawieraja
zarowno strukturg C/D jak i H/ACA [103].

ANANNA| IANANN Ne—m—

Motyw H Motyw ACA

Rys. 3 Struktura snoRNA. (3A) snoRNA klasy C/D. (3B) snoRNA klasy H/ACA. Niebieskimi ramkami
oznaczono sekwencje konserwatywne dla uwzglednionych grup snoRNA.

snoRNA wigzg si¢ z docelowymi rRNA poprzez elementy antysensowe [59], [82], [83],
[104], [105]. snoRNP czyli kompleksy krotkich RNA z biatkami (ang. small nucleolar
RNA-protein complexes), przenosza grupe metylowg SAM do grupy 2’hydroksylowe;j
czasteczek rybozy w docelowym RNA [106]. Piszac o snoRNA nie mozna zapomnie¢ o
pseudourydylacji, ktora jest wazna w kontekS$cie przeksztalcania kodonow
nonsensownych w kodony sensowne [25], [31], [107]. Znamy dwa typy
pseudourydylacji: niezalezny od RNA 1 zalezny od RNA. Zalezna od RNA
pseudourydylacja wymaga snoRNP z motywem H/ACA [107], [108]. snoRNA s3
wykorzystywane przez acetylotransferaze NATI10 snoRNA do katalizowania
powstawania ac4C na rRNA [109], [110]. Sharma i wspotautorzy postawili hipoteze, ze
snoRNA klasy C/D sg zaangazowane w acetylacj¢ 18S rRNA [111]. Kolejnym
procesem, o ktérym wspomneg jest regulacja alternatywnego splicingu. Niektore badania
wskazujg, ze liczne snoRNA nie majg miejsca wigzania z rRNA [112]. Falaleeva i
wspotautorzy zidentyfikowali komplementarno$¢ miedzy alternatywnie
splicingowanymi eksonami genu E2F7 oraz SNORD27. Dodatkowo powigzano niskie
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poziomy SNORD27 oraz zmniejszony poziom alternatywnego pomijania eksonow
[113].

1.3.2. Klasyfikacja sdRNA

sdRNA (ang. sno-derived small RNA) to krotkie RNA, powstajace w wyniku
precyzyjnego przetwarzania snoRNA. Dlugos¢ sdRNA zalezy od klasy SnoRNA, z
ktorej pochodza. sdRNA pochodzace z klasy H/ACA maja zazwyczaj 20-24
nukleotydy, natomiast te z klasy C/D mogg by¢ zaréwno krotsze (17-19 nt), jak i
dhuzsze (powyzej 27 nt) [114], [115]. Badania z wykorzystaniem sekwencjonowania
wykazaty, ze wiekszo$s¢ sdRNA pochodzacych z klasy C/D lokalizuje si¢ w jadrze
komoérkowym [93]. Natomiast cze$¢ sdRNA, szczegolnie te zaangazowane w proces
interferencji RNA, prawdopodobnie dziata w cytoplazmie [44].

1.3.3. Biosynteza SARNA

Szczegbdtowe mechanizmy biogenezy sdRNA nie sg jeszcze w pelni poznane. Jednakze,
bioragc pod uwage przypuszczenia o wspdlnym pochodzeniu niektérych miRNA i
sdRNA, a takze podobny rozktad ich dlugosci [116], [117], mozna wysnu¢ hipoteze, ze
mechanizmy stojagce za powstawaniem tych dwoch klas krotkich RNA moga by¢
podobne.

1.3.3.1. Biogeneza sdRNA zalezna od Dicer

Badania nad biogeneza sdRNA wskazuja na istotng role Dicer w tym procesie.
Eksperymenty z komoérkami raka jelita grubego pozbawionymi genu Dicer wykazaty
zmniejszenie poziomu sdRNA, co sugeruje, ze Dicer jest niezbedny do ich biogenezy. Z
kolei poziom miRNA w takich komorkach wzrastal [118]. Dodatkowe badania
wykazaly, Zze rowniez biatko DGCRS, ktore jest kluczowym sktadnikiem kompleksu
przetwarzajacego pri-miRNA, moze by¢ zaangazowane w biogeneze siRNA. Usunigcie
genu DGCRS8 prowadzilo do zmniejszenia poziomu wiekszosci sdRNA, szczegolnie
tych pochodzacych z klasy H/ACA. Dodatkowo, zaobserwowanie wzrostu poziomu
niektorych sdRNA po delecji DGCRS sugeruje, ze biatko to moze dziata¢ jako inhibitor
biogenezy niektorych rodzajow sdRNA [114]. Wyniki tych eksperymentow wskazujg
na zlozono$¢ proceséw dojrzewania sdRNA oraz na potencjalne interakcje miedzy
szlakiem biogenezy miRNA i sURNA. Wymagaja one jednak dalszych badan, aby w
pelni zrozumie¢ mechanizmy regulujace biogeneze tych waznych regulatorow ekspresji
genow.

1.3.3.2. Biogeneza sdRNA zalezna od AGO2

AGO2 to niewielkie biatko posiadajace regiony odpowiedzialne za wigzanie RNA
(domeny PAZ oraz MID) oraz domen¢ PIWI umozliwiajagca mu petnienie funkcji
nukleolitycznej [119]. AGO2 jest niezbedne w procesie powstawania mMIRNA,
wspolpracuje z innymi bialkkami (DROSHA/DGCRS), tworzac kompleks,
odpowiedzialny na dojrzewanie miRNA [120], [121]. AGO2 moze mie¢ bardziej
ztozone zadania niz wczesniej sadzono. Hock 1 wspotautorzy wskazali na fibrylaryne
(biatko nalezace do kompleksu snoRNP), jako potencjalny mediator oddzialywan
miedzy AGO2 a snoRNA, sugerujac ze biatko AGO2 moze by¢ zaangazowane w
przetwarzanie sSnoORNA do sdRNA [122].
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1.3.4. Funkcje sdRNA

Istnieja dowody na to, Zze niektore miRNA powstaja ze snoRNA 1 pelnig funkcje w
szlaku interferencji RNA, ktory reguluje ekspresje gendéw na poziomie
potranskrypcyjnym. Ni¢ przewodnia takiego miRNA laczy si¢ z biatkiem AGO2,
tworzac kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing complex). Ten kompleks
rozpoznaje 1 wigze si¢ z komplementarng sekwencja w docelowym mRNA, co moze
prowadzi¢ do degradacji mRNA lub zahamowania jego translacji [123]. Badania
wykazaly, ze miR-605, pochodzacy ze snoRNA klasy H/ACA jest zaangazowany w
szlak zwigzany z biatkiem p53, co sugeruje jego udziatl w regulacji komorkowej [124].
Ponadto, sno-mir-28, pochodzacy z prekursora SNORD28, obniza eckspresje genu
TAF9B i posiada podwyzszony poziom w raku piersi [125]. Jednakze badania Kishore i
wspotautoréw nie wykryly interakcji pomig¢dzy biatkiem AGO i sdRNA z klasy C/D, co
sugeruje, ze nie wszystkie sSARNA uczestnicza w szlaku interferencji RNA [126]. Mimo
to, wiele sdRNA z klasy C/D zawiera motywy funkcjonalne charakterystyczne dla
snoRNA i moze tworzy¢ kompleksy z biatkami [51], [124]. Kishore i wspotautorzy
wykazali, ze niektore sdRNA z klasy C/D moga regulowaé splicing receptora
serotoniny 2C [127]. Nasze badania z 2019 roku wykazaly, ze obecnos¢ sdRNA we
frakcjach rybosomowych wptywa na biosynteze biatek in vivo oraz in vitro w S.
cerevisiae, organizmie pozbawionym szlaku mikroRNA [22]. Obecnos¢ sdRNA w
RNA powigzanych z rybosomami wskazuje na istnienie nowego, innego niz miRNA-
podobnego mechanizmu regulacji translacji przez sdRNA. W tej samej pracy
zaobserwowalismy, ze drozdzowe SORNA hamuja biosynteze biatek w zarodkach
pszenicy, co sugeruje, ze mechanizm regulacji translacji przez sdRNA jest ewolucyjnie
konserwowany. Zhong i wspotautorzy wykryli grupe piRNA pochodzaca ze snoRNA w
ludzkich pierwotnych komodrkach limfocytow-T posiadajacych biatko CDA4.
Nowoodkryte piRNA oddziatywaty z kompleksami TRAMP (gtowny sktadnik systemu
jakosci RNA [128], [129] i egzosomami, co prowadzi do rozktadu pre-mRNA
ukierunkowanego na piRNA [130]. Nalezy tez zwrdci¢ uwage na swoistg ekspresje
snoRNA w tkankach w nowotworach litych oraz krwi [131]-[133]. Moze to wskazywaé
na potencjalng role w diagnostyce i/lub prognozie réznych typow raka [131], [134]-
[137].

1.4. Demetylacja RNA
1.4.1. Bialka AlkB i AIkB-D135S

Biatko AlkB nalezy do rozlegltej nadrodziny oksygenaz zaleznych od a-ketoglutaranu i
zelaza (1) (20G-Fell oksygenazy) [138]. Jego produkcja w Escherichia coli jest
indukowana w odpowiedzi na uszkodzenia wywotane przez czynniki alkilujgce 1 wigze
si¢ z procesem naprawy tych uszkodzen [139]. Enzymy z tej rodziny katalizuja
oksydacyjng demetylacje alkilowanych zasad azotowych w jednoniciowym i
dwuniciowym DNA oraz RNA, usuwajac w ten sposob modyfikacje takie jak 3-
metylocytozyna (m>C), 1-metyloadenina (m'A) [140], 1-metyloguanina (m'G) i 3-
metylotymina (m°T) [141].

Badania strukturalne wykazaly, ze pozytywnie naladowane substraty sg preferencyjnie
wigzane w centrum aktywnym enzymu poprzez oddziatywania elektrostatyczne z
ujemnie natadowang grupa karboksylowa kwasu asparaginowego w pozycji 135
(D135). Na tej podstawie sformutowano przypuszczenie, ze mutacja w pozycji D135
moglaby zwigkszy¢ powinowactwo enzymu do m'G i tym samym poprawi¢ wydajnos¢
demetylacji. W celu potwierdzenia tej hipotezy przeprowadzono mutacje, zastepujac
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kwas asparaginowy seryng. Otrzymany wariant enzymu, nazwany AlkB-D135S,
zachowal kluczowe wigzanie wodorowe z substratem, umozliwiajac efektywne
wigzanie m1G w centrum aktywnym [63].

Opisane mechanizmy naprawy uszkodzen DNA i RNA za posrednictwem biatka AlkB
oraz jego homologow sa niezwykle istotne, poniewaz umozliwiaja przywrdcenie
prawidtowej struktury kwasoéw nukleinowych bez konieczno$ci przecinania nici
polinukleotydowej [65].

Biatka AlkB, a zwlaszcza mutant AlkB-DI135S, wykazuja zdolno$¢ do demetylacji
RNA. Cozen i wsp. jako pierwsi opisali korzystny wptyw tej demetylacji na wydajnosé¢
sekwencjonowania tRNA, uzyskujac ponad trzykrotny wzrost proporcji 0dczytow
tRNA do innych odczytow w bibliotekach [33]. Badania te zainspirowaly innych
naukowcow do dalszych analiz, potwierdzajacych skuteczno$¢ tej metody i
sugerujacych potencjalne zastosowania w sekwencjonowaniu mRNA [105]. Najnowsze
prace koncentruja si¢ na identyfikacji nowych mutantow AlkB o jeszcze wigkszej
aktywnosci demetylacyjnej, otwierajagc nowe perspektywy w badaniach krotkich RNA
[142].

1.4.2. Mechanizm demetylacji

Demetylacja oksydacyjna katalizowana przez biatko AlkB, prowadzaca do usunigcia
modyfikacji m'A i m®C, przebiega w dwoch gléwnych etapach:

1. Aktywacja tlenu molekularnego: W pierwszym etapie biatko AlkB wigze kwas a-
ketoglutarowy oraz jon zelaza (11). Zwigzany jon zelaza (II) aktywuje czasteczke tlenu,
co prowadzi do przeksztatcenia kwasu a-ketoglutarowego w bursztynian oraz powstania
wigzania Fe'V==0.

2. Oksydacja substratu: Kompleks Fe'V==0 odciaga atom wodoru z grupy metylowej
substratu (m1A lub m3C), tworzac rodnik weglowy i wiazanie Fe'"—OH. Nastepnie,
grupa hydroksylowa (-OH) zwigzana z zelazem atakuje rodnik weglowy, prowadzac do
powstania hydroksymetylowego produktu posredniego. Ten nietrwaty zwigzek ulega
dalszej przemianie, prowadzac do uwolnienia demetylowanego produktu koncowego.
W wyniku reakcji, oprocz demetylowanego produktu, uwalniany jest roéwniez
dwutlenek wegla, bursztynian i formaldehyd [143].
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2. Cel i Uzasadnienie Podje¢tej Tematyki Pracy

Celem pracy jest identyfikacja i charakterystyka krotkich RNA asocjujacych z
rybosomami (rancRNA) u drozdzy Saccharomyces cerevisiae w warunkach
optymalnych, lagodnym stresie hiperosmotycznym oraz stresie glodu cukrowego,
ze szczegolnym uwzglednieniem tRF (ktrotkie RNA pochodzace z tRNA) i sdRNA
(krotkie RNA pochodzace ze snoRNA).

Cele szczegolowe obejmuja:

1) Okreslenie ilosci i typéw rancRNA oddzialujacych z podjednostkami
rybosomalnymi, monosomami i polisomami.

2) Zbadanie wplywu metylacji RNA na ilo$¢ i typ wykrywanych rancRNA.
3) Okreslenie mozliwej funkcji najczesciej wykrywanych tRF oraz sdRNA.

Uzasadnienie podjecia tematyki badawczej:

Od czasu odkrycia krotkich RNA pochodzacych z tRNA (tRF) oraz snoRNA (SURNA),
liczba znanych rancRNA znaczaco wzrosta. Cho¢ wiedza na temat roli tych czasteczek
w prawidlowym funkcjonowaniu komorki jest coraz lepiej poznana, zwigzek migdzy
rancRNA a poszczegdlnymi elementami maszynerii translacyjnej pozostaje stabo
zbadany. Biorgc pod uwage kluczowa role tRF i sdRNA w procesach zyciowych,
szczegblowa analiza ich asocjacji z podjednostkami rybosomalnymi, monosomami i
polisomami jest niezwykle istotna. Zrozumienie tych interakcji moze przyczynic si¢ do
lepszego poznania mechanizmow molekularnych lezagcych u podstaw chordb
zwigzanych z zaburzeniami funkcji rybosomow.

W naszych wczesniejszych badaniach [22] skupiliémy sie na rancRNA zwigzanych z
rybosomami. Jednakze, ze wzgledu na ograniczenia metodologiczne, nie byliSmy w
stanie przeprowadzi¢ szczegdlowej analizy asocjacji rancRNA z poszczegdlnymi
komponentami rybosomu. Niniejsza praca doktorska ma na celu wypehienie tej luki
badawczej poprzez zastosowanie nowoczesnych technik sekwencjonowania
wysokoprzepustowego do kompleksowej analizy asocjacji rancRNA z podjednostkami
rybosomalnymi, monosomami i polisomami.

Inspiracja do przeprowadzenia eksperymentéw demetylacji RNA byty wyniki badan
Arm-seq [33], w ktorych wykazano, ze zastosowanie biatek AlkB i AlkB-D135S
prowadzi do znaczacego wzrostu liczby wykrywanych krotkich RNA pochodzacych z
tRNA. Autorzy tych badan sugeruja, ze modyfikacje struktury tRNA, takie jak
metylacje, mogg utrudnia¢ ich sekwencjonowanie, prowadzac do niedoszacowania
rzeczywistej roznorodnosci krotkich niekodujagcych RNA (ncRNA). W zwigzku z
powyzszym, zdecydowalismy si¢ porowna¢ wyniki sekwencjonowania standardowego
z wynikami uzyskanymi po zastosowaniu biatek AlkB/AlkB-D135S, aby oceni¢, czy ta
metoda pozwoli nam na bardziej kompleksowg identyfikacje rancRNA zwigzanych z
rybosomami.
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3. Materialy i metody

3.1. Aparatura

Cieplarka do hodowli drozdzy — Excella E24 Incubator Shaker — New Brunswick
Scientific

Cieplarka do hodowli bakterii — Mini Incubator — Labnet

Spektofotometr — JENWAY seria 74 UV/VIS 198-1000nm

Wiréwka — Hettich ROTINA 380R

Wirowka — Centrifuge 5810 R — Eppendorf

Wytrzasarka o ruchu drgajacym — Vortex PV-1 — Grant-bio Instruments
Ultrawirdéwka — Beckman Avanti JXN-26 Refrigerated Centrifuge, rotor: Beckman
SWA41 Ti

Autoklaw — Prestige Medical, No. 210004

Komora laminarna BSL1- FASTER S.r.l., FlowFAST V

Mikroskop — OLYMPUS 1X73 Inverted Microscope

Sonikator — VCX 130

Termocykler — T-professional — Biometra

Gradienty — BioComp Piston Gradient Fractionator™, program: SW41 LONG SUCR 7-
47 wv

NanoDrop — NanoDrop One Microvolume UVVis Spectrophotometer.

Agilent — Agilent 2100 Bioanalyzer

Wiytrzasarka orbitralna — Labnet ProBlot — Rocker

Licznik scyntylacyjny — BioTek Synergy 2

Wizualizacja zeli — G BOX. Chemi XR 5, Syngene

Transiluminator — BLooK™ LED Transilluminator

Waga analityczna — RADWAG PS 1000.R1 - RADWAG

Waga analityczna — AS 220.R2 - RADWAG

Aparat do elektroforezy — Mini Gel Tank — Thermo Fisher Scientific

3.2. Odczynniki oraz gotowe zestawy odczynnikow

Nazwa odczynnika

Producent, Nr Katalogowy

2-merkaptoetanol

Sigma, MFCD00004890

gar

BioShop, AGR001

IAkrylamid/bis-Akrylamid (37.5:1) Mieszanka wstepna

BioShop, ACR013.200

protynina

BioShop, 9087-70-1

Blekit bromofenolowy

BioShop, BRO777.10

kekit Coomassie Brilliant

Thermo Scientific Chemicals, 20278

Surowicza albumina wolowa (BSA)

BioShop, 9048-46-8

Chlorek amonu

Sigma, 12125-02-09

Chlorek magnezu

BioShop, MAG510.500

Chlorek potasu

BioShop, POC88.1

Chlorek sodu BioShop, SOD2.1
Chloroform Chempur, 67-66-3
Cykloheksymid BioShop, CYCO003

D-(+)-Glukoza

Sigma, 50-99-7

DL-Ditiotreitol

Sigma, 211-627-6

Dimetylosulfotlenek (DMSO)

Invitrogen, D12345

Dodecylosiarczan sodu (SDS)

BioShop, SDS001

was wersenowy (EDTA), s61 dwusodowa dwuwodna

BioShop, 6381-92-6

Ekstrakt drozdzowy

BioShop, YEX401
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Etanol 70%

Merck, 459836

Etanol 96%

POCH, 64-17-5

Fosforan trisodowy dwunastowodny

Sigma, 10101-89-0

Glicerol BioShop, GLY001
Glicyna BioShop, GLN001.1
Heparyna BioShop, HPA333

Izopropylo B-D-1-tiogalaktopiranozyd (IPTG)

BioShop, 367-93-1

Koprecypitant GlycoBlue (15 mg/mL)

Thermo Fisher Scientific, AM9516

Kwas L-askorbinowy

BioShop, 0134-03-02

Kwas octowy lodowaty 99,5%

Chempur, 64-19-7

was o-Ketoglutarowy

SIGMA, 328-50-7

Leupeptyna

BioShop, leu001.25

Lizozym z bialka jaja kurzego

Sigma, L6876

2-(N-morfolino) kwas etanosulfonowy (MES)

BioShop, 145224-94-8

Metanol

Chempur, 67-56-1

Mocznik

BioShop, 57-13-6

Nadsiarczan amonu

BioShop, AMP001.100

Octan sodu trojwodny

BioShop, 6131-90-4

Octan Trisu

BioShop, TRA222

IPageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific Chemicals, 26619

Pepstatyna A

Bioshop, PEP605.25

Pepton

BioShop, PEP403

Fluorek fenylometylosulfonylowy (PMSF)

BioShop, PMS123.25

Siarczan amonu Zelaza (II) szeSciowodny

Sigma, 9719

Siarczan kanamycyny

BioShop, 25389-94-0

Siarczan magnezu

BioShop, MAG522.500

Siarczan zelaza (II) siedmiowodny

Merck, 7782-63-0

Sybr™ Safe DNA Gel Stain

Thermo Fisher Scientific, S33102

Czterometyloetylenodiamina (TEMED)

BioShop, TEM001

TriReagent

Molecular Research Center, TR118

2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propandiol (TRIS)

BioShop, TRS001

Chlorowodorek tris (Tris-HCI pH7,5)

BioShop, 77-86-1

ween 20

BioShop, TWN510.500

Woda wolna od nukleaz

Thermo Fisher Scientific, AM9937

Tab.1 Lista najwazniejszych odczynnikow.

Nazwa zestawu

Producent, Nr Katalogowy

1-Methyladenosine (m1A) ELISA Kit

Cell Biolabs, MET-5099

Dynabeads™ His-Tag Isolation & Pulldown

Invitrogen, 10103D

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent, 5067-1511

micon® Ultra-cell 3kkDa MWCO

Milipore, 41104916

Tab.2 Lista najwazniejszych gotowych zestawéw.
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Nazwa Producent, Nr Katalogowy

RiboLock RNase Inhibitor [40 U/ul] IA&A Biotechnology, 037-25

Lysozyme from chicken egg white Merck, 12650-88-3

RiboRuler Low Range RNA Ladder, ready-to-

Use Thermo Scientific Chemicals, SM1833

Tab. 3 Lista najwazniejszych enzyméw

3.3. Bufory oraz pozywki wykorzystane w pracy
3.3.1. Bufory

Bufor do przygotowania ekstraktu drozdzowego
e 10mM — Tris-HCI pH7,5
« 100mM — NacCl
« 30mM — MgCl,
¢ 200pg/ml — heparyna
¢ 500pg/ml — cykloheksimid (CHX) w dimetylosulfotlenku (DMSO)
e 1mM — fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)
e 6mM — B-merkaptoetanol
e 1nM — pepstatyna A w DMSO
e 10nM — leupeptyna
« 10 ng/ml — aprotynina

Bufor 2X (50ml)
e 50mM - octan trisu pH 7,0
e 12mM — MgCl,
e 50mM — NH,CI
e1lmM-DTT

10X TGB (1L)
« 36,28 g — Tris
¢ 144,13 g — glicyna
10 g — laurylosiarczan sodu (SDS)

Bufor do elucji z zelu
¢ 0,3 M - NaOAc
«1lmM - EDTA

Bufor uzyty do sonikacji bakterii
e 100mM — NasPO,4 pH 8,0
« 600mM — NacCl
0,02 % — Tween 20
e 1ImM - PMSF
e 500pg/ml — lizozym z biatka jaja kurzego

Bufor barwiacy (1L)
« 2 g — Coomassie Brilliant Blue
e 75 ml — kwas octowy 99,5-99,9%
« 500 ml — etanol 96%
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Bufor odbarwiajacy (1L)
« 100 ml — kwas octowy 99,5-99,9%
¢ 500 ml — metanol

Bufor do demetylacji
« 300mM - KClI
e 2mM — MgClI2
e 50uM — (N H4)2F€(SO4)2 *6H,0
¢ 300uM — Kwas a-ketoglutarowy
e 50mM — Bufor MES pH 5
e 50pg/ml — BSA
e 2mM — kwas L-askorbinowy
e 20ng/uL — AlkB
e 20ng/uL — AIkBD135S

2.3.2. Pozywki

YPD (1l) (ang. Yeast extract, Peptone, Dextrose)
e 20 g — pepton
« 10 g — ekstrakt drozdzowy
¢ 20 g — glukoza

YPD + Agar (0,4L) 10 g — pepton
5 g — ekstrakt drozdzowy
«159g—agar
« 10 g — glukoza

LB (ang. Luria-Bertrani Medium) (1L) z dodatkiem Kanamycyny
« 10 g — pepton
e 5 g — ekstrakt drozdzowy
59— NaCl
 50pg/ml — kanamycyna

Pozywka stata LB + Kanamycyna (1L)
» 10 g — pepton
e 5 g — ekstrakt drozdzowy
59— NaCl
e 12 g—agar
 50pg/ml — kanamycyna

Medium SOC (1L) (ang. Super Optimal Medium with catabolic repressor)
« 20 g — pepton
e 5 g — ekstrakt drozdzowy
« 0,58 g — NaCl
«4,89—MgSO,
« 0,952 g- MgClZ
« 0,186 g — KCI
« 3,603 g — Glukoza



3.4. Hodowle drozdzowe oraz bakteryjne
3.4.1. Szczep drozdzy

W badaniach wykorzystano drozdze Saccharomyces cerevisiae, szczep BY4741
(MATa;his3A1;leu240;ura40). Hodowle prowadzono w sterylnych kolbach o objetosci
500 ml, zawierajacych 300 ml pozywki YPD w inkubatorze w 30°C z wytrzgsaniem o
predkosci 180 rpm, az do uzyskania fazy logarytmicznego wzrostu (absorbancja przy
dhugosci fali 600nm: 0,7 — 0,9).

3.4.1.1. Typy stresow abiotycznych

Kontrola

Odmierzono 300 ml wcze$niej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 500 ml. Hodowano przez 15 minut w 30°C z
wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Stres glodu cukrowego

Odmierzono 300 ml wczesniej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnych falkondw o objetosci 50 ml. Wirowano przez 3 min przy
predkosci 3260 x ¢, nastgpnie usunig¢to supernatant, a osad rozpuszczono w 500 ml
pozywki YP - pozywce YPD pozbawionej cukru. Nastepnie hodowano przez 15 minut
w 30°C z wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Stres hiperosmotyczny

Odmierzono 300 ml wczesniej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 500 ml. Dodano 60 ml 5 M roztworu sorbitolu
(do stezenia koncowego 1M). Nastepnie hodowano przez 15 minut w 30°C z
wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Szok ciepla

Odmierzono 300 ml wcze$niej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 500 ml. Nastepnie hodowano przez 15 minut w
37°C z wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Szok zimna

Odmierzono 300 ml wczesniej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 500 ml. Nastepnie hodowano przez 15 minut w
15°C z wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Wysokie zasolenie
Odmierzono 300 ml wcze$niej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 500 ml. Dodano roztworu chlorek sodu do
stezenia koncowego 1M. Nastepnie hodowano przez 15 minut w 30°C z wytrzasaniem o
predkosci 180 rpm.

Swiatlo UV

Odmierzono 300 ml wczesniej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 500 ml. Wystawiano hodowle na
promieniowanie UV (120 J/m?). Nastepnic hodowano przez 15 minut w 30°C z
wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Warunki anaerobowe

Odmierzono 300 ml wcze$niej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 300 ml. Kolba zostala szczelnie owinigta
parafilmem. Nastepnie hodowano przez 15 minut w 30°C bez wytrzasania.
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Wysokie pH

Odmierzono 300 ml wczesniej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnej kolby o objetosci 500 ml. Dodano kwas solny, aby zmieni¢ pH do
wartosci 7,9. Nastepnie hodowano przez 15 minut w 30°C z wytrzgsaniem o predkosci
180 rpm.

Stres glodu aminokwasowego

Odmierzono 300 ml wczesniej przygotowanej hodowli drozdzy o docelowej absorpcji.
Przelano do sterylnych falkonéw o objetosci 50 ml. Wirowano przez 3 min przy
predkosci 3260 x ¢, nastgpnie usunig¢to supernatant, a osad rozpuszczono w 300 ml
pozywki pozbawionej aminokwasoéw. Nastgpnie hodowano przez 15 minut w 30°C z
wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Stres hipoosmotyczny

Komérki hodowano do fazy srodkowej logarytmicznej w YPD uzupelionym 1M
sorbitolu zostaty przeniesione do YPD bez sorbitolu. Nastepnie hodowano przez 15
minut w 30°C z wytrzasaniem o predkosci 180 rpm.

Po 15 minutowej hodowli, proby chtodzono na lodzie, wirowano z predkoscia 3260 X ¢
przez 3 min w 4°C, usuni¢to supernatant, a 0sad zamrozono w -80°C.

3.4.2. Hodowla komorek kompetentnych Escherichia coli

W badaniach wykorzystano bakterie Escherichia coli szczep K12 JM109.

3.4.2.1. Transformacja metoda szoku cieplnego

Bakterie kompetentne rozmrozono na lodzie i dodano do nich 5-10 ng plazmidu
zawierajagcego DNA kodujace biatko AIkB (Rys.3) oraz D135S (Rys.4). Proby
inkubowano na lodzie przez 30 min, a nastgpnie umieszczono w termobloku na 30s w
42°C. Po tym czasie schtodzono je na lodzie oraz dodano 250 ul SOC rozgrzanego do
temperatury 30°C. Proby inkubowano w 37°C przez 60min z wytrzasaniem 225 rpm. Po
zakonczonej inkubacji, bakterie posiano na szalkach z pozywka stala LB z dodatkiem
antybiotyku kanamycyny (50 ug/ml). Hodowla byta prowadzona przez noc w 37°C,
nastepnie bakterie przechowywano w 4°C.
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Rys. 3 Plazmid wykorzystany do transformacji bakterii E.coli zawierajacy sekwencj¢ kodujaca
bialko AIKB. Zrodto: https://www.addgene.org/79050/
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Rys.4 Plazmid wykorzystany do transformacji bakterii E.coli zawierajacy sekwencj¢ kodujaca
bialko AIkB-D135S. Zrodlo: https://www.addgene.org/79051/
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3.4.2.2. Nadprodukcja bialek w bakteriach

Selekcje komorek bakteryjnych zawierajacych plazmidy przeprowadzono na podstawie
obecnosci genu markerowego — kodujacego enzym inaktywujacy kanamycyng. W tym
celu za pomoca ezy pobrano pojedyncza koloni¢ bakteryjng z plytki agarowej i
przeniesiono ja do 600 ml ptynnej pozywki LB zawierajacej antybiotyk kanamycyne.
Hodowle inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzasaniem o predkosci 250 rpm do
momentu osiggni¢cia fazy logarytmicznego wzrostu (ODgy 0,6-0,8). Nastepnie w celu
indukcji ekspresji genu docelowego, dodano do hodowli 1mM izopropylo-p-D-
tiogalaktozydu (IPTG) i 5 uM siarczanu zelaza (II). Hodowle inkubowano przez 4h w
temperaturze 30°C. Komorki bakteryjne zostaty zebrane przez odwirowanie w 4°C przy
predkosci 5000 rcf przez 5 min. Po usuni¢ciu supernatantu, komoérki zamrozono w
temperaturze -20°C.

3.4.2.3. Izolacja bialek

Izolacje biatek AlkB/AlkB-D135S rozpoczeto od rozbicia komorek bakteryjnych
metodg sonikacji. Suspensje komoérkowa poddano 15 cyklom sonikacji po 5 sekund
kazdy, z przerwami 1 minutowego odpoczynku na lodzie, w celu zapobiegnigcia
przegrzaniu probki. Sonikacj¢ prowadzono w buforze do sonikacji. Uzyskany lizat
komoérkowy odwirowano, aby usunaé nierozpuszczone pozostatosci. Nastgpnie do
oczyszczania biatka wykorzystano chromatografie powinowactwa na nos$niku
magnetycznym Dynabeads™ His-Tag. Biatka zostaly wyizolowane zgodnie z
protokotem dotgczonym do zestawu Dynabeads™ His-Tag Isolation & Pulldown —
Invitrogen.

3.4.2.3.1. Zageszczanie bialek

Do zaggszczenia biatek wykorzystano kolumny Amicon® Ultra Centrifugal Filter, 3
kDa MWCO. Umozliwito to zatrzymanie na filtrze docelowych biatek i jednoczesne
usunigcie mniejszych czasteczek, takich jak sole. Zageszczenie przeprowadzono
zgodnie z protokotem producenta.

3.4.2.3.2. Sprawdzenie czystosci biatek
Aby sprawdzi¢ czystos¢ biatek przygotowano zel poliakrylamidowy z SDS.

Zel rozdzielajacy:
e 1625 ul — 40% 37,5:1 acr/bis
e 2438 ul — 1M Tris/HCI pH 8,8
e 65 ul —10% SDS
e 65 ul —10% APS
o4 ul-TEMED
¢ 2300 pl - H.0

Zel zageszczajacy:

¢ 200 pl —40% 37,5:1 acr/bis
e 268 ul — 1M Tris/HCI pH 6,8
e 22 ul—10% SDS
e 22 ul—10% APS
¢4 ul-TEMED
e 1483 ul - H.0
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Przygotowno zel rozdzielajacy i wylano go do gotowej kasetki - Bolt™ Empty Mini
Gel Cassettes (Invitrogen). Na wierzchu wylanego zelu umieszczono 1 ml wody, aby
wyréwna¢ poziom zelu. Gdy zel spolimeryzowat usuni¢to wod¢ i przygotowano zel
zageszczajacy. Nastepnie wylano zel do kasetki i poczekano na polimeryzacje. Kasetke
umieszczono w aparacie do elektroforezy — Mini Gel Tank, wolne przestrzenie
uzupetiono buforem 1XTGB. Do 5 ug biatka dodano 1,2 ul 4X obcigzacza. Jako
markera uzyto PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (ThermoFisher).
Przeprowadzono elektroforeze przez 30 min przy stalym natezeniu 200V. Nastepnie zel
wybarwiono w buforze barwigcym przez 1 h. Kolejnym etapem byto odbarwianie w
buforze odbarwiajacym przez okoto 1,5 h.

Obcigzacz 4X
« 40% — glicerol
« 0,4% — bigkit bromofenolowy
¢ 200 mM — Tris-HCL
e 8% — SDS
¢ 400 MM - DTT

3.5. Profilowanie polisomowe

Przygotowania rozpoczeto od hodowli drozdzy Saccharomyces cerevisiae o objetosci
300 ml, az do uzyskania fazy logarytmicznego wzrostu. W tym momencie drozdze w
warunkach optymalnych wirowano, usuwano supernatant i osad mrozono, natomiast w
przypadku dwoch warunkéw stresowych aplikowano opisane w rozdziale 3.4.1.1. stresy
abiotyczne a nastgpnie wirowano, usuwano supernatant i 0sad mrozono tak, jak
komorki z warunkéw optymalnych. Drugim istotnym etapem bylo przygotowanie lizatu
komoérkowego.

Przygotowanie lizatu komérkowego

Zamrozony osad zawieszono w 1 ml buforu do przygotowania ekstraktu drozdzowego i
umieszczono w probowce typu Eppendorf. Wirowano 3 min w 4°C z predkoscig 6000
rcf. Nastgpnie usuwano supernatant i ponownie dodawano 500 ul buforu do ekstraktu,
40U inhibitora RNAz oraz 1 ml szklanych kulek o $rednicy 400um. Probke poddano
homogenizacji przez 8 cykli po 30s z odstepami chtodzenia 30s w lodzie. Do
homogenizacji wykorzystano worteks. Kolejnym etapem bylo przeniesienie ekstraktu
do nowych probéwek. Probéwki zawierajace szklane kulki ptukano 500 ul buforu do
przygotowania ekstraktu, a nastepnie ptyn dodawano do uzyskanego juz ekstraktu.
Uzyskane proby wirowano przez 10 min w 4°C z prgdkoscig 10000 rcf. Supernatant
przeniesiono do nowej probowki i mierzono ODg, za pomoca NanoDrop. Tak
przygotowany lizat przechowywano przez noc w temperaturze -80°C.

Przygotowanie gradientu sacharozy:

Tego samego dnia co lizat komdérkowy wykonano gradienty sacharozy. Przygotowano
wagowo-objetosciowy gradient sacharozy o stgzeniu od 7% do 47%. Gradient
przygotowano metodg mieszania stopniowego dwoch roztwordw sacharozy o ré6znym
stezeniu wykorzystano do tego celu BioComp Piston Gradient Fractionator™, program:
SW41 LONG SUCR 7-47 wv. Program do uzyskania gradientu charakteryzowat si¢
nastgpujacymi parametrami: 4:24 min, kat nachylenia 60°, szybkos¢ 30km/h; 0:53 min,
kat nachylenia 80°, szybkos¢ 0 km/h, catos¢ uzyskano w 2 krokach. Gradient wraz z
rotorem przechowywano w chlodni w temperaturze 4°C przez noc.
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Wirowanie w gradiencie sacharozy:

Ten etap wykonywano w kolejnym dniu. Na gradient sacharozy natozono objetos¢
lizatu odpowiadajaca 10 jednostkom A260. Wszystkie proby zostalty poddane
ultrawirowaniu przez 2,5 h przy 39 000 rpm w temperaturze 4°C w rotorze SW41 Ti. Po
zakonczeniu wirowania, gradient frakcjonowano za pomocg urzadzenia Piston Gradient
Fractionator firmy Biocomp, ktéry dzieli prébe na podstawie zdefiniowanych
parametrow 1 generuje wykres profilowania polisomowego. Nasze ustawienia
uwzgledniaty zbieranie 24 frakcji przy predkosci 0,3 mm/s przy dtugosci fali 254 nm.
Uzyskane frakcje przechowywano w temperaturze -80°C do dalszej analizy. Kazda
frakcje zamrazano osobno.

Sklad gradientow:
7% sacharoza —3,5 g sacharoza, 25 ml bufor 2x, ImM DTT, 0,25 mg/ml
Cykloheksimid (CHX) w dimetylosulfotlenku (DMSO)

47% sacharoza — 23,5 g sacharoza, 25 ml — bufor 2x, 1ImM DTT, 0,25 mg/ml CHX w
DMSO

3.6. I1zolacja RNA

Przed izolacja RNA wykonano analize profili A254 (Rys.7), na tej podstawie
wyodrebniono frakcje: wolne RNA, mate podjednostki 40S, duze podjednostki 60S,
monosomy 80S, polisomy. W obrebie wyznaczonych frakcji rybosomowych potaczono
odpowiadajace im probowki z rozdziatu 3.5. W zwigzku z duza objetoscia prob, kazda
frakcje rybosomowg podzielono na kilka proboéwek typu Eppendorf po 400 ul kazda.
Do kazdej probowki dodano 1 ml TriReagent i wymieszano. Proby mrozono w -80°C
przez 10 min. Po rozmrozeniu w temperaturze pokojowej, do kazdej probowki dodano
200 pl chloroformu. Proby intensywnie mieszano przez 3 min za pomocg Worteksu,
nastepnie wirowano przez 15 min w 4°C 12 000 x g. Gorng wodng faze przeniesiono do
nowych probowek. Do kazdej probki dodano: 2,5 objetosci etanolu, 1/10 obj. 3M
octanu sodu i 0,5 ul ko-precypitantu Glyco Blue. RNA strgcano przez noc w
temperaturze -20°C. Kolejnym etapem bylo wirowanie prob przez 30 minut przy 16 000
X g w temperaturze 4°C. Supernatant ostroznie usuni¢to, a osad zawierajagcy RNA
wysuszono w temperaturze pokojowej. Wysuszony osad rozpuszczono w odpowiedniej
ilosci wody wolnej od RNAz. Ste¢zenie i czystos¢ RNA okre$lono za pomocg urzadzenia
Agilent.

3.6.1. Elektroforeza kwasow nukleinowych

Zel poliakryloamidowy (PAA) w warunkach denaturujacych

Do rozdziatu catkowitego RNA wykorzystano zZel poliakrylamidowy o 8% ste¢zeniu
akrylamidu, usieciowany w stosunku 37,5:1 (akryloamid:bisakrylamid) z 7 M
mocznikiem oraz bufor elektroforetyczny 1x TBE. Do probek RNA dodano 6x stezony
bufor obcigzajacy, a jako marker wielkosci uzyto RiboRuler Low Range RNA Ladder,
ready-to-use. Elektroforez¢ poprzedzala preelektroforeza prowadzona przy natgzeniu
pradu 30 mA, przez 20 min. Nastgpnie wlasciwy rozdziat elektroforetyczny
prowadzono przy natgzeniu pradu 30 mA. Wielko$¢ szyb do elektroforezy to 16,5 x 22
cm. RNA wybarwiono SYBR Safe. Do wizualizacji RNA wykorzystywano systemy do
dokumentacji zeli G:Box oraz transiluminator.
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3.6.2. Elucja kwaséw nukleinowych z zelu poliakrylamidowego

Po elektroforezie, zel poliakryloamidowy umieszczono na transiluminatorze. Przy
uzyciu skalpela wycigto prazki odpowiadajace pozadanym fragmentom RNA. Wycigte
fragmenty Zelu rozdrobniono i umieszczono w probowce typu Eppendrof. Nast¢pnie
proby inkubowano w buforze do elucji z zelu przez noc w temperaturze pokojowej z
wytrzasaniem 1000 rpm. RNA stragcano dodajac do probki: 0,1 objetosci 3 M octanu
sodu, 1 ul GlycoBlue Coprecipitant oraz 2,5 objetosci 96 % etanolu. Probki stragcano
przez 30 min w temperaturze -80°C. Po stragcaniu probki wirowano w temperaturze 4°C
przy 14 000 X g przez 30 min. Supernatant usuni¢to, a osad suszono i rozpuszczano w
sterylnej wodzie wolnej od RNaz.

3.6.3. Analiza jakoS$ciowa i iloSciowa kwasow nukleinowych

Podczas przygotowywania materiatu RNA do sekwencjonowania, analize jakoSciowg i
ilosciowg kwasdéw nukleinowych wykonano przy uzyciu analizatora kapilarnego
Agilent 2100 Bioanalyzer z wykorzystaniem zestawu Agilent RNA 6000 Nano Kit.
Procedure przeprowadzono zgodnie z protokotem zalgczonym przez producenta. Po
kontroli jakosci i ilo§ci RNA, zabezpieczono 200-500 ng i przestano do firmy Fasteris
do sekwencjonowania.

3.7. Demetylacja RNA

RNA bylo traktowane 2 pg kazdego z bialek w objetosci 100 pl mieszaniny
demetylujace;j.
1. Do 5 pg RNA dodano odpowiednig ilo$¢ buforu do demetylacji.
2. Inkubowano w temp. pokojowej przez 2h.
3. Zatrzymano inkubacje¢ poprzez dodanie SmM kwasu wersenowego (EDTA).
Przeprowadzono wytragcanie RNA przez noc w -20°C, dodajac 2,5 objetosci
etanolu (rozdziat 3.6.)

3.8. Sekwencjonowanie RNA

Przygotowanie bibliotek rancRNA oraz sekwencjonowanie przeprowadzila frima
Fasteris. Lgcznie zsekwencjonowano 48 bibliotek na instrumencie NextSeq, w
technologii sekwencjonowania z jednego konca (ang. single end) insertow o dlugosci
maksymalnej 75 bp, z docelowg iloscig odczytow rownag 6,5 mln z kazdej biblioteki.
Wszystkie probki sekwencjonowano razem w jednej linii sekwenatora, stosujac
indeksowanie.

3.9. Identyfikacja rancRNA w zmiennych warunkach $rodowiskowych -
komputerowe profilowanie asocjacji

Zadanie realizowano dwuetapowo. Pierwszy etap obejmowal profilowanie poziomdéw
rancRNA 1 polegal na mapowaniu odczytow sekwencji cDNA do genomu
referencyjnego drozdzy za pomoca programu RNA STAR. Podczas mapowania
odczytow z bibliotek RNA nie poddawanych demetylacji zezwolono na niewielka
liczbe¢ niedopasowan, ze wzgledu na obecno$¢ modyfikacji zasad w fragmentach
pochodzacych z tRNA 1 rRNA, ktore mogg prowadzi¢ do btednego odczytu podczas
odwrotnej transkrypcji. Nastepnie, w obrebie grup odczytéw zmapowanych do tych
samych loci zweryfikowano stabilno$¢ koncéw 5' 1 3', aby odroézni¢ produkty
przetwarzania RNA od degradantow. Dla zidentyfikowanych w ten sposob stabilnych
RNA obliczono ich poziom akumulacji poprzez zliczanie liczby odczytow na nie
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przypadajacych. Zadanie zrealizowano we wspétpracy z dr hab. Markiem Zywickim z
Zaktadu Biologii Obliczeniowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w
Poznaniu.
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4. Wyniki i dyskusja
4.1. Profilowanie polisomowe

Biosynteza bialek stanowi proces metabolicznie kosztowny dla komorki. W odpowiedzi
na stres $rodowiskowy, organizmy zywe czgsto reguluja tempo translacji, co jest
Mmechanizmem adaptacyjnym minimalizujagcym zuzycie energii [144]. Rybosomy
eukariotyczne, zlozone z podjednostki matej (40S) i duzej (60S), moga tworzyc
zar6bwno monosomy (jeden rybosom na czasteczce mRNA) jak 1 polisomy (wiele
rybosoméw na jednej czasteczce mRNA). Frakcjonowanie polisoméw w gradiencie
gestosci  sacharozy jest powszechnie stosowang metodg analizy translacji,
umozliwiajaca nie tylko tworzenie profili polisomowych ale rowniez identyfikacje
niekodujagcych RNA zwigzanych z rybosomami (rancRNA) oraz okreslenie profilu
translacji mMRNA [145]-[156]

Stad, aby okresli¢ poziom translacji w drozdzach Saccharomyces cerevisiae
poddawanych zréznicowanym warunkom lagodnego stresu abiotycznego, wykonano
profilowanie polisomowe (Rozdziat 3.5.). Polegalo ono na przygotowaniu lizatu
komodrkowego drozdzy S. cerevisiae hodowanych w 10 warunkach stresowych oraz w
warunkach optymalnych (kontrolnych), zwirowaniu go w gradiencie sacharozowym i
rozdzieleniu komponentéw rybosomowych ze wzgledu na ich stalg sedymentacji.
Frakcje byly monitorowane z uzyciem spektrofotometru emitujacego wigzke $wiatta o
dhlugoséci 254 nm oraz rejestracj¢ absorbancji w sposob liniowy. Do frakcjonatora
podiaczony jest automatyczny kolektor frakcji, ktory dzieli probe na podstawie
zdefiniowanych parametrow i generuje wykres profilowania polisomowego.

Na podstawie wczesniejszych badan prowadzonych w Pracowni Modelowych
Organizméw Bezkregowych [157] dotyczacych przetwarzania tRF w S. cerevisiae
wytypowane zostaly warunki hodowli drozdzy, w ktérych obserwowano znaczace
zmiany w krotkich RNA zwigzanych z rybosomami po 15-minutowym stresie [22],
[157]-[159], a takze w sktadzie rybosomow [160]. Na tej podstawie, do moich badan
zastosowatam nastepujace warunki stresu abiotycznego: szok ciepla, szok zimna,
wysokie zasolenie, §wiatto UV, warunki beztlenowe, wysokie pH, gtdéd aminokwasowy,
gldéd cukrowy, warunki hipoosmotyczne i1 hiperosmotyczne. Uzyskane wyniki zostaly
przedstawione na Rys. 5.
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Rys. 5. Wykresy profilowan polisomowych Saccharomyces cerevisiae hodowanych w réznych
warunkach stresowych. 40S oznacza mate podjednostki rybosomu, 60S duze podjednostki rybosomow,
80S - monosomy, P - polisomy. O$ y oznacza wysoko$¢ absorbancji przy fali A254, natomiast na osi X
oznaczono gradient sacharozy od 4,5% do 45%.

W warunkach optymalnych otrzymany profil polisomowy wskazuje znaczne
nagromadzenie wielu rybosomoéw zwigzanych z mRNA (polisomy) w dolnej czgsci
gradientu. Jest to potwierdzone wysokim sygnalem absorbancji na tym obszarze i
swiadczy o wysokiej aktywnosci translacyjnej komorek. Poddanie drozdzy warunkom
stresowym skutkowalo zmniejszeniem liczby polisomow oraz wzrostem ilosci
monosomow (80S) w poréwnaniu z warunkami optymalnymi (Rys.5). Najbardziej
wyrazng zmian¢ Ww proporcjach polisoméw 1 monosomoOw zaobserwowano w
warunkach glodu cukrowego oraz stresu promieniowania UV. W tych warunkach
sygnal polisomow znajdowal si¢ na poziomie 0,025-0,05 Azss, natomiast sygnaty
odpowiadajace monosomom znajdowaty si¢ w przedziale 0,25-0,30 w warunkach gtodu
cukrowego oraz w warunkach stresu UV 0,45-0,5. Mniejszy spadek ilosci polisomoéw
byl widoczny w stresach: szoku zimna, wysokiego stezenia soli, warunkow
anerobicznych i glodu aminokwasowego. Stresy wysokiego pH, hipo- i hiper-
osmotyczny nie zmienily istotnie profili polisomowych w stosunku do warunkow
optymalnych. Jedynie stres ciepta skutkowat zwigkszeniem wielkosci sygnalu
polisomow.

Te obserwacje postanowiono potwierdzi¢ analizg aktywnosci translacyjnej mierzone;j
jako stosunku polisoméw do monosoméw (P/M) (Rys.6). Ustalono wzgledny stosunek
P/M w warunkach optymalnych jako warto$¢ 1. Natomiast w stresach UV oraz gtodu
cukrowego ten stosunek byl 10-krotnie nizszy (odpowiednio P/M= 0.1 p=0,0000 oraz
P/M=0,1 p=0,0000). Istotnic nizsze P/M niz w warunkach optymalnych
zaobserwowalismy w stresie szoku zimna (P/M=0,7, p=0,0000), wysokiego stezenia
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soli (P/M=0,7, p=0,0002), gtodu aminokwasowego (P/M=0,5, p=0,0000) oraz w
warunkach beztlenowych (P/M=0,4, p=0,0000). Stosunek polisoméw do monosomow
nic zmienit si¢ istotnie w warunkach wysokiego pH (P/M=1,0, p=0,2263),
hipoosmotycznych (P/M=0,9, p=0,0640), hiperosmotycznych (P/M=0,9, p=0,0679).
Zastosowanie stresu ciepta skutkowalo istotnym statystycznie podwyzszeniem stosunku
polisoméw do monosomow (P/M=1,4, p=0,0000).

2.5
2.0+
1.5

1.0+

wzgledny stosunek P/M

Rys.6 Aktywno$¢ translacyjna S. cerevisie mierzona jako stosunek polisoméw do monosomow.
*
p<0,05.

W naszych wczesniejszych badaniach [22] stosowali$my translacj¢ poli(U) w systemie
in vitro jako miar¢ aktywnos$ci rybosomow w roznych warunkach srodowiskowych.
Jednak szczegdtowa analiza profili polisomowych oraz pomiar stosunku polisoméw do
monosomow pozwala na okres§lenie poziomu translacji w komorkach oraz pokazuje
wptyw warunkow $§rodowiskowych na rozne etapy translacji. Nasze badania
umozliwiajg poszerzenie wiedzy na temat przebiegu translacji w S. cerevisiae w
odpowiedzi na rdzne stresy abiotyczne.

Na podstawie analizy profili polisomowych oraz stosunku P/M zdecydowano na
poglebienie analizy dla stresu glodu cukrowego oraz stresu hiperosmotycznego. Do
dalszej analizy wybrano te dwa stresy ze wzgledu na znaczng r6znice w stosunku P/M
oraz w drugim przypadku w zwiazku z niewielka r6znica stosunku P/M.

Kolejnym etapem eksperymentu bylo ponowne wykonanie profilowania polisomowego,
tym razem celem otrzymania odpowiedniej ilosci materialu RNA do przygotowania
bibliotek rancRNA. Przy predkosci zbierania frakcji 0,3 mm/s otrzymywaliSmy 26
frakcji z jednego profilu polisomowego. Do sekwencjonowania przygotowano dwa
powtorzenia biologiczne dla kazdego analizowanego warunku hodowlanego. Analizujac
wykresy (Rys.7) wyselekcjonowalismy frakcje: wolne RNA (niezwigzane z
rybosomami) oraz zwigzane z rybosomami (rancRNA): RNA pochodzace z 40S, 60S,
80s oraz z polisomow. Na rysunku 6 oznaczono kolorem pomaranczowym frakcje,
ktore zostaty zebrane do dalszych etapéw badan. Celem eksperymentu byta analiza
krotkich RNA asocjujacych z poszczegdlnymi frakcjami rybosomalnymi. Dlatego w
celu uniknigcia przypadkowego potaczenia frakcji np. matych i duzych podjednostek
nie izolowano materiatu RNA z frakcji znajdujacej si¢ migdzy sygnatami 40S i 60S na
wykresie polisomowym. Aby uzyska¢ odpowiednio duzg ilo$¢ materiatu konieczne byto
na wykonie trzech rownoleglych eksperymentow profilowania polisomowego dla
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kazdego stresu. Uwzgledniajac powtorzenia biologicznie, tacznie dalo to
osiemnastu profilowan polisomowych
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Rys.7 Wykresy przedstawiajace profilowanie polisomowe lizatow S. cerevisie z hodowli w
warunkach optymalnych, stresu glodu cukrowego oraz stresu hiperosmotycznego. Powyzsze
wykresy sg reprezentatywne. Kolorem pomaranczowym zaznaczono frakcje, ktore wybrano do dalszych
eksperymentow.

4.2. 1zolacja RNA

RNA zostalo wyizolowane zgodnie z protokotem z rozdziatu 3.6. Uzyskane ilosci RNA
umieszczono w Tabeli 4. W zwiazku z tym, ze w pozniejszej czesci eksperymentu
okazalo si¢, ze aby otrzymac wystarczajacg ilos¢ materiatu do przygotowania bibliotek

zdecydowatam potaczy¢ frakcje matych i duzych podjednostek w jedng zbiorcza frakcje
pod wspolng nazwa podjednostki (SU).
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Catkowita ilo$¢ RNA [ug]
Kontrola — 1 replikat Wolne RNA 54,3
Podjednostki (SU) 19,9
Monosomy (80S) 53,1
Polisomy 42
Kontrola — 2 replikat Wolne RNA 39,6
Podjednostki (SU) 27,1
Monosomy (80S) 60,7
Polisomy 125
Stres glodu cukrowego — 1 replikat | Wolne RNA 74
Podjednostki (SU) 51
Monosomy (80S) 111,4
Polisomy 26,3
Stres glodu cukrowego — 2 replikat | Wolne RNA 27,8
Podjednostki (SU) 20,1
Monosomy (80S) 32,7
Polisomy 32,6
Stres Hiperosmotyczny — 1 replikat | Wolne RNA 16,5
Podjednostki (SU) 19,4
Monosomy (80S) 89,4
Polisomy 28,4
Stres Hiperosmotyczny — 2 replikat | Wolne RNA 67,2
Podjednostki (SU) 60,9
Monosomy (80S) 76,9
Polisomy 52,5

Tab.4 Tlosci wyizolowanego materialu RNA.

4.2.1. Sprawdzenie jakosci RNA po izolacji z frakcji sacharozowej

W celu oceny jakosci i ilosci RNA, ktore zostato wyizolowane z frakcji rybosomowych
wykonano elektroforeze kapilarng z wykorzystaniem Agilent Bioanalyzer (Rys. 8-10).

Materiat z frakcji wolnych RNA we wszystkich warunkach hodowlanych
charakteryzowatl si¢ zawartoscig RNA w przedziale dlugosci ok 20 nt do 200 nt, z
wysokim sygnalem pochodzacym od RNA o dtugosci ok. 100 nt.

Mate podjednostki rybosomalne sktadajg si¢ z jednego rodzaju RNA — 18S rRNA. Jego
dhugos¢ to ok. 1800 nt. Wyniki elektroforezy kapilarnej potwierdzity przewidywanag
dhugos¢ tego RNA. Obserwowano tez silne sygnaly krotkich RNA (< 200nt).

We wszystkich frakcjach zawierajacych duze podjednostki rybosoméw réwniez
obserwowano przedziat RNA od 25 do ponad 4000 nt. Silne sygnaty RNA odpowiadaty
25S rRNA (ok. 3400nt), 5,8S (ok. 160 nt) oraz 5S (ok. 120 nt). Zaobserwowano
réwniez sygnal 18S, co oznaczalo zanieczyszczenie frakcji RNA pochodzacym z
matych podjednostek rybosomow. Nawet odrzucenie pojedynczej frakcji znajdujacej sig
pomiedzy 40S a 60S (Rys. 7) nie umozliwito nam pelnego rozdzielenia tych frakcji.
Przy kolejnym eksperymencie tego typu, nalezaloby rozwazy¢ przy profilowaniu
polisomowym zmienienie ustawien Piston Gradient Fractionator tak aby zbierane
frakcje byly jeszcze mniejsze co prawdopodobnie umozliwitoby doktadniejsze
rozdzielenie matych 1 duzych podjednostek. Innym sposobem na poprawienie rozdziatu
frakcji jest rozszerzenie gradientu, co sprawitoby, ze podjednostki bylby bardziej od
siebie oddalone.

Monosomy oraz polisomy sktadaja si¢ z duzych oraz matych podjednostek. W zwigzku
z tym powinni$my w tych frakcjach zaobserwowaé zaréwno 18S rRNA jak i 5S rRNA,
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5,8S rRNA oraz 25S rRNA. We wszystkich frakcjach podobnie jak w podjednostkach
obserwowano szeroki przedziat sygnatu RNA.

Oceniono, ze jako$¢ materialu jest odpowiednia. Dlatego postanowiono przejs¢ do
kolejnego etapu — selekcji krotkich RNA z catkowitego RNA z poszczegolnych frakceji
rybosomowych.

K1 K2 K3 K4 K& s1 s2 S3 sS4 S5

Ladder

<00 — [

e . S
. _ _

— — [ [ — 18S

00 — ———

— —
 — 5,85
— — — — — - 5S

Rys. 8. Obraz rozdzialu elektroforetycznego. K- oznacza proby pochodzace z hodowli kontrolnej, S —
oznacza proby z hodowli w stresie hiperosmotycznym; 1 — frakcja wolnych RNA, 2 — frakcja matych
podjednostek, 3- frakcja duzych podjednostek, 4- frakcja monosomow, 5 — frakcja polisomow.

42



K1 K2 K3 K4 KS BCl BC2 BC3 BC4 BCS

Ladder
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—
— —
b — 5,8S
I — e — 58

Rys. 9. Obraz rozdzialu elektroforetycznego. K- oznacza proby pochodzace z hodowli kontrolnej, BC-
oznacza proby pochodzace z hodowli w stresie gtodu cukrowego; 1 — frakcja wolnych RNA, 2 — frakcja
matych podjednostek, 3- frakcja duzych podjednostek, 4- frakcja monosoméw, 5 — frakcja polisomow.
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Ladder
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Rys. 10 Obraz rozdzialu elektroforetycznego. BC- oznacza proby pochodzace z hodowli w stresie
glodu cukrowego, S — oznacza proby z hodowli w stresie hiperosmotycznym; 1 — frakcja wolnych RNA,
2 — frakcja malych podjednostek, 3- frakcja duzych podjednostek, 4- frakcja monosomow, 5 — frakcja
polisomow.

4.2.2. Sprawdzenie jakosci RNA po elucji z zelu

Po wyizolowaniu oraz sprawdzeniu jakosci, RNA natozono na 8% denaturujacy zel
PAA, przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny w warunkach denaturujacych, a
nastepnie wycieto z zelu fragmenty zawierajgce kwasy nukleinowe o dtugos$ci mniejsze;j
niz ~70 bp, tuz ponizej sygnatu odpowiadajacemu tRNA (Rys.11).
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Rys. 11 Reprezentatywny obraz rozdzialu elektroforetycznego przedstawiajacy rozdzial RNA w
zelu PAA 8%. M- marker mas, X - puste kieszonki, 1-4 RNA catkowite z frakcji wolnych RNA,
hodowla kontrolna, strzatkami oznaczono tRNA, natomiast miejsce odcigcia zaznaczono biatymi
prostokatami.

Aby oceni¢ jakos¢ krotkich RNA ponownie wykonano elektroforeze kapilarng z
wykorzystaniem Agilent Bioanalyzer. Ilosci otrzymanych krotkich RNA znajdujg si¢ w
Tabeli 5.

Calkowita ilo¢ krotkich RNA [ug ]
Kontrola — 1 replikat Wolne RNA 6,7
Podjednostki (SU) 15
Monosomy (80S) 1
Polisomy 6,1
Kontrola — 2 replikat Wolne RNA 10,4
Podjednostki (SU) 0,5
Monosomy (80S) 0,7
Polisomy 5,54
Stres glodu cukrowego — 1 replikat | Wolne RNA 3,9
Podjednostki (SU) 0,4
Monosomy (80S) 0,6
Polisomy 1,4
Stres glodu cukrowego — 2 replikat | Wolne RNA 3,2
Podjednostki (SU) 0,7
Monosomy (80S) 0,6
Polisomy 0,5
Stres Hiperosmotyczny — 1 replikat | Wolne RNA 1,8
Podjednostki (SU) 0,3
Monosomy (80S) 1,8
Polisomy 1,8
Stres Hiperosmotyczny — 2 replikat | Wolne RNA 7,5
Podjednostki (SU) 0,6
Monosomy (80S) 0,9
Polisomy 5,5

Tab. 5 Ilosci wyizolowanych krotkich RNA.

Przedstawione wyniki dotycza prob, ktére zostaly wystane do sekwencjonowania i
opisane jako niedemetylowane (AIkB-). Z kazdego stresu powstaty 4 biblioteki, w
dwoch powtdrzeniach biologicznych co tacznie dato sume 24 bibliotek.

4.3. Demetylacja RNA

Ze wzgledu na liczne modyfikacje obecne w tRNA, ktore wptywaja na jego stabilnos¢ i
strukturg, a takze moga modulowa¢ proces odwrotnej transkrypcji [105], szczegdlna
uwage zwrocono na modyfikacje typu ,.hard-stop”. Tego typu modyfikacje, takie jak 1-
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metydyloadenozyna (m'A), 2,2-dimetyloguanozyna (m2,2G) oraz 3-metylocytydyna
(m3C), prawdopodobnie odgrywaja kluczowa role w biogenezie, stabilnos$ci 1
funkcjonalnosci krétkich RNA pochodzacych z tRNA [117]. Badania wykazaty, ze
specyficzne modyfikacje mogg zaréwno kierowaé fragmentacja tRNA [58], jak i
chroni¢ je przed przecigciem lub wplywaé na interakcje z biatkami takimi jak Dicer czy
Piwi [9], [51], [69], [161]. Majac na uwadze powyzsze doniesienia, postanowitam
zbada¢ wptyw modyfikacji metylowych na efektywno$¢ sekwencjonowania kroétkich
RNA. W tym celu przeprowadzitam demetylacje krotkich RNA z wykorzystaniem
biatek AIkB i AlIkB-D135S. Transformowatam kompetentne komorki E. coli szczepu
K12 JM109, plazmidami pET30a-AlkB oraz pET30a-AlkB-D135S metoda szoku
termicznego. Nastepnie przeprowadzono nadekspresje bialek w bakteriach w hodowli
ptynnej. Bakterie, po indukcji IPTG (izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd),
nadprodukowaly bialko z przytaczonym ogonem histydynowym. W dalszym ciagu
eksperymentu izolowano biatka zgodnie z protokolem 3.4.2.3. Kolejnym etapem bylo
poddanie zawiesiny bakteryjnej sonikacji i oczyszczono biatko z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa na kulkach z immobilizowanymi jonami nikielu, ktore
wigzaty si¢ z histydynowym ogonem biatka. Uzyskano 2,175 mg biatka AlkB oraz
0,134 mg biatka D135S.

Wyizolowane biatka zwizuwalizowano podczas rozdziatu elektroforetycznego w 10%
zelu zawierajagcym SDS. Nastepnie Zzel wybarwiono biekitem Brillanta Coomassie.

Rys.12 Wizualizacja biatek AlkB i AIkB-D135S w zelu. Dtugo$¢ 216 aa, Masa: 24,086 Da. Strzatkami
wskazano prazki odpowiadajace biatkom AIkB oraz AlkB-D135S.

Aktywno$¢ biatek demetylujacych sprawdzitam za pomoca kitu 1-Methyladenosine
ELISA (m'A). Potowe krotkich RNA uzyskanych w rozdziale 4.2.2. poddalam reakcji
demetylacji opisanej w rozdziale 3.7. Skuteczno$¢ procesu demetylacji krotkich RNA
ocenitam za pomoca zestawu 1-Methyladenosine ELISA (m'A). W tym celu
przygotowatam dwie probki krotkich RNA poddane demetylacji oraz dwie probki
kontrolne, ktore zostaly przenalizowane pod wzgledem zawartosci modyfikacji m’A.
Pomiary wykonano przy uzyciu BioTek Synergy 2.

Wykonano krzywa standardowa zaleznos$ci absorbancji od st¢zenia m'A (Rys. 13).
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Krzywa standardowa
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Rys. 13 Krzywa standardowa zalezno$ci absorbancji od stezenia m'A.

Na podstawie krzywej standardowej (Rys. 13) odczytalam przyblizone stezenia m'A
obecne w probach krotkich RNA. Zawartos¢é m'A spadata 60-68 krotnie (z 550-600
ng/ml przed demetylacja do 8-10 ng/ml po demetylacji), w zaleznoSci od proby.
Obserwowana zawarto$¢ m*A jest duzo nizsza w prébach z dodatkiem biatek AlkB, co
Swiadczy o wysokiej aktywnosci uzytych biatek.

Aby sprawdzi¢ jako$¢ RNA po demetylacji poddano je elektroforezie kapilarnej z
uzyciem technologii Agilent (Rys. 14-21).

Przedstawione elektroforegramy wskazuja, ze krotkie RNA po demetylacji posiadaja
dobra jakos¢ oraz wyrazne sygnaty w przedziale 25nt ~ 70nt. Nalezy zwroci¢ uwage, ze
we frakcjach polisoméw oprocz spodziewanego sygnatu widoczne sg rowniez RNA o
dhugosci ~200nt - ~700nt, a we frakcjach ze stresu hiperosmotycznego zauwazalne sg
rowniez dtuzsze fragmenty ~ 2000 nt.

Przygotowany materiat z krotkich RNA bez (AlkB-) oraz po demetylacji (AlkB+) zostat
zabezpieczony w ilo$ci 200-500 ng dla kazdej proby. Przygotowanie bibliotek oraz
sekwencjonowanie wykonata firma Fasteris.

Wolne RNA Podjednostki rybosoméw (40S+60S)

- . T
% 00 500 4000

Monosomy (80S) Polisomy

Rys. 14 Rozklad dlugosci RNA uzyskanych z drozdzy S. cerevisiae hodowanych w warunkach
optymalnych — 1 replikat po demetylacji.
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Rys. 16 Rozklad dlugosci RNA uzyskanych z drozdzy S. cerevisiae hodowanych w warunkach
stresu glodu cukrowego — 1 replikat po demetylacji.

Wolne RNA

T T —t -
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Monosomy (80S)
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Rys. 17 Rozklad dlugosci RNA uzyskanych z drozdzy S.

L 00 500 1000 2000 4000 nt)

cerevisiae hodowanych w warunkach

stresu glodu cukrowego — 2 replikat po demetylacji.
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Rys. 18 Rozklad dlugosci RNA uzyskanych z droidiy S. cerevisiae hodowanych w warunkach
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stresu hiperosmotycznego — 1 replikat po demetylacji.
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Rys. 19 Rozklad dlugosci RNA uzyskanych z droidi& S.

) T T T T —t
00 500 1000 2000 4000 nt)

stresu hiperosmotycznego — 2 replikat po demetylacji.

cerevisiae hodowanych w warunkach
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Rys. 20. Obraz rozdzialu elektroforetycznego krétkich RNA po demetylacji. d1-d8 oznacza RNA z
hodowli w warunkach optymalnych. 1 i 2 - powtdrzenie biologiczne, kolejnos¢ to odpowiednio: wolne
RNA, podjednostki (SU), monosomy (80S) oraz polisomy. d9-d12 oznacza RNA z hodowli w stresie
glodu cukrowego.
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Rys. 21. Obraz rozdzialu elektroforetycznego kréotkich RNA po demetylacji. d13-d16 oznacza proby
z hodowli w stresie glodu cukrowego; d17-d20 oznacza proby z hodowli w stresie hiperosmotycznym;
d21-d24 - powtdrzenie biologiczne hodowli w stresie hiperosmotycznym. Kolejno$¢ to odpowiednio:
wolne RNA, podjednostki (SU), monosomy (80s) oraz polisomy.

4.4. Analiza danych wysokoprzepustowych rancRNA-seq
4.4.1. Tlosci odczytow

PrzeanalizowaliS§my tacznie 24 biblioteki zawierajace krotkie RNA asocjujace z
frakcjami rybosomowymi, w tym 2 biologiczne replikaty. Uzyto platformy
sekwencjonowania Illumina HiSeq, a wyniki sekwencjonowania zostaly adnotowane
przy uzyciu Glimma Plots, co dato tgcznie 602 025 230 odczytow mapujacych do
genomu drozdzy.

AlkB- Stres gtodu cukrowego Warunki optymalne Stres osmotyczny
80S - 1 replikat 5525116 20 086 768 14 961 885
80S - 2 replikat b.d. b.d. 6 726 541
Polisomy - 1 replikat 11 356 909 10 733 784 b.d.
Polisomy - 2 replikat b.d. 33 546 119 17 889 004
Podjednostki - 1 replikat 38 768 794 27905 778 22 220 216
Podjednostki - 2 replikat 36 833 480 b.d. 14 830 703
Wolne RNA - 1 replikat 61 051 158 50 645 711 56 429 264
Wolne RNA - 2 replikat 71 858 317 60 876 705 39 778 978

Tab.6 Ilosci odczytéw w bibliotekach nie poddanych demetylacji. b.d. oznacza brak danych ze
wzgledu na stabg jakos$¢ sekwencjonowania.
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AlkB+ Stres glodu cukrowego | Warunki optymalne Stres osmotyczny
80S - 1 replikat 19 228 160 18 491 544 9261 271
80S - 2 replikat 12 586 705 14 589 143 12 614 220
Polisomy - 1 replikat 12 460 965 15119 189 15 237 458
Polisomy - 2 replikat 14 241 956 22 425 920 12 215 888
Podjednostki - 1 replikat 16 480 322 7835012 b.d.
Podjednostki - 2 replikat 21717 786 b.d. 13 504 290
Wolne RNA - 1 replikat 51 055 640 43 049 241 25 801 820
Wolne RNA - 2 replikat 67 243 418 51 743 875 26 306 606

Tab.7 Tlosci odczytow w bibliotekach poddanych demetylacji. b.d. oznacza brak danych ze wzgledu
na stabg jakos¢ sekwencjonowania.

Analizujac ilosci odczytow w poszczegdlnych bibliotekach mozna zaobserwowacé, ze
przeprowadzona demetylacja nie wptyneta na znaczace zwigkszenie liczby odczytow w
bibliotekach poddanych temu procesowi, z wyjatekim 1 replikatu 80S w warunkach
stresu glodu cukrowego (zmiana z 5525116 odczytow w bibliotekach AIkB- na
19 228 160 odczytowow w bibliotekach AlkB+). Natomiast w Kliku bibliotekach AlkB+
obserwowano mniejsze ilo$ci odczytow niz w odpowiedajacych im bibliotekach AlkB-.

Podsumowujac, wyciggnetam wniosek, ze demetylacja co prawda nie wplywa na
ogoblng ilo$¢ odczytow w sekwencjonownanych bibliotekach, ale moze wptywaé na
ilosci odczytow poszczegélnych typow rancRNA. Dlatego kolejnym etapem byta
analiza skladu poszczegélnych typow krotkich RNA w bibliotekach bez oraz z
dodatkiem biatek AlkB/D135S.

4.4.2. Tlosci poszczegélnych typow krotkich RNA

Analiza biotypow prekursoréow krotkich RNA w bibliotekach w réznych frakcjach
rybosomowych z hodowli w warunkach optymalnych wykazata, ze gtownym typem
RNA we frakcjach wolnych RNA, podjednostek oraz polisomow jest tRNA, jedynie we
frakcjach monosomow obserwowano przewage rRNA nad tRNA.

We frakcji wolnych RNA dominowaty czasteczki tRNA, stanowiagc okoto 94% zaréwno
w bibliotekach kontrolnych, jak i tych poddanych demetylacji. Obserwowano niewielki
spadek udziatu rRNA (z 4% do 3%) oraz wzrost mRNA (z 1% do 2%) w bibliotekach
traktowanych biatkami AIkB. Zawarto$¢ transpozondéw pozostala natomiast
niezmieniona.

We frakcji podjednostek rybosomalnych tRNA réwniez stanowily wiekszos¢ (76% 1
71% odpowiednio), a rRNA - okoto 15%. Demetylacja spowodowata spadek zawartosci
transpozonoéw i sSnoRNA 0 2% i 1% oraz wzrost mRNA 0 8%.

We frakcji monosomow dominowato rRNA (83% 1 72%), ktorego udzial znaczaco
zmniejszyt si¢ po demetylacji (o 11%). Jednoczesnie zaobserwowano wzrost zawartosci
MRNA (0 1%) i tRNA (0 10%).

W polisomach tRNA stanowito najwigkszg frakcje, a jego udziat zmniejszyt si¢ o 6%
po traktowaniu bialkami. Spadek zawarto$ci transpozondéw (o 1%) towarzyszyt
wzrostowi mRNA (0 2%) i rRNA (0 5%) (Rys. 22).

52



Warunki optymalne

Wolne RNA

transpozony et
1% _—TrRNA
1% 4%

tR

Wolne RNA + AlkB

mRNA
transpozony 2% "RNA

1% 3%
snoRNA
0%
tRN.
94%

94%
Podjednostki rybosoméw Podjednostki rybosomoéw + AlkB
transpozony mRNA transpozony mRNA
4% 4% [RNA 2% 12%
15%
rRNA
sm;;NA 15%
snoRNA
tRNA 0%
71%

Monosomy

transpozony

tRNA

Polisomy
transpozony MRNA

Monosomy + AlkB

transpozony
tRNA 0% mRNA

14% 14%
rIIA

72%
Polisomy + AlkB

transpozony mRNA

5% 6%

rRNA
32%

tRNA
57%

snoRNA
0%

Rys.22 Wykresy zawarto$ci poszczegolnych biotypow prekursoréw rancRNA w bibliotekach
pochodzacych z hodowli S. cerevisiae w warunkach optymalnych bez oraz z dodatkiem bialek AlkB.
Kolorem zielonym oznaczono typy RNA, ktérych zawartos¢ wzrosta w stosunku do bibliotek nie
traktowanych biatkami AIkB oraz kolorem czerwonym te, ktorych zawarto$¢ zmalata.

Analiza biotypow prekursoréow krotkich RNA w bibliotekach w réznych frakcjach
rybosomalnych pochodzacych z hodowli poddanych stresowi glodu cukrowego
wykazata, ze we frakcjach wolnych RNA oraz podjednostek rybosomowych
dominowaly czateczki tRNA. Natomiast we frakcjach monosomoéw oraz polisomow
obserwowano prewage rRNA.
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We frakcji wolnych RNA demetylacja nie wptyneta znaczaco na wzgledng zawartosé
poszczegblnych typéw RNA. tRNA stanowily zdecydowang wiekszo$¢ (97%), podczas
gdy mRNA i rRNA stanowity odpowiednio 2% i 1% (Rys. 23).
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Rys.23 Wykresy procentowej zawartosci poszczegélnych biotypéw prekursorow rancRNA w
bibliotekach pochodzacych z hodowli S. cerevisiae w warunkach stresu glodu cukrowego bez oraz z
dodatkiem bialek AIKB. Kolorem zielonym oznaczono typy RNA, ktoérych zawarto$¢ wzrosta w
stosunku do bibliotek nie traktowanych biatkami AIkB oraz kolorem czerwonym te, ktorych ilo$¢ zmalata

W pozostatych analizowanych frakcjach zaobserwowano bardziej wyrazne zmiany. We
frakcji podjednostek rybosomalnych tRNA réwniez dominowaly (88% 1 90% w
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bibliotekach AIkB- i AlkB+, odpowiednio), a demetylacja spowodowata niewielki
spadek udziatu rRNA (o 5%) 1 transpozondéw (o 1%), przy jednoczesnym wzroscie
zawartosci mRNA (o0 4%).

Podobny trend zaobserwowano w frakcji monosoméw, gdzie rRNA stanowilo
wigkszos¢ (82% 1 75% w bibliotekach AIkB- i AlkB+, odpowiednio). Demetylacja
doprowadzita do zmniejszenia udziatu rRNA (o 5%) oraz wzrostu zawartosci mRNA (o
1%) i tRNA (0 7%).

W polisomach zaobserwowano wzrost udzialu rRNA (o 11%) po demetylacji.

Towarzyszyt temu spadek zawarto$ci tRNA (o 9%) i transpozondéw (o 2%) oraz
niewielki wzrost mMRNA (0 1%) (Rys. 23).

Analiza biotypow prekursorow krotkich RNA w bibliotekach w réznych frakcjach
rybosomowych z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego wykazata, ze
glownym typem RNA we frakcjach wolnych RNA oraz podjednostek jest tRNA,
natomiast we frakcjach monosomow oraz polisomdéw obserwowano przewage rRNA
nad tRNA.

We frakcji wolnych RNA dominowaly czasteczki tRNA, stanowiac 91% zaréwno w
bibliotekach kontrolnych, jak i tych poddanych demetylacji. Obserwowano niewielki
spadek udziatu rRNA (z 7% do 5%) oraz wzrost mRNA (z 2% do 4%) w bibliotekach
traktowanych biatkami.

We frakcji podjednostek rybosomalnych tRNA réwniez stanowity wigkszos¢ (59% i
79% w bibliotekach AlkB- i AlkB+, odpowiednio).Demetylacja spowodowata spadek
zawarto$ci rRNA oraz transpozonow o 25% i 1% oraz wzrost mRNA 0 6%.

We frakcji monosoméw dominowato rRNA (79% w bibliotekach AIkB), ktorego udziat
zmniejszyt si¢ po demetylacji 0 10%. Jednoczes$nie zaobserwowano wzrost zawartosci
MRNA (0 5%) i tRNA (0 6%) oraz spadek zawartosci transpozonow o 1%.

W polisomach tRNA stanowito najwigksza frakcje, a jego udziat zmniejszyt si¢ o 19%
po traktowaniu biatkami. Wzrost zawartosci rRNA (0 14%) towarzyszyl wzrostowi
MRNA (0 5%) i rRNA (0 5%). Zawarto$¢ transpozondw pozostata natomiast
niezmieniona (Rys. 24).
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Rys.24 Wykresy procentowej zawartosci poszczegélnych biotypow prekursoréw rancRNA w
bibliotekach pochodzacych z hodowli S. cerevisiae w warunkach stresu osmotycznego bez oraz z
dodatkiem bialek AIKB. Kolorem zielonym oznaczono typy RNA, ktérych zawarto$¢ wzrosta w
stosunku do bibliotek nie traktowanych biatkami AIKB oraz kolorem czerwonym te, ktorych zawartosc
zmalata.

tRNA
30%

rRNA

44%
snoRNA

0% TRNA

58%

Podsumowujac, analiza profili akumulacji krotkich RNA w réznych frakcjach
rybosomalnych wykazata wyrazne rdznice zalezne od warunkéw hodowli i
zastosowania demetylacji RNA za pomoca biatek AlkB/D135S. W frakcji wolnych
RNA zaobserwowano wzrost poziomu zar6wno mRNA, jak i rRNA po zastosowaniu
demetylacji w warunkach optymalnych oraz stresu hiperosmotycznego. We frakcji
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podjednostek rybosomalnych odnotowano wzrost zawarto$§ci tRNA w warunkach
stresowych, natomiast w warunkach optymalnych demetylacja spowodowata jej
zmniejszenie. Jednocze$nie zaobserwowano spadek poziomu transpozondw, co
korelowalo ze wzrostem zawarto§ci mRNA. We frakcjach monosomow stwierdzono
uniwersalny wzrost zawartosci tRNA i mRNA oraz spadek rRNA, niezaleznie od
warunkéw hodowli. Natomiast we frakcjach polisomow zaobserwowano spadek
zawartosci tRNA 1 wzrost zawarto§ci mRNA oraz rRNA, co byto konsekwentne we
wszystkich analizowanych warunkach po zastosowaniu demetylacji.

4.4.3. Analiza sdRNA oraz tRF

Na podstawie analizy profilu akumulacji réznych typéw rancRNA w bibliotekach,
zidentyfikowatam tRNA jako najobficiej reprezentowane prekursory rancRNA, a
snoRNA jako najmniej liczne. Chociaz tRF sg przedmiotem intensywnych badan, to
sdRNA zajmowano si¢ dotychczas w mniejszym stopniu. Niemniej jednak, niska
obfitos¢ sdRNA w komorce nie wyklucza ich potencjalnej roli regulatorowej. Jak
wykazano w pracy [11], stosunkowo niewielkie ilosci niekodujacego RNA ranc_18mer
sa wystarczajgce do znaczacego wplywu na globalng aktywno$¢ rybosomow 1 regulacje
translacji. W dalszej czgéci niniejszej pracy poglebitam zatem analiz¢ obu tych typow
krotkich RNA oraz zbadatam asocjacje wybranych tRF i sdRNA z poszczegdlnymi
frakcjami rybosomalnymi.

4.4.3.1. Zmiany zawarto$ci tRF oraz sdRNA w bibliotekach rancRNA

Widzac rozbieznosci w ilosci odczytow w bibliotekach demetylowanych oraz
niepoddanych temu procesowi, zainteresowalo mnie jak wyglada ilo$¢ odczytow
czgsteczek tRF oraz sdRNA, ktore przez wzglad na swoje prekursory, moga posiadaé
modyfikacje utrudniajace odwrotng transkrypcje.

We frakcji wolnych RNA z hodowli w warunkach optymalnych s$redni poziom
zawartosci tRF wynosit 93,89 % (£ 1,98 %), w podjednostkach rybosomowych
76,02 %, w monosomach jedynie 3,75 %, a w polisomach 56,36 % (+ 31,33 %, Wykres
1). Poréwnanie bibliotek poddanych demetylacji RNA z bibliotekami kontrolnymi
wykazalo podobny poziom tRF w frakcjach RNA niezwigzanych z rybosomami.
Natomiast we frakcjach polisomow oraz podjednostek rybosomowych odnotowano
$redni spadek zawartosci tRF o 5,53 % (£ 0,14 %).

We frakcji wolnych RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego $redni
poziom tRF wynosit 96,56 % (£ 0,21 %). W podjednostkach rybosomowych
odnotowano $rednig zawarto$¢ tRF na poziomie 87,92 % (£ 2,96 %). Najnizszy poziom
tRF zaobserwowano ponownie w frakcji monosoméw, gdzie jego $rednia zawarto$é
wyniosta jedynie 5,10 %. W polisomach $redni poziom tRF wynosit 35,82 %. Po
przeprowadzeniu demetylacji RNA zaobserwowano ogolny trend wzrostu poziomu tRF
w wigkszosci analizowanych frakcji. Najwigkszy wzrost odnotowano w monosomach
(6,76 %), podjednostkach pierwszego replikatu (1,65 %) oraz niewielki wzrost w RNA
niezwigzanych z rybosomami (0,29 %). Spadek zawartosci tRF zaobserwowano jedynie
w polisomach, 0 9,01%.

We frakcji wolnych RNA z hodowli w warunkach hiperosmotycznych $redni poziom
tRF wynosit 90,53 % (£ 2,53 %). W podjednostkach rybosomowych odnotowano
wigksze zroznicowanie, ze $rednig zawartos$cig tRF na poziomie 59,23 % (+ 21,79 %).
Najnizszy poziom tRF zaobserwowano ponownie we frakcji monosomow, gdzie jego
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srednia zawarto$¢ wyniosta 8,43 % (£ 2,75 %). W polisomach $redni poziom tRF
wynosit 48,96 %. Po przeprowadzeniu demetylacji RNA ponownie zaobserwowano
ogblny trend wzrostu poziomu tRF w wigkszosci analizowanych frakcji. Najwigkszy
wzrost zawartosci tRF zaobserwowano w podjednostkach rybosomowych (o 19,38 %),
nastepnie w monosomach o 5,47% (+ 7,12%) oraz niewielki w RNA niezwigzanych z
rybosomami o 0.34% (+ 1,61 %). Spadek zawartosci tRF zaobserwowano jedynie w
polisomach 0 19,05% (+ 12,39 %).

Podumowujac, we wszystkich typach bibliotek po dodatkowej demetylacji
obserwowano wzrost poziomu tRF we frakcjach monosomow oraz spadek we frakcjach
polisomow. Istnieje mozliwos¢, ze pula tRF obecna w monosomach byla bardziej
podatna na wplyw uzytych biatek demetylujacych niz tRF obecne w pozostatych
frakcjach rybosomow.

W przeprowadzonych wczesniej badaniach wykazano najwyzsza obfitos¢ tRF we
frakcji niezwigzanej z rybosomem, a sposrdd rancRNA najwigksza liczba tRF
asocjowata z malg podjednostka 40S rybosomu [20]. W niniejszej pracy
zaobserwowano podobny trend - wigkszos¢ tRF zlokalizowano we frakcji RNA
niezwigzanej z rybosomami, zar6bwno w bibliotekach AlkB+ jak i AlkB-. Analiza
profilu lokalizacji tRF w warunkach stresowych wykazata, Zze w warunkach
optymalnych i stresu hiperosmotycznego dominujacg frakcja dla tRF byly polisomy,
zarowno w bibliotekach AlkB+ jak i AlkB-. Natomiast w warunkach stresu glodu
cukrowego najwicksza liczba tRF zostata zidentyfikowana we frakcjach podjednostek
rybosomalnych (40S+60S) w bibliotekach AlkB-, podczas gdy w odpowiednich
bibliotekach AlkB+ dominowaty w polisomach.
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Wykres.1 Poréwnanie Sredniej zawartosci procentowej tRF w bibliotekach rancRNA-seq.

W warunkach optymalnych $redni poziom SUORNA we frakcjach monosoméw wynosit
0,03% wszystkich obecnych rancRNA. W podjednostkach rybosomowych $rednia
zawarto$¢ sdRNA wynosita 0,57%, w polisomach 0,26% (+ 0,19 %), a we frakcji
wolnych  RNA 0,06% (+ 0,01%). Analiza poréwnawcza bibliotek poddanych
demetylacji RNA wykazala, ze we wszystkich analizowanych frakcjach z hodowli w
warunkach optymalnych procentowa zawarto$¢ sdRNA jest wigksza w bibliotekach
AlkB-. Najwickszy spadek zaobserwowano we frakcji podjednostek rybosomowych
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(0,29%), nastepnie w polisomach (0,06%), wolnych RNA (0,01), a najmniejszy w
monosomach (0,001%).

Sredni udziat sdRNA w RNA z hodowli w warunkach gltodu cukrowego we frakcjach
monosomow oraz podjednostkach rybosomowych (+ 0,01%) wynosit 0,18 %.
Najwyzszy poziom sdRNA odnotowano w polisomach, gdzie jego $rednia zawartos¢
wyniosta 0,67 %. Natomiast najnizszy poziom sdRNA zaobserwowano we frakcji
wolnych  RNA 0,05% (= 0,00%).Po przeprowadzeniu demetylacji RNA
zaobserwowano trend spadku poziomu sdRNA we wszystkich analizowanych frakcjach.
Najwickszy spadek odnotowano w polisomach (0,21 %), monosomach (0,14 %) oraz
podjednostkach rybosomowych (0,12 %). We frakcji RNA niezwigzanych z
rybosomami poziom sdRNA zmniejszyt si¢ do 0,03 %.

W warunkach hiperosmotycznych zaobserwowano, ze $redni udzial sdRNA w frakcjach
monosomow (+ 0,01 %) oraz RNA niezwigzanych z rybosomami (= 0,00 %) wynosit
0,08 %. W polisomach $rednia zawarto§¢ sdRNA wyniosta 0,14 %, natomiast w
podjednostkach rybosomowych odnotowano nieco wyzszy poziom, wynoszacy $rednio
0,21 % (£ 0,08 %). Po przeprowadzeniu demetylacji RNA ponownie zaobserwowano
trend spadku poziomu sdRNA we wszystkich analizowanych frakcjach rybosomowych.
Najwigkszy spadek odnotowano w podjednostkach rybosomowych (0,12 %), nastepnie
w monosomach (0,04%), w RNA niezwigzanych z rybosomami oraz polisomach
najmniejszy (0,03).
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Wyk.2 Poréownanie $redniej zawarto$ci procentowej sdRNA w bibliotekach rancRNA-seq.

Podumowujac, ogolna ilos¢ tRF oraz sdRNA w poszczegolnych frakcjach
rybosomowych w danym warunku hodowli drozdzy zmienita si¢ znacznie w zaleznosci
od ilosci posiadanych metylacji w czasteczce, stad w kolejnym etapie mojej pracy
doktorskiej sprawdzitam w jaki sposob metylacje wptywaja na akumulacj¢ okre$lonych
typow tRF oraz sdRNA.
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Lacznie we wszystkich bibliotekach wykryto 2 028 réznych tRF, z czego 1 231 tRF w
bibliotekach AlkB+ oraz 954 tRF w bibliotekach AlkB-.

W warunkach glodu cukrowego we frakcji monosomow wykryto 121 tRF w
bibliotekach AIkB- oraz 484 tRF w bibliotekach AlkB+, przy czym 96 tRF bylo
wspolnych dla obu grup (Diag.1A). We frakcji polisomow zidentyfikowano 673 tRF w
bibliotekach AIkB- oraz 787 tRF w bibliotekach AlkB+, z czego 513 tRF bylo
wspolnych (Diag.1B). We frakcji podjednostek rybosomowych wykryto 866 w
bibliotekach AIkB- i 754 tRF w bibliotekach AlkB+, przy czym 533 tRF bylo
wspolnych (Diag.1C). W frakcji wolnych RNA wykryto odpowiednio 946 i 953 tRF w
bibliotekach AIkB- i AlkB+, ze wspdlng pula 711 czasteczek (Diag.1D).

1A 80S 1B Polisomy
1.6 su 1D Wolne RNA

Diag.1 Ilosci tRF w bibliotekach rancRNA-seq z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego. 1A
biblioteki z frakcji monosomow. 1B biblioteki z frakcji polisoméw. 1C biblioteki z frakcji podjednostek
rybosomowych. 1D biblioteki z frakcji wolnych RNA.
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W warunkach optymalnych w monosomach zidentyfikowano 338 tRF w bibliotekach
AlkB- oraz 536 tRF w bibliotekach AlkB+, przy czym 232 tRF byto wspolnych dla obu
bibliotek (Diag.2A). We frakcji polisoméw wykryto 1017 (AIkB-) i 958 (AlkB+) tRF,
ze wspodlng pulg 802 tRF (Diag.2B). We frakcji podjednostek rybosomowych wykryto
774 tRF w bibliotekach AlkB- oraz 697 tRF w bibliotekach AlkB+, przy czym 461 tRF
byto wspolnych. We frakcji wolnych RNA w bibliotekach AIkB- i AlkB+ wykryto
odpowiednio 1171 i 1230 tRF, ze wspolng pula 966 czasteczek (Diag.2D).

2A 80S 2B Polisomy
2C SU 2D Wolne RNA
313 461 236 | 205 966 264 ‘

/ /’/

Diag.2 Ilosci tRF w bibliotekach rancRNA-seq z hodowli w Warunkéch optymalnyéh. 2A biblioteki z
frakcji monosoméw. 2B biblioteki z frakcji polisomow. 2C biblioteki z frakcji podjednostek
rybosomowych. 2D biblioteki z frakcji wolnych RNA.
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W warunkach stresu hiperosmotycznego w monosomach zidentyfikowano 543 tRF w
bibliotekach AlkB- oraz 504 tRF w bibliotekach AlkB+, przy czym 366 tRF bylo
wspolnych (Diag.3A). We frakcji polisomoéw w bibliotekach AlkB- i AlkB+
odpowiednio wykryto 722 i 747 tRF, ze wspdlng pulg 547 tRF (Diag.3B), we frakcji
podjednostek rybosomowych - wykryto 805 i 727 tRF, przy czym 549 tRF bylo
wspolnych (Diag.3C). Natomiast we frakcji wolnych RNA zidentyfikowano 1027 tRF
(AIkB-) 1 917 tRF (AIkB+), ze wspolng pula, ktora stanowity 702 tRF (Diag.3D).

3A 80S 3B Polisomy

177 366 , 138 ‘ ! 175 547 | 200

><

3 sy 3D  woneRwA

256 549 178 325 702 j 215
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Diag.3 Ilosci tRF w bibliotekach rancRNA-seq z hodowli w stresu hiperosmotycznego. 3A biblioteki
z frakcji monosoméw. 3B biblioteki z frakcji polisoméw. 3C biblioteki z frakcji podjednostek
rybosomowych. 3D biblioteki z frakcji

wolnych RNA.
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Lacznie we wszystkich bibliotekach wykryto 961 roznych sdRNA, z czego 456 sARNA
w bibliotekach AlkB+ oraz 493 sdRNA w bibliotekach AlkB-.

W warunkach stresu glodu cukrowego we frakcji monosomow zidentyfikowano 57
sdRNA w bibliotekach AIkB- i 43 w bibliotekach AlkB+, przy czym 20 sdRNA byto
wspolnych dla obu tych bibiotek (Diag.4A). We frakcji polisomow odpowiednio
zidentyfikowano 385 oraz 449 sdRNA, ze wspdlng pula 302 sdRNA (Diag.4B). W
frakcji podjednostek rybosomowych wykryto 384 oraz 71 sdRNA, przy czym 60
sdRNA byto wspolnych (Diag.4C). W frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami
zidentyfikowano 185 i 71 sdRNA, ze wspélng pulg 59 sdRNA (Diag.4D).

4A 80S 4B Polisomy

37 20 23 l 83 302 147
4C SuU 4D Wolne RNA
324 60 1 126 59 12

Diag.4 Tlosci sdRNA w bibliotekach rancRNA-seq z hodowli w stresie glodu cukrowego. 4A
biblioteki z frakcji monosoméw. 4B biblioteki z frakcji polisoméw. 4C biblioteki z frakcji podjednostek
rybosomowych. 4D biblioteki z frakcji wolnych RNA.
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W warunkach optymalnych w frakcji monosomow zidentyfikowano 53 sdRNA przed
oraz 41 tRF w bibliotekach zawierajagcych RNA poddane demetylacji, 13 sdRNA byto
wspolnych (Diag.5A). W frakcji polisomow w Dbibliotekach AlkB- i AlkB+
odpowiednio zidentyfikowano 356 i 353 sdRNA, ze wspolng pulg 251 sdRNA
(Diag.5B). We frakcji podjednostek rybosomowych wykryto 472 (AIkB-) 1 122
(AlkB+) sdRNA, przy czym 98 sdRNA byto wspdlnych (Diag.5C), a we frakcji RNA
niezwigzanych z rybosomami - 199 i 140 sdRNA, ze wspdlna pula 117 sdRNA
(Diag.5D).

bA 80S 5B Polisomy

\ ( |
40 13 28 ‘ 105 251 | 102

56 sy 5D womernA

Sid i w 24 : 82 17 23

Diag.5 Tlosci sdRNA w bibliotekach rancRNA-seq z hodowli w warunkach optymalnych. 5A
biblioteki z frakcji monosomoéow. 5B biblioteki z frakcji polisoméw. 5C biblioteki z frakcji podjednostek
rybosomowych. 5D biblioteki z frakcji wolnych RNA.
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W warunkach stresu hiperosmotycznego we frakcji monosomow zidentyfikowano 162
sdRNA w bibliotekach AlkB- oraz 31 sdRNA w bibliotekach AlkB+, przy czym 22
sdRNA byto wspolnych (Diag.6A). We frakcji polisomow wykryto odpowiednio 194
oraz 183 sdRNA, wspdlng pule stanowito 119 sdRNA (Diag.6B). We frakcji
podjednostek rybosomowych wykryto 377 i 76 SURNA, przy czym pule 62 sdRNA byto
wspolnych (Diag.6C). Natomiast we frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami
zidentyfikowano 224 i 105 sdRNA, ze wspoélng pula 83 sdRNA (Diag.6D).

6A 80S 6B Polisomy

140 22 9 j ‘ 75 119 64

Wolne RNA

6C __SY wm 6D

315 62 14 ‘ 141 83 | 2

Diag.6 Ilosci sdRNA w bibliotekach rancRNA-seq z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego. 6A biblioteki z frakcji monosomoéw. 6B biblioteki z frakecji polisomow. 6C
biblioteki z frakcji podjednostek rybosomowych. 6D biblioteki z frakcji wolnych RNA.

Podsumowujac, w niniejszej pracy doktorskiej zidentyfikowatam znaczng liczbe tRF i
sdRNA, ktore wystepuja wytacznie w bibliotekach AIkB- lub wylacznie w bibliotekach
AlkB+, co wskazuje na istotno$¢ metylacji wystepujacych w tRNA i snoRNA w
procesie powstawania z nich tRF i SORNA oraz asocjacji tRF i SARNA z rybosomami.
Wynik ten jest zgodny z doniesieniem z wcze$niejszych badan, gdzie zaobserwowano,
ze enzym AlkB przyczynia si¢ do zwickszonej obecnosci réoznych fragmentow tRNA,
zarowno kanonicznych, jak i niekanonicznych [44]. Zatem oba badania moga
wskazywaé, ze metylacje w tRNA moga odgrywaé istotng role w regulacji lub
okreslaniu miejsc cigcia konkretnych tRNA.

Majac na uwadze powyzsze, W Kkolejnym etapie pracy przeprowadzitam analiz¢ dla

wybranych sdRNA oraz tRF o zwigkszonej akumulacji W poszczegolnych frakcjach
(podjednostki, monosomy, polisomy) w stresie abiotycznym wzgledem tej samej frakcji
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w warunkach optymalnych i podjetam probe korelacji ich akumulacji z potencjalng rolg
podczas poszczegbdlnych etapow translacji.

4.4.3.2. Nazewnictwo rancRNA zastosowane w pracy

Stosowane przeze mnie w niniejszej pracy doktorskiej nazwy czasteczek sdRNA oraz
tRF odnosza si¢ do prekursorowych czasteczek snoRNA oraz tRNA, z ktorych
powstaly. W nawiasach umieszczono numery nukleotydéw, od ktérych dana czasteczka
si¢ zaczyna 1 konczy np. snR47 (61-99) oznacza, ze czasteczka rancRNA powstala ze
snoRNA snR47, zaczyna si¢ na nukleotydzie 61 a konczy na 99 czasteczki snR47. Dla
przyktadu, na rysunku 25 umiescitam struktur¢ snR47, a kolorem fioletowym
oznaczylam sdRNA snR47 (61-99). Analogiczng zasad¢ zastosowatam do
zidentyfikowanych w pracy rancRNA tRF, dla przyktaduna rysunku 26 umieszczono
strukture tS(AGA) oraz tS(AGA)D1 (49-85). W przypadku czasteczek tRF przed
numerami nukleotydow wskazujacymi poczatek 1 koniec, znajduja si¢ litery
oznaczajace region w komorce w ktoérym nastgpito cigcie danego tRF.

40

80

snR47

Rys. 25 Struktura drugorzedowa snoRNA 47 oraz lokalizacja powstajacego z niego rancRNA
sNR47 (61— 99). Czerwone strzatki oznaczaja miejsce ciecia snoRNA. Struktura snoRNA zostata
wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold WebSerwer.
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tS(AGA) 1S(AGA)D1 (49-85)

Rys. 26 Struktura drugorzedowa tS(AGA) oraz lokalizacja powstajacego z niego rancRNA
tS(AGA)D1 (49—85). Czerwone strzalki oznaczaja miejsce cigcia tRNA. Zrodlo struktury tRNA:
yeastgenome.org.

4.4.4. Analiza sdRNA oraz tRF o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w
poszczegllnych frakcjach

444.1. sdRNA wykazujace istotne statystycznie zmiany akumulacji w
podjednostkach rybosoméw, monosomach oraz polisomach.

Podczas porownania bibliotek z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowgo z
kontrolnymi zaobserwowano statystycznie istotne zmiany poziomu akumulacji 169
sdRNA: 29 sdRNA w podjednostkach rybosomowych, 10 sdRNA w monosomach oraz
137 sdRNA w polisomach (Tab. 38, 40, 44, 46, 50, 52; Materiat dodatkowy). We frakcji
podjednostek zidentyfikowano 26 unikatowych sdRNA tylko dla tej frakcji
rybosomowej. Jeden wspolny sdRNA dla podjednostek rybosomowych i monosoméw -
snR61 (2-44) oraz dwa dla podjednostek i polisoméw: snR33 (165-183) oraz snR128
(105-124). We frakcji monosomow zaobserwowano 5 unikatowych sdRNA. Natomiast
we frakcji polisomow wyodrgbniono 131 unikatowych sdRNA. Wykryto 4 wspdlne
sdRNA dla monosoméw i polisomow: snR68 (101-136), snR72 (78-95), snR63 (232—
255) oraz snR60 (86-104) (Diag.7A).

67
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131

Polisomy Polisomy

Diagram 7. Tlosci SdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji we frakcjach
podjednostek, monosoméw i polisoméw w warunkach stresu wzgledem warunkéw optymalnych. A.
Stres glodu cukrowego wzgledem warunkow optymalnych. B. Stres hiperosmotyczny wzgledem
warunkdéw optymalnych.

Podczas poréwnania bibliotek z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego z
kontrolnymi zaobserwowano statystycznie istotne zmiany poziomu akumulacji 63
sdRNA: 42 sdRNA w podjednostkach rybosomowych, 2 sdRNA w monosomach oraz
22 sdRNA w polisomach (Tab. 39, 40, 45, 46, 51, 52; Material dodatkowy). We frakcji
podjednostek zidentyfikowano 39 unikatowych sdRNA tylko dla tej frakcji
rybosomowej. Brak wspolnych sdRNA podjednostek rybosomowych i monosoméw
oraz 3 dla podjednostek i polisomow: snR40 (1-24), snR190 (-1-17) oraz snR77 (39—
73). W frakcji monosoméw zaobserwowano jedynie 2 unikatowe sdRNA. Natomiast w
frakcji polisomow wyodrgbniono 19 unikatowych sdRNA (Diag.7B).

4.4.4.2. tRF wykazujace istotne statystycznie zmiany asocjacji w podjednostkach
rybosoméw, monosomach oraz polisomach.

Podczas poroéwnania bibliotek z hodowli w warunkach stresu gltodu cukrowego z
kontrolnymi zaobserwowano statystycznie istotne zmiany poziomu akumulacji 361 tRF:
101 tRF w podjednostkach rybosomowych, 63 tRF w monosomach oraz 229 tRF w
polisomach (Tab. 41, 43, 47, 49; 53, 55, Material dodatkowy). We frakcji podjednostek
zidentyfikowano 76 unikatowych tRF tylko dla tej frakcji rybosomowej. Jedenascie
wspolnych tRF podjednostek rybosomowych i monosoméow: tS(AGA)L (56-87),
tH(GUG)E2 (42-65), tA(UGC)G (45-71), tV(AAC)H (40-76), tC(GCA)G (34-73),
tE(CUC)D (55-74), tQ(UUG)L (47-75), tE(UUC)L (55-75), tG(GCC)E (30-70),
tV(AAC)L (40-76), tR(CCG)L (42-62); dwanascie dla podjednostek i polisomow:
tR(CCU)J (38-71), tE(UUC)I (30-50), tS(AGA)L (44-77), tI(AAU)P2 (75-93),
tT(UGU)H (55-75), tV(CAC)H (39-72), tV(AAC)G3 (52-77), tD(GUC)J3 (39-74),
tR(ACG)L (31-52), tG(UCC)G (31-51), tA(AGC)L (47-67), tT(UGU)G2 (46-70). We
frakcji monosomow zaobserwowano 45 unikatowych tRF. Natomiast we frakcji
polisoméw wyodrebniono 210 unikatowych tRF. Zidentyfikowano pi¢¢ wspolnych tRF
dla monosomow i polisomow: tK(CUU)M (43-71), tF(GAA)P1 (38-69), tT(CGU)K
(55-75), tL(CAA)N (62-80), tE(UUC)I (35-74). Zaobserwowano rowniez 2 wspolne
tRF dla wszystkich trzech analizowanych frakcji: tE(CUC)D (33-74) oraz tV(AAC)L
(54-76) (Diag.8A).
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Diagram 8. Ilosci tRF o istotnych statystycznie zmianach akumulacji we frakcjach podjednostek,
monosomow i polisoméw w warunkach stresu wzgledem warunkéw optymalnych. A. Stres glodu
cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych. B. Stres hiperosmotyczny wzgledem warunkow
optymalnych.

Podczas porownania bibliotek rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego z kontrolnymi zaobserwowano statystycznie istotne zmiany
poziomu akumulacji 313 tRF: 64 tRF w podjednostkach rybosomowych, 37 tRF w
monosomach oraz 231 tRF w polisomach (Tab. 42, 43, 48, 49, 54, 55; Materiat
dodatkowy). We frakcji podjednostek zidentyfikowano 52 unikatowe tRF tylko dla tej
frakcji rybosomowej, dwa wspolne tRF podjednostek rybosomowych i monosomow:
tK(CUU)M (43-71) oraz tF(GAA)G (40-76) oraz osiem dla podjednostek i polisomow:
tS(AGA)L (30-47), tD(GUC)J3 (3-33), tV(AAC)G3 (52-77), tE(UUC)I (52-70),
tS(AGA)L (59-83), tV(AAC)O (32-53), tG(CCC)D (52-69), tT(UGU)G2 (46-70). W
frakcji monosoméw zaobserwowano 28 unikatowych tRF. Natomiast w frakcji
polisoméw wyodrebniono az 216 unikatowych tRF. Zidentyfikowano pig¢ wspolnych
tRF monosoméw i polisoméw: tT(UGU)GL (43-70), tP(AGG)N (37-70), tV(CAC)H
(1-29), tR(CCG)L (42-62) oraz tQ(UUG)D3 (47-71). Zaobserwowano roéwniez 2
wspolne tRF dla wszystkich trzech analizowanych frakcji: tE(UUC)I (1-23) oraz
tI(AAU)L1 (40-69) (Diag.8B).

W celu dokladniejszej analizy interakcji migdzy sdRNA 1 tRF a aparatem
translacyjnym, przeanalizowalam mapy cieplne obrazujgce zmiany w ich asocjacji z
réznymi frakcjami rybosomalnymi w poroéwnaniu do frakcji wolnych RNA. Aby lepiej
zrozumie¢ role rancRNA w odpowiedzi na roézne rodzaje stresu, podzielitam je na trzy
grupy:
e rancRNA wykazujgce istotne statystycznie zmiany asocjacji tylko w odpowiedzi
na stres gtodu cukrowego,
e rancRNA wykazujgce istotne statystycznie zmiany asocjacji tylko w odpowiedzi
na stres hiperosmotyczny,
e rancRNA wykazujgce istotne statystycznie zmiany asocjacji w obu typach
stresu.
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Ze wzgledu na duza liczbe zidentyfikowanych sdRNA i tRF wykazujacych istotne
statystycznie roznice w poziomie akumulacji, przeprowadzitam wstepng selekcje
czasteczek w celu szczegotowej analizy. Jako kryterium wilaczenia do dalszych analiz
przyjeto minimalng liczb¢ tysigca odczytow na milion dla czgsteczek wykazujacych
istotne roznice w porownaniu kontrolnym (np. stres glodowy vs kontrola w
polisomach). W przypadku rancRNA, w ktorych poziom akumulacji byl nizszy,
wybrano pulg czgsteczek o najwyzszym poziomie asocjacji w danej grupie.

4.4.4.3. Podjednostki rybosomowe

Biblioteki podjednostek rybosomalnych (SU) zawieraja krotkie rancRNA (sdRNA oraz
tRF), ktore asocjowaty z matg (40S) 1 duza (60S) podjednostka rybosomu przed ich
polaczeniem w kompletny rybosom. W matej podjednostce zachodza kluczowe etapy
inicjacji translacji, takie jak: wigzanie czynnika inicjacji IF3, mRNA oraz pierwszego
tRNA, a takze hydroliza GTP katalizowana przez IF2. Z kolei w duzej podjednostce
zachodza procesy zachodza procesy przygotowaniem jej do translacji, przetwarzanie z
66S prekursora rybosomu tak aby powstala w peini funkcjonalna podjednostka 60S
[162], [163].

4.4.4.3.1. Wybrane przyklady sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w
oddzialywaniu z podjednostkami rybosomalnymi pod wplywem stresu

4.4.4.3.1.1. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji do podjednostek
rybosomowych tylko w odpowiedzi na stres glodu cukrowego

Zidentyfikowano 13 sdRNA pochodzacych z 9 réznych snoRNA, ktore wykazywaty
istotne statystycznie zmiany w akumulacji w podjednostkach rybosomowych w stresie
gltodu cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych. Tabela 38 (Materiatl dodatkowy)
przedstawia wartosci istotnosci statystycznej zmiany akumulacji dla kazdego sdRNA z
tej grupy. Na Rys. 27 umieszczono mape¢ cieplng z porownaniem poziomu akumulacji
w/w sdRNA w podjednostkach i poziomu ekspresji we frakcji wolnych RNA.
Najwyzsze poziomy akumulacji zaobserwowatam w warunkach optymalnych we frakcji
podjednostek.
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Poziom asocjaciji
Poziom ekspres;ji w podjednostkach
(Wolne RNA) rybosomowych

SNR73 (76-95)
SNR76 (74-105)
snR31 (186-222)
snR44 (-1-26)
snR190 (-2-21)
snR44 (-1-40)
snR33 (165-183)
SNR40 (1-37)
snR128 (105-124)
snR190 (170-192)
snR128 (103-120)
SNRA4T7 (61-99)
SNRA47 (74-99)

1000

500

Rys.27 Mapa cieplna sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu glodu
cukrowego w poréownaniu do warunkow optymalnych we frakcji podjednostek rybosomowych.
Liczby przy legendzie przedstawiaja ilo$ci odczytow na 1 min w bibliotece.

Zatozone kryterium ponad tysigca odczytow na milion spetnity tylko sdRNA z bibliotek
rancRNAseq z warunkow optymalnych, AIkB-. Dlatego w pozostatych bibliotekach
wybratam po 2 sdRNA o najwyzszej ilosci odczytow. W Tabeli 8 umieszczono wybrane
sdRNA, poziomy ich asocjacji z frakcja podjednostek rybosomowych oraz warto$ci
istotno$ci statystycznej zmiany.

BC BC+ K K+ Warto$¢ p
snR128 (105-124) | 1359 | 86,7 0 0 0,0314
snR190 (-2-21) 2484 | 0 1336,8 | 1635 | 0,0133
snR190 (170-192) | 54,8 0 3778 | 2378 | 0,0361
snR40 (1-37) 66,6 10,8 1157,3 | 138,7 | 0,0287
snR44 (-1-40) 78,8 0 1313,9 | 50,4 0,0230
snR73 (76-95) 28,8 88,5 0 0

Tab.8 sdRNA wykazujace najwigkszg akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie
glodu cukrowego w podjednostkach rybosomowych w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby
przedstawiaja ilosci odczytow na 1 min w bibliotece. BC — krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego, BC+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+, K —
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych AlkB+.

Najwyzszy poziom akumulacji w podjednostkach rybosomalnych w warunkach
optymalnych osiggnety nastepujace rancRNA: snR190 (-2-21) z 1 336,7 odczytami na
milion, snR44 (-1-40) z 1313,8 odczytow na milion oraz snR40 (1-37) z 1157,2
odczytéw na milion (WyK. 3).

W bibliotekach z RNA podanego demetylacji najwigkszg ilo$¢ odczytow obserwowano
dla snR190 (170-192) i snR40 (1-37), odpowiednio z 237,7 i 138,6 odczytow na
milion. Poziom akumulacji snR190 (170-192) byt znacznie nizszy (140 odczytow na
milion) w poréwnaniu z probka niedemetylowang, natomiast dla snR40 (1-37) spadek
ten wynidst 1018,6 odczytow na milion.
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Wyk. 3 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w podjednostkach rybosomalnych z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych oraz stresie glodu cukrowego. Przedstawiono
sdRNA wykazujgce istotnie statystycznie zmieniong akumulacje w poroéwnaniu do frakcji RNA
niezwiazanych z rybosomami.

W warunkach gltodu cukrowego najwyzszy poziom asocjacji rancRNA sdRNA do
podjednostek zaobserwowano dla snR190 (-2-21) (Wyk. 3) i snR128 (105-124),
odpowiednio z 248,4 i 135,8 odczytami na milion. Poziom akumulacji tych dwoch
sdRNA we frakcjach rybosomalnych podczas gltodu cukrowego byt jednak znaczgco
nizszy ich poziom we frakcji wolnych, nie zwigzanych z rybosomem RNA oraz niz
maksymalne poziomy akumulacji zanotowane w warunkach optymalnych.

snR128 (105-124) wykazywat rowniez wysoka akumulacj¢ w bibliotece AIkB+ we
frakcji podjednostek bibliotek z hodowli w warunkach glodu cukrowego, cho¢ na
nizszym poziomie — 86,6 odczytow na milion, niz w bibliotece bez dodatku biatek
demetylujgcych (135,9 odczytéw na milion). W bibliotekach AlkB+ z hodowli w stresie
glodu cukrowego, obserwowano réwniez znaczaca akumulacj¢ dla snR73 (76-95) z
88,5 odczytami na milion. Poziom asocjacji wspomnianego sURNA w podjednostkach
byt 2,75 razy wigkszy niz we frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 28 umieszczono struktury drugorzedowe sdRNA wykazujgcych najwyzsza
asocjacje¢ do podjednostek rybosomalnych w stresie gtodu cukrowego w porownaniu do
warunkoéw optymalnych. W bibliotekach AlkB- najwiecej odczytow zaobserwowano
dla snR190 (-2-21) pochodzacego z 5’konca snoRNA. Natomiast sARNA z najwyzsza
iloscig odczytow w bibliotekach AlkB+ pochodzity z konca 3’ lub rejonu w poblizu
konca 3’: snR128(105-124) oraz snR190 (170-192).
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Rys.28 Struktury drugorzedowe SnoRNA z zaznaczonymi pozycjami sdRNA wykazujacymi
najwyzsza akumulacje w podjednostkach rybosomowych z bibliotek rancRNAseq z hodowli w
stresie glodu cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono
miejsca ciecia snoRNA. Struktura drugorzgdowa snoRNA zostatla wygenerowana z wykorzystaniem
RNAfold WebSerwer.

Analiza 13 sdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w stresie glodu
cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek rybosomowych
wykazala 3 sdRNA posiadajace odczyty powyzej tysigca na milion.

W warunkach optymalnych najwyzszy poziom akumulacji zaobserwowano dla SnR190
(-2-21), snR44 (-1-40) oraz snR40 (1-37). Wysoki poziom tych sdRNA w
podjednostkach sugeruje, ze moga one odgrywaé istotng role w procesach
zachodzacych przy sktadaniu podjednostek w rybosom w warunkach normalnych
wzrostu, a spadek ich akumulacji w warunkach stresowych moze by¢ zwigzany z
przystosowywaniem komorki do warunkow stresowych, np. obniZzeniem poziomu
translacji, co zaobserwowalam podczas realizacji niniejszej pracy doktorskiej 1
zaprezentowatam na Rys. 5

Zaskakujace jest, ze poziom akumulacji snR190 (-2-21) oraz snR128 (105-124) w
bibliotekach traktowanych biatkami typu AlkB byl znacznie nizszy niz w probach
niedemetylowanych. Fakt ten wskazuje na utrudniong detekcje czasteczek
pozbawionych metylacji. Podobne obserwacje, tj. poréwnywalne lub zmniejszone
ilosci odczytow korespondujacych do 3’tRF pochodzacych z tRNA: Arg-CCG, Gly-
CCC i His-GTG w probkach niepoddanych demetylacji (w poréwaniu do probek
poddanych demetylacji) byty poczynione w danych pochodzacych z sekwencjonowania
ARMseq przez tworcow tej metody, grupe Todda Lowe [33]. Autorzy takie obserwacje
thumaczyli brakiem modyfikacji m'A58 w tRF o nizszej ilosci odezytow w bibliotekach
AlkB+.

W  warunkach glodu cukrowego we frakcji podjednostek rybosomowych
zaobserwowano wysoki poziom akumulacji snR190 (-2-21) i snR128 (105-124). Fakt,
ze poziom akumulacji obu tych sdRNA byt nizszy w warunkach stresu, moze swiadczy¢
o zmianach w funkcjonowaniu rybosoméw podczas warunkéw gltodu cukrowego. Juz
na wykresach profilowan polisomowych (Rys.5) obserwowalam 10-krotng zmiane
stosunku polisoméow do monosoméw w stresie glodu cukrowego w poréwnaniu z
warunkami optymalnymi.
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4.4.43.1.2. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji do podjednostek
rybosomowych tylko w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny

Zidentyfikowano 26 sdRNA pochodzacych z 18 réznych snoRNA w podjednostkach
rybosomowych w stresie hiperosmotycznym wzgledem warunkéw optymalnych. Tabela
39 (Material dodatkowy) przedstawia wartosci istotnosci statystycznej zmian
akumulacji dla kazdego w/w sdRNA. Na Rys. 29 umieszczono mapg cieplng z
poréwnaniem poziomu akumulacji w podjednostkach wspomnianej grupy sdRNA
wzgledem frakcji wolnych RNA. Najwyzsze poziomy asocjacji ponownie mozna
zaobserwowac¢ w bibliotekach z warunkoéw optymalnych AlkB-.

Poziom asocjacji
Poziom ekspresji w podjednostkach
(Wolne RNA) rybosomowych

snR54 (38-74)
snR128 (50-70)
snR128 (1-25)
SnR59 (45-78)
snR39B (78-96)
snR51 (88-107)
snR24 (67-89)
snR40 (22-49)
snR60 (89-107)
snR128 (29-49)
shR59 (59-78)
snR24 (71-88)
snR77 (39-73)
snR39 (70-89)
snR17a (300-333
snR47 (78-99)
SnRS57 (1-20]
snR45 (141-171)
snR190 (137-165
snR128 (1-29)
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Rys.29 Mapa cieplna sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu
hiperosmotycznego w poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek
rybosomowych. Liczby przy legendzie przedstawiaja ilo$ci odczytéw na 1 min w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ sdRNA posiadajace ponad tysigc odczytow
na milion. W zwiazku z tym, ze w bibliotekach z hodowli w stresie hiperosmotycznym
(AlkB- oraz AlkB+) zaden sdRNA nie spetnit tego kryterium, wybrano po 2 sURNA
posiadajace najwigcej odczytow (AlkB- oraz AlkB+). W Tabeli 9 umieszczono wybrane
SdRNA, ich poziomy asocacji z frakcja podjednostek oraz wartosci istotnosci
statystycznej.
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K K+ H H+ Wartos¢ p
snR128 (1-25) 4770 4045 | 0 29,1 | 0,0024
snR128 (1-29) 4759,2 | 223,7 | 6915 | 33,4 | 0,0434
snR24 (67-89) 3077,4 | 1168,9 | 61,6 0 0,0094
snR24 (71-88) 3562 1183,8 | 97,2 31,3 | 0,0216
snR45 (141-171) | 826,6 | 82,6 1062 | O 0,0421
Tab. 9 sdRNA wykazujace najwieksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
warunkach hiperosmotycznych w podjednostkach rybosomowych w stosunku do warunkow
optymalnych. Liczby przedstawiajg ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece. K— krotkie RNA z hodowli w
warunkach optymalnych, K+— krétkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H— krotkie
RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach
stresu hiperosmotycznego AlkB+.

Analiza wspomnianej grupy sdRNA (Tab. 9) wykazata, ze w warunkach kontrolnych
najwiekszg akumulacje do podjednostek rybosomowych osiggnety snR128 (1-25) z
4 770 odczytami na milion, snR128 (1-29) z 4 759 odczytami na milion oraz snR24
(71-88) z 3562 odczytami na milion. Te sdRNA odznaczaly si¢ znacznie mniejsza
obecnoscig w frakcji wolnych RNA, co wskazuje na ich silng asocjacje z
podjednostkami rybosomalnymi (Wyk. 4). Jak wiadomo, snR128 jest zwigzany z
synteza 18S rRNA [164], a snR24 jest komplementarny do 28S rRNA [165]. Dlatego
silna asocjacja sdRNA pochodzacych z snR128 1 snR24 z podjednostkami
rybosomowymi jest zapewne powigzana z ich funkcjami w matej i duzej podjednostce.

W bibliotekach rancRNAseq przygotowanych z frakcji podjednostek, hodowli w
warunkach optymalnych AIkB+, najwyzszy poziom akumulacji obserwowano dla
snR24 (71-88) i snR24 (67-89), odpowiednio z 1 183,7 i 1 168,9 odczytami na milion,
nie byly one obecne we frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami (co oznacza, ze
wszystkie kopie tych sdRNA istniejg w komorce jako zwigzane z rybosomami, WykK. 4).
Warto$ci te byty jednak zdecydowanie nizsze w poréwnaniu z probkami kontrolnymi
AlkB-.
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Wyk. 4 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w podjednostkach rybosomalnych z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych oraz w stresie hiperosmotycznym.
Przedstawiono sdRNA wykazujace istotnie statystycznie zmieniong akumulacj¢ w porownaniu do frakcji
RNA niezwigzanych z rybosomami.
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W warunkach stresu osmotycznego najwyzszy poziom asocjacji z podjednostkami
rybosomowymi obserwowano dla snR128 (1-29) i snR45 (141-171), odpowiednio z
691,51 106,1 odczytami na milion. Warto$ci te byly nizsze niz maksymalne poziomy
zanotowane w warunkach optymalnych (Wyk. 4). W bibliotekach z wolnych RNA,
poziom snR128 (1-29) byt podobny do poziomu w podjednostkach rybosomalnych, z tg
roéznicg, ze po demetylacji RNA jego obecno$¢ we frakcji RNA niezwigzanych z
rybosomami byta wigksza. Te wyniki wskazuja na niejednorodny wplyw biatek AlkB
na t¢ samg czasteczke zasocjowang z réznymi frakcjami rybosomalnymi.

W bibliotekach AlkB+ w warunkach stresu osmotycznego najwyzszy poziom
akumulacji we frakcji podjednostek osiggnety snR128 (1-29) i snR24 (71-88),
odpowiednio z 33,4 i1 31,2 odczytami na milion. Warto$ci te byly nizsze w poréwnaniu
z innymi analizowanymi warunkami.

Na Rysunku 30 umieszczono struktury drugorzedowe sdRNA wykazujacych najwyzsza
asocjacj¢ z podjednostkami w stresie hiperosmotycznym w poréwnaniu do warunkow
optymalnych. W warunkach optymalnych oraz stresowych w bibliotekach AlkB-
najwigcej odezytow posiadaty sdRNA z konca 5°: snR128 (1-25) oraz snR128 (1-29).
Natomiast w bibliotekach AlkB+ najwiecej odczytow obserwowano u sdRNA zaréwno
z konca 5’ jak i 3’ konca: snR24 (71-88) oraz snR128 (1-29).

snR128 (1-25)

-~

'

-\

Rys. 30 Struktury drugorzedowe SnORNA z zaznaczonymi pozycjami SdRNA wykazujacych
najwyzsza akumulacje w podjednostkach rybosomowych z bibliotek rancRNAseq w hodowli ze
stresu hiperosmotycznego wzgledem warunkow optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono
miejsca ciecia SNORNA. Struktura drugorzgdowa snORNA zostala wygenerowana z wykorzystaniem
RNAfold WebSerwer.

Analiza 26 sdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w stresie
hiperosmotycznym wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek
rybosomowych wykazata 4 sdRNA posiadajace odczyty powyzej tysigca na milion.

W warunkach optymalnych najwyzszy poziom akumulacji zaobserwowano dla sSnR128
(1-25), snR128 (1-29) oraz snR24 (71-88). Wysoki poziom tych sdRNA w
podjednostkach sugeruje, Zze moga one odgrywaé istotng rolg w procesach
zachodzacych przy sktadaniu podjednostek w rybosom w warunkach normalnych
wzrostu, a spadek ich akumulacji w warunkach stresowych moze by¢ zwigzany z
przystosowywaniem komorki do warunkoéw stresowych. W naszych wczes$niejszych
badaniach analizowali§my snR128 (1-22) [22], obserwujac jego podwyzszone stezenie
w odpowiedzi na stresy zwigzane z szokiem cieplnym, promieniowaniem UV oraz
stresem hipoosmotycznym. Uzyskane wyniki wskazywaty na zréznicowang akumulacje
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tego sdRNA, niezalezng od prekursorowych snoRNA oraz sugrowaly mozliwos¢
zalezno$ci przetwarzania snoORNA do sdRNA w zalezno$ci od stresu. W niniejszej
pracy doktorskiej snR128 (1-22) nie zostal zidentyfikowany w puli czasteczek
wykazujacych istotne statystycznie zmiany w akumulacji. Fakt ten implikuje
zrdznicowanie procesow przetwarzania sSnoRNA do sdRNA oraz podkresla znaczenie
zastosowania sekwencjonowania wysokoprzepustowego w celu szczegdtowej analizy
sdRNA w komorkach. Dzigki tej technice mozliwe jest nie tylko stanie wykrycie roznic
w dlugosci sdRNA rzgdu 3-7 nukleotydow dlugosci, ale rowniez identyfikacja
potencjalnie nowych sdRNA o istotnym wptywie na procecy translacji w komorkowe;.

Interesujace jest, ze w bibliotekach traktowanych biatkami AlkB, najwyzsza akumulacje
obserwowano dla dwoch sdRNA pochodzacych z tego samego prekursorowego
snoRNA: snR24 (71-88) i snR24 (67-89). Niemniej jednak, wymienione sdRNA nie
wykazywaly najwyzszej akumulacji w podjednostkach w bibliotekach AlkB-, gdzie
dominowaty sdRNA128. W bibliotekach AlkB+ odnotowalam spadek akumulacji
wspomnianych sdRNA128 o 11,8 i 21,2 razy. Istotnym jest podkreslenie, ze wartosci
akumulacji wszystkich omawianych wyzej sdRNA byly znaczaco wyzsze w
bibliotekach AIkB-. Jedynym wyjatkiem jest snR128 (1-25), ktéry w bibliotekach
AlkB+ zawierajacych RNA z hodowli w stresie hiperosmotycznym zostat wykryty w
ilosci 29,1 odczytow na milion, a nie wykryto go w bibliotekach AlkB- z hodowli w
stresie hiperosmotycznym.

W warunkach stresu hiperosmotycznego zaobserwowano wysoki poziom akumulacji
snR128 (1-29) i snR45 (141-171). Fakt, ze poziom akumulacji obu tych sdRNA byt
nizszy niz w warunkach optymalnych, moze $wiadczy¢ o zmianach w funkcjonowaniu
rybosomoéw (w tym rearanzacji oddzialywan sdRNA/rybosom) podczas warunkow
hiperosmotycznych.

444.3.1.3. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji z
podjednostkami rybosomowymi w odpowiedzi na oba typy streséw

Zidentyfikowano 16 sdRNA pochodzacych z 13 réznych snoRNA w podjednostkach
rybosomowych, ktérych poziom akumulacji zmienit si¢ istotnie statystycznie W obu
typach stresow abiotycznych wzgledem warunkow optymalnych. Tabela 40 (Materiat
dodatkowy) przedstawia wartosci istotno$ci statystycznej zmian akumulacji dla kazdego
sdRNA. Na Rys. 31 umieszczono map¢ cieplng z porownaniem poziomu akumulacji w
podjednostkach wspomnianej grupy sdRNA wzgledem frakcji wolnych RNA.
Ponownie, najwyzsze poziomy akumulacji obserwowatam w bibliotekach z hodowli w
warunkach optymalnych AlkB-.
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Rys. 31 Mapa cieplna sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w warunkach glodu cukrowego
oraz stresu hiperosmotycznego w poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek
rybosomowych. Liczby przy legendzie przedstawiajg ilosci odczytow na 1 min w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ sdRNA posiadajace ponad tysigc odczytdw
na milion — kryterium spetnily tylko sdRNA z bibliotek z warunkow optymalnych
AlkB-. W pozostalych bibliotekach wybrano po dwa sdRNA o najwyzszej ilosci
odczytow. W Tabeli 10 umieszczono wybrane sdRNA, poziomy ich asocjacji z frakcja
podjednostek rybosomowych w obu typach stresow abiotycznych oraz wartosci
istotnosci statystyczne;.

Warto$¢ p* | BC BC+ K K+ H H+ | Warto$¢ p**
SnR38 (68-95) 0,0326 1294 0 1146,1 63,6 109,2 0 0,0145
snR40 (1-32) 0,0402 93,7 16 27974 175 92,8 0 0,0018
SnR60 (2-44) 0,0332 272,7 0 2033,2 11,6 2019 0 0,0114
SnR61 (2-44) 0,0332 3913 0 2913,2 16,5 209 0 0,0066
snR72 (1-29) 0,0337 170,7 0 2120,7 146,1 2859 0 0,0317

Tab. 10 sdRNA wykazujace najwi¢ksza akumulacj¢e w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
obydwu typach stresu w podjednostkach rybosomowych w stosunku do warunkow optymalnych.
Liczby przedstawiajg ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece. BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach
stresu glodu cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+, K—
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+— krotkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych AlkB+, H— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie
RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+. Warto$¢ p*— porownanie hodowli w
warunkach stresu glodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i
AlkB-). Warto$¢ p**— porownanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z
hodowlg w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-).

Najwyzszy poziom akumulacji we frakcji podjednostek rybosomalnych w warunkach
optymalnych osiagnety: snR61 (2—44) z 1 146 odczytami na milion, snR40 (1-32) z
2 797,3 odczytami na milion, snR72 (1-29) z 2 120,7 odczytami na milion, snR60 (2—
44) z 2 033,1 odczytami na milion oraz snR38 (68-95) z 1 146 odczytami na milion.
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Wszystkie te sdRNA wykazywaly znacznie mniejsza obecno$¢ we frakcji wolnych
RNA, co wskazuje na ich silng asocjacj¢ z podjednostkami rybosomalnymi (Wyk. 5).

W bibliotekach zawierajacych rancRNA poddane demetylacji (SU + AIkB na Wyk.5),
najwyzszy poziom akumulacji obserwowano dla snR72 (1-29) i snR40 (1-32),
odpowiednio z 175 i 146,1 odczytami na milion, ktére réwniez byly prawie wylacznie
obecne w kompleksach z podjednostkami. Wartosci te byty jednak znacznie nizsze w
poréwnaniu z probkami kontrolnymi bez demetylacji RNA (SU).

Nalezy podkresli¢, ze pomimo iz wspomniane sdRNA wystepuja 1 asocjuja z
podjednostkami rybosomu réwniez w warunkach stresowych, to ich obserwowany
poziom jest znacznie nizszy niz w warunkach optymalnych (Wyk. 5).
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Wyk.5 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w podjednostkach rybosomalnych z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych eraz obu stresow abiotycznych. Przedstawiono
sdRNA wykazujgce istotnie statystycznie zmieniong akumulacje w poréwnaniu do frakcji RNA
niezwigzanych z rybosomami.

W warunkach glodu cukrowego najwyzszy poziom akumulacji we frakcji podjednostek
rybosomalnych osiggnety snR61 (2-44) z 391,3 odczytami na milion, snR60 (2-44) z
272,7 odczytami na milion. Natomiast w bibliotekach zawierajacych demetylowane
RNA wykryto jedynie snR40 (1-32) na poziomie 16 odczytoéw na milion (WyKk. 5).

W warunkach stresu osmotycznego najwyzszy poziom akumulacji osiagnety snR72 (1-
29) z 285,8 odczytami na milion oraz snR61 (2—44) z 209 odczytami na milion, ktory
charakteryzowat si¢ rowniez jednym z najwyzszych poziomoéw akumulacji w stresie
cukrowym. Zaden sdRNA ze wspomnianej grupy nie zostal wykryty w bibliotekach
zawierajacych demetylowane RNA z hodowli w warunkach stresu hiperomotycznego.

Na Rysunku 32 umieszczono struktury drugorzedowe SNORNA z zaznaczonymi
pozycjami SARNA wykazujacymi najwyzsza asocjacj¢ z podjednostkami w obydwu
stresach abiotycznych w porownaniu do warunkéw optymalnych. Co istotne, wszystkie
SdRNA o najwigkszej ilosci odczytow zarowno w bibliotekach AlkB- jak i AlkB+
pochodzg z 5’konca prekursorowych snoRNA.
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Rys.32 Struktury drugorzedowe SnoRNA z zaznaczonymi pozycjami sdRNA wykazujacymi
najwyzsza akumulacje w podjednostkach rybosomowych z bibliotek rancRNAseq z hodowli w obu
stresach abiotycznych wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca
ciecia SNORNA. Struktura drugorzedowa snORNA zostata wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold
WebSerwer.

Analiza 16 sdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w obu badanych
stresach abiotycznych wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek
wykazata 5 sdRNA posiadajacych odczyty powyzej tysigca na milion.

W warunkach optymalnych najwyzsze poziomy akumulacji obserwowano dla: snR61
(2-44), snR40 (1-32), snR72 (1-29), snR60 (2-44) oraz snR38 (68-95). Na silng
asocjacje z podjednostkami rybosomowymi wskazuje dodatkowo znacznie mniejsza
ilo$¢ odczytow we frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

W obu analizowanych warunkach stresoéw abiotycznych obserwowatam znacznie nizsze
poziomy akumulacji wspomnianych sdRNA w poréwnaniu z warunkami optymalnymi.
Spadek ilosci wytwarzacnych sdRNA w warunkach stresowych wskazuje na
ograniczenie wydatkow energii przez komoérke narazong na stres. Moze to mied
niekorzystne konsekwencje w postaci zburzonego procesu biosyntezy biatka przez
wzglad na prekursory tych czasteczek zaangazowane w dojrzewanie rybosomu. Silna
akumulacja sdRNA w warunkach optymalnych sugeruje, ze moga one pehi¢ funkcje
wspomagajace lub regulujace efektywne sktadanie podjednostek rybosomowych.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze we wszystkich w bibliotekach zawierajagcych RNA poddane
demetylacji poziomy akumulacji sARNA byty nizsze niz w bibliotekach AlkB-.

Podsumowujac, wszystkie sSdARNA posiadajace istotng statystycznie asocjacje we frakcji
podjednostek rybosomowych sa najsilniej akumulowane w bibliotekach z hodowli w
warunkach optymalnych. Porownujac najsilniej asocjujgce sdRNA w bibliotekach
AIkB- nalezaty one wylacznie do sdRNA pochodzacych z konca 5°. Natomiast w
bibliotekach AlkB+ najsilniej asocjowaty z podjednostkami czgsteczki siRNA zarowno
z konca 5’ jak 1 3’.
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4443.2. Podsumowanie wynikow opisujacych sdRNA oddzialujace z
podjednostkami rybosomowymi

We wszystkich trzech porownaniach zaobserwowatam tacznie 12 sdRNA (Tab.11)
posiadajacych powyzej tysigca odczytow we frakeji podjednostek rybosomowych. W
bibliotekach AIkB- wszystkie te wysokie odczyty sdRNA zaobserwowalam w
warunkach optymalnych. Moze to wskazywac na role tych sdRNA w kontroli sktadania
rybosomé6w w warunkach optymalnych. Natomiast w warunkach stresowych komorki
musza oszczedzac energie 1 swoje zasoby, kosztem ograniczenia produkcji rybosomow.
Wskazuje na to dodatkowo, iz niemal wszystkie sdRNA z tej grupy pochodza ze
snoRNA klasy C/D zwigzanych z 2’0 metylacjg matej lub duzej podjednostki [166]—
[168]. Jedynym wyjatkiem jest tutaj snR44 (-1-40), ktorego macierzysty snoRNA
nalezy do klasy H/ACA i jest zwigzany z pseudourudylacja duzej 1 matej podjednostki
rybosomu [166], [167], [169], [170].

Natomiast w bibliotekach AlkB+ tylko 2 sdRNA: snR24 (67-89) oraz snR24 (71-88)
posiadaly powyzej tysigca odczytow na milion i rowniez te obserwacje pochodzg z
bibliotek z hodowli w warunkach optymalnych.

Podjednostki

rybosomowe
rancRNA BC K H
snR24 (67-89) l 3T | )
snR24 (71-88) ) 3T |
snR38 (68-95) d Tl
snR40 (1-32) 1 2T |4
snR40 (1-37) J T
snR44 (-1-40) ) T
SnR60 (2—44) ) 2T |
SnR61 (2—44) 1 2 L
snR72 (1-29) l 2T |
snR128 (1-25) J 47 | -
snR128 (1-29) J 47 |l
snR190 (-2-21) | J 1l

BC+ | K+ | H+

snR24 (67-89) d T —
snR24 (71-88) l )

Tab. 11 sdRNA posiadajace najwyzsza ilo§¢ odczytow na milion w bibliotekach rancRNAseq we
frakcji podjednostek rybosomowych. BC— krétkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego K—
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, H— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego . BC+- krétkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego AlkB+ K+-— krotkie
RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H+- krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego AlkB+. | oznacza odczyty ponizej tysiaca na milion, T oznacza odczyty powyzej
tysigca na milion, numery obok strzalek odnosza si¢ do pelnych tysigcy zaobserwowanych odczytow (np.
T oznacza ponad tysiac odczytow, a 50T oznacza ponad pieédziesiat tysiecy odczytéw na milion). —
oznaczono brak odczytow.
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4.4433. tRF o istotnych statystycznie zmianach w oddzialywaniu z
podjednostkami rybosomalnymi pod wplywem stresu

444331 Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany akumulacji w
podjednostkach rybosomowych tylko w odpowiedzi na stres glodu cukrowego

Zidentyfikowano 68 tRF pochodzacych z 28 izoform tRNA w podjednostkach
rybosomow w stresie glodu cukrowego wzgledem warunkow optymalnych. Tabela 41
(Materiat dodatkowy) przedstawia wartosci istotnosci statystycznej dla kazdego tRF. Na
Rys. 33 wumieszczono map¢ cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji w
podjednostkach wspomnianej grupy tRF wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji
(Wolne RNA)

Poziom asocjacji
w podjednostkach
rybosomowych

tA(AGC)L (39-67) 30000
tA(AGC)L (47-67)
tA(AGC)M2 (33-75)
tA(UGC)G (39-65)
tA(UGC)G (45-T1)
tA(UGC)G (53-71)
tC(GCA)B (58-75)
C(GCA)G (34-73)
tD(GUC)D (57-74)
tD(GUC)J3 (39-74)
D(GUC)J3 (41-62)
tD(GUC)J3 (47-74)
tD(GUC)J3 (51-74)
tD(GUC)N (9-35)
tE(CUC)D (33-74)
E(CUC)D (40-74)
E(CUC)D (47-74)
tE(CUC)I (52-75)
tE(UUC)G3 (48-74)
tE(UUC)I (30-50)
tE(UUC)I (35-55)
tE(UUC)I (39-63)
tE(UUC)I (44-74)
tE(UUC)I (48-T74)
tE(UUC)I (55-74)
LE(UUC)L (48-75)
tE(UUC)L (55-75)
tE(UUC)P (48-74)
{G(GCC)E (11-35)
tG(GGC)E (30-70)
1G(UCC)G (1-31)
1G(UCC)G (31-51)
G(UCC)G (36-74)
1G(UCC)O (33-74)
tH(GUG)E2 (42-62)
tH(GUG)E2 (42-65)
tI{AAU)P2 (75-93)
tL(CAA)N (7-25)
tL(UAG)L2 (40-77)
tN(GUU)K (1-35)
tP(AGG)N (52-74)
tP(UGG)A (37-75)
tP(UGG)A (46-75)
tQ(UUG)D3 (39-75)
tQ(CUG)M (53-75)
tQ(UUG)L (47-75)
tR(ACG)L (31-52)
tR(CCG)L (42-62)
tR(CCU)J (1-33)
tR(CCU)J (46-65)
tS(AGA)D1 (49-85)
tS(AGA)L (44-77)
tS(AGA)L (44-81)
tS(AGA)L (49-66)
S(AGAL (54-77)
tS(AGAL (56-87)
S(GCU)F (49-66)
tT(AGU)N2 (56-75)
tT(UGU)G2 (42-74)
tT(UGU)H (55-75)
V(AAC)L (54-76)
tV(AAC)O (54-73)
tV(CAC)H (38-72)
tV(UAC)B (38-T76)
tV(UAC)B (49-76)
IW(CCA)K (37-78)
tW(CCA)M (1-25)
tW(CCA)M (46-69)

20000

10000

(=]

Rys.33 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach glodu cukrowego w
porownaniu do warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek rybosomowych. Liczby przy
legendzie przedstawiajg iloSci odczytoéw na 1 min w bibliotece.
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Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajace ponad tysigc odczytow na
milion. W Tabeli 12 umieszczono wybrane tRF, poziomy ich asocjacji z frakcja
podjednostek rybosomowych oraz warto$ci istotnosci statystyczne;j.

K K+ BC BC+ Wartos¢ p
tD(GUC)D (57-74) 82,1 9205 628,9 9710,8 0,0007
tD(GUC)J3 (39-74) 0 0 0 32849,2 0,0435
tD(GUC)J3 (41-62) 3504,6 1750,9 732,2 146,2 0,0444
tD(GUC)J3 (47-74) 431,2 644,7 2370,1 6347,2 0,0100
tD(GUC)J3 (51-74) 196,1 635,7 1138,7 8127,6 0,0039
tE(CUC)D (40-74) 0 0 418,2 2370,2 0,0002
tE(CUC)D (47-74) 109,9 2122 4483 1108,6 0,0282
tE(UUC)G3 (48-74) 513,8 738 3160,6 7506,3 0,0057
tE(UUC)I (44-74) 0 0 14375 6208,4 0,0114
tE(UUC)I (48-74) 604,9 749,6 3178,1 7506,9 0,0078
tE(UUC)I (55-74) 31,9 681,9 364.8 6094,2 0,0017
tE(UUC)L (48-75) 1044,2 2539,3 3839,7 9060,3 0,0329
tE(UUC)L (55-75) 70,9 2084,4 428,9 71714 0,0085
tE(UUC)P (48-74) 556 7413 3174 7505,9 0,0066
tG(GCC)E (30-70) 340,1 8354 1673,9 4453,7 0,0258
tG(UCC)G (36-74) 861,1 1513,2 0 576,6 0,0127
tP(AGG)N (52-74) 0 200,6 56,8 1483,6 0,0060
tP(UGG)A (37-75) 10,8 1389,4 0 1024 0,0038
tS(AGA)D1 (49-85) 2159,3 11196,6 | 9088 0 0,0035
tS(AGA)L (44-81) 0 3855 1253,7 518,8 0,0320
tS(AGA)L (56-87) 1557,1 176,7 216,9 0 0,0455

Tab. 12 tRF wykazujace najwieksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
warunkach glodu cukrowego w podjednostkach rybosomowych w stosunku do warunkéw
optymalnych. Liczby przedstawiaja ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece. K — krotkie RNA z hodowli
w warunkach optymalnych, K+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, BC —
krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego, BC+ — krotkie RNA z hodowli w
warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+.

Najsilniej reprezentowang czasteczkg W bibliotece z warunkéw optymalnych byt
tD(GUC)J3 (41-62) z 3 504,5 odczytdéw na milion. Wyniki powyzej tysigca odczytow
na milion osiggnety rowniez: tS(AGA)D1 (49-85), tS(AGA)L (56-87) oraz tE(UUC)L
(48-75) (Tab.12). Z tej grupy jedynie tS(AGA)L (56-87) wykazywat znacznie
obnizony poziom akumulacji we frakcji wolnych RNA. Natomiast tS(AGA)D1 (49-85)
byl bardziej akumulowany we frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami (Wyk.6).

W bibliotekach zawierajacych RNA poddane demetylacji najwyzszg warto$¢ odczytow
(11 196,5) zaobserwowano dla tS(AGA)D1 (49-85), co stanowi wzrost o prawie 7 700
odczytow na milion w poréwnaniu z najwyzszg wartoscig w bibliotece bez demetylacji
(Tab.12). Najwigksza roznice migdzy akumulacjg we frakcji wolnych RNA a frakcja
podjednostek wykazywat tS(AGA)D1 (49-85). Natomiast tE(UUC)L (48-75) byt
bardziej akumulowany we frakcjach RNA niezwigzanych z rybosomami niz w
podjednostkach (Wyk.6). Pozostate tRF z tej grupy wykazywaty niewielkie rdéznice w
akumulacji migdzy tymi dwiema frakcjami.

W warunkach deficytu glukozy tS(AGA)D1 (49-85) réwniez wykazywal najwyzszy
poziom akumulacji we frakcji podjednostek rybosomalnych w bibliotekach AlkB-
(9 087,9 odczytdow na milion), jednak nie zostal wykryty w bibliotekach posiadajacych
demetylowane RNA (Tab.12, Wyk.6). Uzyskane wyniki, wskazuja na to, ze zmiany
ilosci odczytow tS(AGA)D1 (49-85), sg najprawdopodobniej zwigzane z mechanizmem
przegupowania Dimrotha, opisanym przez zespét Dedona [171]. Zgodnie z tym
mechanizmem, modyfikacja m°A moze stanowi¢ wtorny produkt uszkodzenia m*A.
Zatem w warunkach optymalnych, z uzyciem enzymow AlkB, obserwujemy

84



oczekiwany wzrost ilosci odczytow tS(AGA)D1 (49-85), zwigzany z usuni¢ciem
modyfikacji powodujacej bezwgledne zatrzymanie polimerazy. Jednakze w warunkach
stresu glodu cukrowego, obserwujemy odmienne zjawisko. Wzrost poziomu tRF w
bibliotekach AIkB- sugeruje, ze nastepuje tu indukcja metylacji RNA, ktore nie
wystepuja w warunkach optymalnych. A wedle hipotezy zespotu Dedon, spadek ilosci
odczytow po demetylacji moze wynikaé, z usunigcia wtornego produktu metylacji, np.
m°A. Taki scenariusz potwierdzatby réwniez hipoteze tworcow metody ARM-seq [33],
o zmniejszonej ilosci odczytow w przypadku braku metylacji. Z grupy tRF
posiadajacych powyzej tysigca odczytow na milion jedynie tS(AGA)L (44-81) byt
bardziej akumulowany w RNA niezwigzanych z rybosomami niz w podjednostkach
rybosomow (WyK.6).

Najwyzszg akumulacj¢ we frakcji podjednostek rybosomlanych w bibliotece
pochodzacej z warunkoéw deficytu glukozy i1 posiadajacej demetylowane RNA osiggnat
tD(GUC)J3 (39-74) z 32 849,1 odczytami na milion (Tab.12). Wspomniany tRF nie
zostal wykryty w zadnej innej analizowanej bibliotece pochodzacej z podjednostek
rybosomalnych. tE(UUC)I (44-74) wystepowal wytacznie w podjednostkach (Rys.33).

12000,0
10000,0
8000,0

6000,0

llos¢ odczytow na milion

4000,0

2000,0

0,0 I I I I | I -

Wolne RNA Wolne RNA SU SU + AlkB Wolne RNA Wolne RNA SuU SU + AlkB
+AlkB +AlkB

Warunki optymalne Stres glodu cukrowego
mtD(GUC)I3 (41-62) tE(UUC)L (48-75) tS(AGA)D1 (49-85) tS{AGA)L (56-87)

Wyk. 6. Poréwnanie akumulacji wybranych tRF w podjednostkach rybosomalnych z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych i stresie glodu cukrowego. Przedstawiono tRF
wykazujace istotnie statystycznie zmieniong akumulacje w porownaniu do frakcji RNA niezwigzanych z
rybosomami.

Na Rysunku 34 umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z naniesionymi pozycjami
tRF wykazujacymi najwyzsza asocjacje z podjednostkami w poréwnaniu stresu glodu
cukrowego do warunkow optymalnych. W warunkach optymalnych AIkB- najwyzsza
akumulacje obserwowano dla tD(GUC)J3 (41-62), ktory nalezy do klasy innych tRF,
zaczyna si¢ W ramieniu antykodonu i obejmuje sekwencje siegajaca w prekursorowym
tRBA az za rami¢ pseudourydynowe. Natomiast w bibliotekach rancRNA z glodu
cukrowego najwyzsza asocjacja z podjednostkami charakteryzowat si¢ tS(AGA)D1
(49-85), rowniez nalezacy do klasy innych tRF, zaczynajacy si¢ od ramienia zmiennego
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i konczacy na koncu 3’ tRNA. Natomiast w bibliotekach AlkB+ obserwowano rowniez
tS(AGA)D1 (49-85) oraz tD(GUC)J3 (39-74) (3’ potowa).

tD(GUC) (39-74)
|

Rys.34 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacych najwyzsza
akumulacje w podjednostkach rybosomowych z bibliotek rancRNAseq z hodowli w stresie glodu
cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzalkami oznaczono miejsca cigcia
tRNA. Zrédlo struktury: yeastgenome.org.

Analiza 68 tRF o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w stresie glodu
cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek rybosomowych
wykazala 21 tRF posiadajacych odczyty powyzej tysigca na milion.

W warunkach optymalnych, tD(GUC)J3 (41-62), tS(AGA)D1 (49-85), tS(AGA)L (56—
87), tE(UUC)L (48-75) byly najliczniej reprezentowane we frakcji podjednostek
rybosomowych. Oba tRF: tS(AGA)D1 (49-85) i tS(AGA)L (56-87), pochodzg z 3’
tRF-Ser. We wczesniejszej pracy grupy prof. Kamilli Grzywacz badano 3’-tRF-Ser
(AGA) (61-80) i wykazano jego wplyw na translacj¢ in vitro [20]. W aktualnym
pismiennictwie naukowym brak doniesien o badaniach funkcjonalnych tD(GUC)J3
(41-62) oraz tE(UUC)L (48-75), co sugeruje pelnienie nowej, nieznanej wczesniej
funkcji w procesach zachodzacych przy sktadaniu podjednostek w rybosomy w
warunkach optymalnych.

W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+
zaobserwowano znaczny wzrost akumulacji tS(AGA)D1 (49-85) we frakcji
podjednostek rybosomalnych w porownaniu do bibliotek AlkB- z hodowli w warunkach
optymalnych. Jednak wérod tRF 0 najwyszej asocjacji z podjednostkami jest to sytuacja
unikatowa, gdyz pozostate tRF z tej grupy wykazuja obnizong ilo$¢ odczytow. Sugeruje
to na potencjalny wptyw metylacji tRF na stabilno$¢ czasteczek.

W bibliotekach zawierajacych RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego
najsilniej asocjujgce z podjednostkami tRF to tS(AGA)D1 (49-85) oraz tE(UUC)I (44—
74), jednak ich asocjacja jest nizsza niz w przypadku bibliotek z hodowli w warunkach
optymalnych.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze silng asocjacje w bibliotekach z hodowli w warunkach glodu
cukrowego AlkB+ wykazat tD(GUC)J3 (39-74). Badania wskazuja, ze AlkB jest w
stanie oddziatywac na zmetylowane bazy wielu struktur nukleinowych i wptywac na ich
naprawe [172]. Brak wspomnianego tRF w pozostatych bibliotekach sugeruje, ze
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metylacje wplywaja na jego stabilnos$¢, a ich pozbawienie przez demetylazy AlkB
powoduje jego deradacje.

Podsumowujac, opisane W tym rozdziale wyniki wskazuja na dynamiczne zmiany w
profilach asocjacji tRF z podjednostkami rybosomalnymi, w zaleznosci zarowno od
warunkow wzrostu jak i obecnosci metylacji. Zmiany te moga odzwierciedla¢ adaptacje
rybosoméw do zmieniajgcych si¢ warunkow srodowiska.

44433.2. Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany akumulacji w
podjednostkach rybosomowych tylko w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny

Zidentyfikowalismy 30 tRF, pochodzacych z 20 izoform tRNA, w podjednostkach
rybosomowych w stresie hiperosmotycznym, wykazujacych statystycznie istotng
zmiang w akumulacji wzgledem warunkow optymalnych. Tabela 42 (Materiat
dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego tRF. Na Rys. 35 umieszczono mape¢
cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji w podjednostkach wspomnianej grupy tRF
wzgledem frakcji wolnych RNA.

Poziom asocjadji
Poziom ekspresji w podjednostkach
(Wolne RNA) rybosomowych

tC(GCA)G (53-73)
tD(GUC)J3 (3-33)
tD(GUC)J3 (-36- -11)
tE(CUC)! (36-75)
tE(UUC)I (1-23)

80000
60000
40000
tE(UUC)! (42-59) 20000
tE(UUC)I (52-70]
tE(UUC)L (52-70)
tE(UUC)Q (1-26)
tG(CCC)D (5269
tG(GCC)G1 (54-71
tG(UCC)O (49-74)
tH(GUG)E2 (42-59)
tK(CUU)M (43-71)
tL(GAG)G (59-79)
tM(CAU)Q2 (1-19)
tN(GUU)K (1-25]
tN(GUU)O2 (44-77]
tP(AGG)C (1-32]
tQ(UUG)D3 (1-35]
tR(ACG)E (48-76]
tR(CCG)L (3375
tS(AGA)H (56-85)
tS(AGAJL (59-83
tT(AGU)N2 (39-56
tV(AAC)O (32-53]
tV(CAC)H (47-75
tV(UAC)B (57-74)
tW(CCA)M (1-18)
tW(CCA)M (33-75)

Rys. 35 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach hiperosmotycznych w
poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakcji podjednostek rybosomowych. Liczby przy
legendzie przedstawiaja ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajgce ponad tysigc odczytow na
milion. W bibliotekach, ktore nie spelily tego wymogu, wybrano po 2 tRF o
najwyzszej ilosci odezytow. W Tabeli 13 umieszczono wybrane tRF, poziomy asocjacji
z frakcja podjednostek rybosomowych oraz wartos$ci p.
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K K+ H H+ Warto$¢ p
tD(GUC)J3 (3-33) 0 0 98710,9 0 0,0176
tE(CUC)I (36-75) 0 0 1188,4 2445 0,0081
tG(UCC)O (49-74) 98,7 303,0 73,5 0 0,0297
tN(GUU)02 (44-77) | 0 1428 256,3 319,3 0,0263
tQ(UUG)D3 (1-35) 17,5 368,2 0 0 0,0002
tS(AGA)L (59-83) 7453 | 9328 0 71,2 0,0008

Tab. 13 tRF wykazujace najwi¢ksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie
hiperosmotycznym w podjednostkach rybosomowych w stosunku do warunkéw optymalnych.
Liczby przedstawiaja ilosci odczytow na 1 min w bibliotece. K— krétkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych, K+— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H- krotkie RNA z
hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego AlkB+.

Najwyzszy poziom akumulacji w warunkach kontrolnych osiggnat tS(AGA)L (59-83) z
745,3 odczytami na milion. Drugim tRF pod wzgledem ilosci odczytow w tych
bibliotekach byt tG(UCC)O (49-74), z wynikiem 98,7 odczytow na milion (Tab.13,
Wyk. 7).

W bibliotekach posiadajacych RNA poddane demetylacji, obserwowano wzrost
poziomu asocjacji tS(AGA)L (59-83) do podjednostek - 932,8 odczytéw na milion.
Kolejnym tRF o wysokim poziomie asocjacji w tych bibliotekach byt tQ(UUG)D3 (1-
35) z 368,2 odczytéw na milion. Obserwujemy tu zauwazalny wzrost ilosciu odczytow
tRF w porownaniu do bibliotek nie traktowych biatkami AlkB (Tab. 13, Wyk. 7).

W warunkach stresu hiperosmotycznego, obserwujemy najwyzszy poziom akumulacji
dla tD(GUC)J3 (3-33), osiagajacy 98 710,9 odczytow na milion. Akumulacja tego tRF
jest znaczaco, poand 18-krotnie wyzsza w podjednostkach rybosomowych niz we
frakcji wolnych RNA (5 457,3 odczytow na milion, WyK.7). Nalezy podkresli¢, ze ilos¢
odczytéw ktore zaobserwowatam dla tD(GUC)J3 (3—-33) jest bardzo wysoka i wskazuje
na potencjalng, kluczowa rolg tego tRF w odpowiedzi na stres hiperomotyczny. W
komorkach jednawabnika domowego, wykryto rowniez 5°tRF-Asp-GUC, gdzie
prawdopodobnie sg one prekursorami dla innych tRF wigzacych si¢ z biatkami Ago
[173]. Drugim tRF pod wzgledem asocjacji w tych bibliotekach byt tE(CUC)I (36-75) z
wynikiem 1188,4 odczytéw na milion (frakcja podjednostek rybosomowych, hodowla
w stresie hiperosmotycznym).

Nalezy zwréci¢ uwage, ze najsilniej asocjujacy tRF w bibliotekach z hodowli w stresie
osmotycznym nie zostal wykryty w bibliotece AIkB+, co sugeruje potencjalng role
modyfikacji metylowej w regulacji jego stabilnosci. W tych bibliotekach najsilniej
akumulowane byty tE(CUC)I (36-75) oraz tN(GUU)O2 (44-77) z akumulacjg
odpowiednio 2 445 oraz 319,3 odczytéw na milion.
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Wyk.7 Porownanie akumulacji wybranych tRF w podjednostkach rybosomowych w warunkach
optymalnych i stresie hiperosmotycznym. Przedstawiono tRF wykazujace istotnie statystycznie
zmieniong akumulacje w porownaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami

Na Rysunku 36 umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z oznaczong pozycja tRF
wykazujacych najwyzsza asocjacje z podjednostkami rybosomowymi w poréwnaniu
stresu hiperosmotycznego do warunkow optymalnych. W bibliotekach zawierajacych
RNA z hodowli w warunkach optymalnych AIkB- oraz AlkB+, najwyzsza ilo$¢
odczytow wykryto dla tS(AGA)L (59-83) nalezacym do klasy 3b tRF. Jednak w
bibliotekach zawierajacych RNA z hodowli w stresie hiperosmotycznym AlkB-
zaobserwowano najpierw wysoka akumulacje tD(GUC)J3 (3-33) (5° potowa), a w
bibliotekach AlkB+ najwyzszg asocjacje obserwowano u tE(CUC)I (36-75) nalezagcym
do klasy 3’ potowek.

i

Rys. 36 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacje w podjednostkach rybosomowych z bibliotek rancRNAseq z hodowli w stresie
hiperosmotycznym wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca
ciecia tRNA. Zrodlo struktury tRNA: yeastgenome.org.

Analiza 30 tRF o istotnych statystycznie zmianach akumulacji we frakcji podjednotesk
rybosomalnych w  stresie hiperosmotycznym wzgl¢gdem warunkéw optymalnych
wykazala 2 tRF posiadajace odczyty powyzej tysigca na milion.
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W warunkach optymalnych, tS(AGA)L (59-83) i tG(UUC)O (49-74) byly najliczniej
reprezentowane we frakcji podjednostek rybosomowych. We wcze$niejszych badaniach
grupy prof. Kamilli Grzywacz wykazano potencjat regulatorowy 3’-tRF-Ser-AGA [20],
[22]. Zidentyfikowany w niniejszej pracy doktorskiej tS(AGA) L (59-83), jest dluzsza
czasteczka, ale zawiera w swojej sekwencji wczesniej badany, krotszy 3°-tRF-Ser-
AGA. Wysoka asocjacja obu tych tRF sugeruje ich potencjalng rol¢ w procesach
zachodzacych w rybosomach w warunkach optymalnych.

W bibliotekach z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+ zaobserwowano wzrost
akumulacji tS(AGA)D1 (49-85). Drugim pod wzgledem iloSci odczytow byt
tQ(UUG)D3 (1-35) i ponownie, obserwowana asocjacja byla wyzsza niz w bibliotece
AlkB-. Wzrost akumulacji tRF w bibliotekach AlkB+, moze by¢ zwigzany z tym, iz
udowodniono ze tRNA jest glownym substratem ALKBHI1. Udowodniono, ze
ALKBH] znaczaco obniza poziom m'A, ale nie m’G czy m°C [174]. Mozliwe, ze uzyte
do demetylacji biatka, rowniez maja tendencje¢ do usuwania konkretnej metylacji, co
przyczyni si¢ do zwigkszenia wykrywalnos$ci konkretnych tRF.

W bibliotekach zawierajacych RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego
najsilniej asocjujacymi tRF byty tD(GUC)J3 (3-33) oraz tE(CUC)I (36-75). Nalezy
podkresli¢, Zze nie zostaly one wykryte w Zadnej bibliotece z warunkow optymalnych,
co sugeruje ich potencjalng role w adaptacji rybosoméw do zmieniajacych sig
warunkoéw Srodowiska. Jak juz wspomniatam, w badaniach komorek jedwabnika,
sugerowano role 5’tRNA-Asp-GUC jako prekursora dla innych tRF wiazacych si¢ z
biatkami Ago [173].

W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu osmotycznego AlkB+,
tE(CUC)I (36-75) wykazywal silng asocjacje, a jej poziom byl wyzszy niz przed
traktowaniem bialkami typu AIlkB. Drugim pod wzgledem ilosci odczytow byt
tN(GUU)O2 (44-77), jego liczba odzytow réwniez wzrosta w bibliotekach poddanych
demetylacji RNA.

Podsumowujac, zaobserwowane zmiany asocjacji tRF moga odzwierciedla¢ adaptaje
rybosoméw do zmieniajacych si¢ warunkow oraz regulacje procesow translacji.

444333. Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany akumulacji w
podjednostkach rybosomowych w odpowiedzi na oba typy stresow

Zidentyfikowano 34 tRF pochodzace 21 réznych izoakceptorow tRNA w
podjednostkach rybosomowych w obu typach stresow wzgledem warunkow
optymalnych. Tabela 43 (Materiat dodatkowy) przedstawia warto$ci p dla kazdego tRF.
Na Rys. 37 umieszczono mape cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji w
podjednostkach wspomnianej grupy tRF wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom asocjacji w
Poziom ekspres;ji podjednostkach
(Wolne RNA) rybosomowych

tC(GCA)B (34-75)
C(GCA)B (39-75)
tE(CUC)D (52-74)
tE(CUC)D (55-74)
tF(GAA)G (40-76)
tF(GAA)G (47-76)
tG(CCC)O (39-75)
1G(GCC)E (24-41)
tG(GCC)E (38-74)
tG(UCC)G (33-75)
tI(AAU)L1 (40-69)
tK(CUU)M (55-76)
tL(UAG)L2 (43-85)
tL(UAG)L2 (65-85)
tN(GUU)K (46-77)
tP(AGG)C (37-75)
tP(AGG)N (37-73)

tQ(UUG)D3 (39-75)

tQ(UUG)E2 (39-75)

tR(ACG)E (1-18)
tR(CCU)J (38-71)

1S(AGA)D3 (49-82)
tS(AGA)H (53-85)
tS(AGA)L (30-47)

1S(UGA)! (62-85)

T(UGU)G1 (34-75)

tT(UGU)G2 (34-74)

T(UGU)G2 (46-70)

tV(AAC)G3 (52-77)
tV(AAC)H (40-76)
tV(AAC)L (40-76)
tV(UAC)D (55-74)
X(XXX)D (66-103)
tY(GUA)F2 (47-78)
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Rys 37. Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach glodu cukrowego oraz
hiperosmotycznych w poréwnaniu do warunkow optymalnych we frakcji podjednostek
rybosomowych. Liczby przy legendzie przedstawiajg ilosci odczytow na 1 min w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajace ponad tysigc odczytow na
milion. W Tabeli 14 umieszczono wybrane tRF, poziomy ich asocjacji z frakcja
podjednostek rybosomowych oraz wartosci p. Nalezy zwroci¢ uwage, ze, w tej grupie
znalazla si¢ rOwniez czasteczka oznaczona jako tX(XXX)D (66—103), ktorej nie udato
si¢ przypisa¢ do zadnego izoakceptora tRNA, co sugeruje potencjalnie nowe, nieznane
zrodio tRF.
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Wartos¢ p* | BC BC+ K K+ H H+ Warto$¢ p**
tE(CUC)D (55-74) 0,0015 82 1628,5 | 0 246 46,5 164,8 0,0426
tF(GAA)G (40-76) 0,0221 0 0 0 2324,7 | 2036,4 | 1860,9 | 0,0496
tF(GAA)G (47-76) 0,0353 0 0 0 17947 | 0 0 0,0442
tG(CCC)O (39-75) 0,0035 5855 2345 0 0 60,8 2818,8 | 0,0019
tG(GCC)E (38-74) 0,0076 0 0 0 6412,7 | 7534 | 28647,8 | 0,0369
tG(UCC)G (33-75) | 0,0177 5926 | 9282 | O 8222 | 7145 | 1522,1 | 0,0156
tI(AAU)L1 (40-69) | 0,0024 0 0 577,5 | 200,6 | 1874 | O 0,0268
tN(GUU)K (46-77) | 0,0052 332,7 | 378,7 | 0 2411 | 407,9 | 363,9 0,0070
tP(AGG)N (37-73) 0,0026 3251 | 22817 |0 358,3 | 1266 | 2512 0,0349
tQ(UUG)D3 (39-75) | 0,0476 0 0 0 9048 | 7531 | 1007,1 | 0,0237
tR(CCU)J (38-71) 0,0250 0 606,2 | 1759,9 | 2353,6 | 1926,1 | 184949 | 0,0473
tS(AGA)H (53-85) 0,0355 0 0 5044 |0 1156,5 | 359,9 0,0358

Tab. 14 tRF wykazujace najwigksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w obydwu
typach stresu abiotycznego w podjednostkach rybosomowych w stosunku do warunkéw
optymalnych. Liczby przedstawiaja ilo$ci odczytéw na 1 min w bibliotece. BC— krotkie RNA z hodowli
w warunkach stresu glodu cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu
cukrowego AlkB+, K— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+— krotkie RNA z hodowli
w warunkach optymalnych AlkB+, H— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego,
H+- krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+. Warto$¢ p*— pordwnanie
hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowlg w warunkach optymalnych
(AlkB+ i AIKB-). Warto$¢ p**— poréwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i
AIKB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i AIkB-).

W warunkach kontrolnych najwyzsza akumulacje osiaggnety tR(CCU)J (38-71) z
1 759,9 odczytami na milion oraz tI(AAU)L1 (40-69) z 577,5 odczytéw na milion.

W bibliotekach zawierajacych kontrolne RNA AlkB+ frakcji podjednostek, akumulacje
powyzej tysigca odczytow na milion osiggnety: tG(GCC)E (38-74), tF(GAA)G (40—
76), tF(GAA)G (47-76) oraz tR(CCU)J (38-71). Wszystkie tRF z tej grupy byly silniej
akumulowane w bibliotekach z warunkéw optymalnych posiadajacych RNA poddane
demetylacji. Wiadomo, ze tRNA”CCU posiada podobna dystrybucje m°C jak np.
tRNA™" [175], moze to byé wskazowka, dlaczego tR(CCU)J (38-71) wykazuje
tendencje wzrostu ilosci odczytdéw we wszystkich bibliotekach AlkB+ z frakeji
podjednostek. Te wyniki wskazuja, ze demetylacja tRF moze znaczaco wpltywaé na
mozliwosci ich wykrywania w bibliotekach poddawanych sekwencjonowaniu
wysokoprzepustowemu.

W warunkach deficytu glukozy najwyzsza asocjacje z podjednostkami wykazaly
tG(UCC)G (33-75) oraz tN(GUU)K (46-77) z odpowiednio 592,5 i 332,7 odczytami na
milion. Nalezy zwréci¢ uwage, iz oba tRF nie zostaly wykryte w bibliotekach z
warunkéw optymalnych AlkB-. tRNA®"GUU moze by¢ blednie tadowane przez
aspartylo-tRNA syntetaze (AspRS), co moze prowadzi¢ do toksycznosci dla komorek
drozdzy [176]. Zidentyfikowany w niniejszej pracy doktorskiej tRF moze by¢ zatem
wynikiem hydrolizy zle zatadowanego tRNA™"GUU i jednoczesnie jednym z
mechanizmow obrony komorek S. cerevisiae przed toksycznoscia.

Po przeprowadzeniu demetylacji RNA w tych samych warunkach, w podjednostkach
obserwuje si¢ akumulacje powyzej tysigca odczytow dla: tG(CCC)O (39-75) i
tP(AGG)N (37-73), tE(CUC)D (55-74) (Tab. 14). Warto podkresli¢, ze poziom tych
tRF jest znacznie wyzszy od odczytow obserwowanych u tych samych tRF w
bibliotekach AIkB-. Sugeruje to wptyw met?llacji na stabilno$¢ tRF. W badaniach u
myszy wykryto, ze niektore tRNA np.tRNAG YCCC s3 czeéciej przetwarzane do tRF w
warunkach stresowych [177]. W badaniach z 2019 roku, powiazano tRNA"°AGG z
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réznicowaniem guzow w gruczolaku ptuc [178], co wskazuj na potencjalng rolg¢ tRF
pochodzacych z tych tRNA w odpowiedzi na stres.

W warunkach stresu hiperosmotycznego najwyzsza akumulacje osiagnely: tF(GAA)G
(40-76) z 2 036,4 odczytami na milion, tR(CCU)J (38-71) z 1 926 odczytami na milion
oraz tS(AGA)H (53-85) z 1156,5 odczytami na milion. Nalezy zwroci¢ uwage, iz
tF(GAA)G (40-76) nie zostal wykryty w bibliotekach z warunkéw optymalnych AlkB-.
We wspoltczensje literaturze naukowej nie ma badan zwigzanych z rolg tF(GAA)G, co
wskazuje na nowa, nie znang wczesniej rol¢ zwigzang z adaptacja do warunkow
hiperosmotycznych we frakcji podjednostek rybosomowych. Natomiast u drozdzy
okreslono, ze nadmierna ekspresja tego tRNAYCCU zmniejsza ryzyko przesunigcia
ramki odczytu genu Tyl [179]. Powstawanie tRF z tego tRNA moze zatem wskazywaé
na potencjalng role¢ tRF-Arg w adaptacji komorek drozdzy do stresu osmotycznego
poprzez regulacj¢ elemtoéw Tyl.

Po przeprowadzeniu demetylacji RNA w tych samych warunkach, obserwowano az 6
tRF z odczytami powyzej tysigca na milion: tG(GCC)E (38-74), tR(CCU)J (38-71),
tG(CCC)O (39-75), tF(GAA)G (40-76), tG(UCC)G (33-75), tQ(UUG)D3 (39-75)
(Tab. 14, Wyk. 8). Wartym zauwazenia jest tF(GAA)G (40-76), ktory w warunkach
optymalnych AlkB+ wykazal tendencj¢ wzrostowa ilo$ci odczytow, natomiast w
warunkach hiperosmotycznych jego ilos¢ po demetylacji spadta. Zwigkszony poziom
akumulacji tR(CCU)J (38-71) w bibliotekach rancRNA poddanych demetylacji
koreluje ze znaczaca ilocia modyfilacji m3C w tym tRNA [175], co moze wskazywaé
na zwigkszong preferencje biatek AIKB/S do oddziatywania na ten typ metylacji.
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Wyk. 8. Porownanie akumulacji wybranych tRF w podjednostkach rybosomalnych z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych oraz obu stresach abiotycznych. Przedstawiono
tRF wykazujace istotnie statystycznie zmieniong akumulacje w poréwnaniu do frakcji RNA
niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 38 umieszczono umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z

oznaczonymi miejscami wystepowania tRF wykazujacych najwyzsza asocjacje z
podjednostkami  w poréwnaniu obydwu stresow abiotycznych do warunkow
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optymalnych. Wigkszos$¢ tRF posiadajacych najwyzsze ilo$ci odezytow nalezy do klasy
3’ potoéwek. Jedynie tF(GAA)G (40-76) nalezy do klasy innych tRF, zaczyna si¢ w petli
antykodonu, a konczy w petli pseudourydynowej i co warte zanotowania, zawiera

znaczng cze$¢ sekwencji wstawionej w petli antykodonowe;j tRNAP™.

ya

L

Rys. 38 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacje w podjednostkach rybosomowych z bibliotek rancRNAseq z hodowli w obu stresach
abiotycznych wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca cigcia
tRNA. Zrédlo struktury tRNA: yeastgenome.org.

Analiza 34 tRF o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w obu badanych stresach
abiotycznych  wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji  podjednostek
rybosomowych wytonita 10 tRF posiadajacych odczyty powyzej tysigca na milion.

W warunkach optymalnych najwyzsza asocjacje obserwowatam dla: tR(CCU)J (38-71)
i tI(AAU)LL (40-69). Natomiast w bibliotekach AlkB+ byty to: tG(GCC)E (38-74),
tF(GAA)G (40-76), tF(GAA)G (47-76) oraz tR(CCU)J (38-71).

W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie gltodu cukrowego zaden tRF nie
przekroczyl progu tysigca odczytow na milion. tRF posiadajace powyzej tysigca
odczytow na milion obserwowano tylko w bibliotekach z warunkow stresowych
(AlkB+). Natomiast w bibliotekach AlkB+, wystepowaty 3 tRF z iloscig odczytow
powyzej tysigca na milion.

W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie hiperomotycznym trzy tRF posiadaty
powyzej tysigca odczytow na milion: tF(GAA)G (40-76), tR(CCU)J (38-71) oraz
tS(AGA)H (53-85). W bibliotekach AlkB+ 6 tRF posiadato wigcej niz tysigc odczytow
na milion. Interesujacy jest tF(GAA)G (40-76), ktory w bibliotekach z warunkow
optymalnych AlkB+ wykazat wzrost ilosci odczytéw, a w przypadku bibliotek ze stresu
hiperosmotycznego jego ilo$¢ odczytow spadta.
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4.4.4.3.4. Podsumowanie wynikow opisujacych tRF oddzialujace z podjednostkami
rybosomowymi

We wszystkich trzech poréwnaniach zaobserwowatam lacznie 32 tRF (Tab. 15)
posiadajacych powyzej tysigca odczytow na milion we frakcji podjednostek
rybosomowych. Z czego, 16 czasteczek byto obecnych w bibliotekach AlkB-, a 6 tRF
nie posiadalo podwyzszonej ilosci odczytow w bibliotekach AlkB+: tG(GCC)E (30—
70), tS(AGA)L (44-81), tS(AGA)L (56-87), tD(GUC)J3 (3-33), tE(CUC)I (36-75),
tS(AGA)H (53-85). Podwyzszong ilo$¢ odczytow tylko w bibliotekach ze stresu gltodu
cukrowego charakteryzowato si¢ 6 tRF: tD(GUC)J3 (51-74), tE(UUC)G3 (48-74),
tE(UUC)I (44-74), tE(UUC)I (48-74), tE(UUC)P (48-74) oraz tS(AGA)L (56-87).
Podwyzszong ilo§¢ odczytow w bibliotekach ze stresu hiperosmotycznego
obserwowano dla 4 tRF: tD(GUC)J3 (3-33), tE(CUC)I (36-75), tF(GAA)G (40-76)
oraz tS(AGA)H (53-85). W obu warunkach stresowych podwyzszone ilosci odczytow
zaobserwowano dla tD(GUC)J3 (47-74). We wszystkich trzech typach bibliotek
podwyzszong ilo$¢ odczytow obserwowatam dla tE(UUC)L (48-75) oraz tS(AGA)D1
(49-85), nalezy podkresli¢, ze najwiecej odczytow zaobserwowalam w bibliotekach z
warunkow stresowych (Tab.15).

Podjednostki
rancRNA BC | K H
tD(GUC)J3 (41-62) | | 3T |31
tD(GUC)J3 (47-74) | 27
tD(GUC)J3 (51-74) | 1
tE(UUC)G3 (48-74) | 3%
tE(UUC)I (44-74) 0
tE(UUC)I (48-74) 37
tE(UUC)I (44-74) 1
tE(UUC)L (48-75) 37
tE(UUC)P (48-74) 37
tG(GCC)E (30-70) 1
tS(AGA)D1 (49-85) | 9%
tS(AGA)L (44-81) 1
tS(AGA)L (56-87) J
tD(GUC)J3 (3-33) _
tE(CUC)I (36-75) _
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tF(GAA)G (40-76) | — | — 1
tR(CCU)J (38-71) |- |7
tS(AGA)H (53-85) | — |4

Tab. 15 tRF poesiadajace najwyzsza ilo§¢é odczytéw na milion w bibliotekach rancRNAseq AlkB- we
frakcji podjednostek rybosomowych. BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego K-
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, H— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego. ¥ oznacza odczyty ponizej tysigca na milion, T oznacza odczyty powyzej tysiaca na
milion, numery obok strzalek odnosza sie do petnych tysiecy zaobserwowanych odezytow (np. T oznacza
ponad tysiac odczytow, a 50T oznacza ponad pie¢dziesiat tysiecy odczytoéw na milion). — 0znaczono brak
odczytow.

W Tabeli 16 umiescitam tRF posiadajace powyzej tysigca odczytdéw na milion w
bibliotekach AlkB+. Tylko 29 tRF posiadato powyzej tysigca odczytow w bibliotekach
AlkB+. Poréwnujac ze sobg czasteczki tRF posiadajace powyzej tysigca odczytow na
milion z bibliotek z hodowli w stresie glodu cukrowego wytypowatam 1 tRF
wystepujacy tylko w bibliotekach AlkB+, tj. tD(GUC)J3 (39-74). Zaobserwowatam
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réwniez 1 tRF wystepujacy tylko w bibliotekach z hodowli w stresie glodu cukrowego
AlkB-, tj. tS(AGA)D1 (49-85). Dodatkowo zaobserwowatam 17 czgsteczek 0 wigkszej
ilosci odczytow w bibliotekach AlkB+ w poréwnaniu z bibliotekami AlkB-: tD(GUC)D
(57-74), tD(GUC)J3 (47-74), tD(GUC)J3 (51-74), tE(CUC)D (40-74), tE(CUC)D
(47-74), tE(UUC)G3 (48-74), tE(UUC)I (44-74), tE(UUC)I (48-74), tE(UUC)I (55—
74), tE(UUC)L (48-75), tE(UUC)L (55-75), tE(UUC)P (48-74), tG(GCC)E (30-70),
tP(AGG)N (52-74), tE(CUC)D (55-74), tG(CCC)O (39-75) oraz tP(AGG)N (37-73).

Poréwnujac ze soba czasteczki tRF posiadajace powyzej tysigca odczytow na milion z
bibliotek rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych wytypowatam 3 tRF
wystepujace tylko w bibliotekach AlkB+: tF(GAA)G (40-76), tF(GAA)G (47-76) oraz
tG(GCC)E (38-74). Nie zaobserwowalam czasteczek wystepujacych tylko w
bibliotekach AIkB-. Jedynie 5 czasteczek posiadato wigcej odczytow w bibliotekach
AlkB+ w porowaniu z bibliotekami AlkB-: tE(UUC)L (48-75), tE(UUC)L (55-75),
tG(UCC)G (36-74), tP(UGG)A (37-75), tS(AGA)D1 (49-85) oraz tR(CCU)J (38-71).

Poréwnujac ze soba czasteczki tRF posiadajace powyzej tysigca odczytdéw na milion z
bibliotek z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego nie zaobserwowatam
czasteczek wystepujacych tylko w bibliotekach AlkB+. Zaobserwowatam jedng
czasteczke wystepujaca tylko w bibliotekach AIkB-, tj. tD(GUC)J3 (3-33). Az 14
czasteczek posiadato wiecej odczytow w bibliotekach AlkB+ w poréwaniu z
bibliotekami AlkB-: tD(GUC)D (57-74), tD(GUC)J3 (51-74), tE(UUC)G3 (48-74),
tE(UUC)I (48-74), tE(UUC)L (48-75), tE(UUC)L (55-75), tE(UUC)P (48-74),
tS(AGA)D1 (49-85), tE(CUC)I (36-75), tG(CCC)O (39-75), tG(GCC)E (38-74),
tG(UCC)G (33-75), tQ(UUG)D3 (39-75) oraz tR(CCU)J (38-71).
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Podjednostki
rancRNA BC+ | K+ | H+
tD(GUC)D (57-74) |91 |l [1
tD(GUC)J3 (39-74) | 32T |- |-
tD(GUC)J3 (41-62) | | T
tD(GUC)J3 (47-74) |61 |1 |71
tD(GUC)J3 (51-74) |8t |1 |27
tE(CUC)D (40-74) |21 |- |1
tE(CUC)D (47-74) |1 s
tE(UUC)G3 (48-74) |71 |1 |71
tE(UUC)I (44-74) 6T |- |-
tE(UUC)I (48-74) 7Ty |7
tE(UUC)I (55-74) 6T |4 |1
tE(UUC)L (48-75) | 9T |21 |67
tE(UUC)L (55-75) | 7T |21 | 2T
tE(UUC)P (48-74) | 7% |1 |7
tG(GCC)E (30-70) |41 |1 |1
tG(UCC)G (36-74) | | 1l
tP(AGG)N (52-74) | 1 I Y
tP(UGG)A (37-75) | | Tl
tS(AGA)D1 (49-85) | — 111 | 207
tE(CUC)I (36-75) - - |27
tE(CUC)D (55-74) | 71 U
tF(GAA)G (40-76) | — 2T |1
tF(GAA)G (47-76) | — -
tG(CCC)O (39-75) |27 |- |2©
tG(GCC)E (38-74) | — 6T | 28T
tG(UCC)G (33-75) | | I |7
tP(AGG)N (37-73) |21 |1 |1
tQ(UUG)D3 (39-75) | — I |1
tR(CCU)J (38-71) | | 27 | 187

Tab. 16 tRF posiadajace najwyzsza ilo§¢ odczytow na milion w bibliotekach rancRNAseq

AIkB+ we frakcji podjednostek rybosomowych.  oznacza odczyty ponizej tysiaca na milion.
BC+-— krotkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego AlkB+ K+ — krotkie RNA z hodowli w
warunkach optymalnych AlkB+, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego

AlkB+. T oznacza odczyty powyzej tysiaca na milion, numery obok strzatek odnosza si¢ do
pelnych tysiccy zaobserwowanych odczytow(np. T oznacza ponad tysiac odczytow, a 50T
oznacza ponad pigcdziesiat tysigcy odczytow na milion). — oznaczono brak odczytow.
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4.4.4.4. Monosomy

Biblioteki monosomdéw zawieraja krotkie RNA (sdRNA oraz tRF), ktore asocjowaly z
kompletnymi rybosomami (80S). Po ztozeniu matej (40S) i duzej (60S) podjednostki
rozpoczyna si¢ proces elongacji. Nastepuje rozkodowanie mRNA przez
komplementarny aminoacylo-tRNA, formuuje si¢ wigzanie peptydowe, a nastepnie
zachodzi translokacja kompleksu tRNA-mRNA [180].

4.4.4.4.1. sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w oddzialywaniu z
monosomami pod wplywem stresu

4.4.4.4.1.1. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji z monosomami
tylko w odpowiedzi na stres glodu cukrowego

Zidentyfikowano 9 sdRNA, pochodzacych z réznych typow snoRNA w monosomach w
stresic glodu cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych. Tabela 44 (Materiat
dodatkowy) przedstawia warto$ci p dla kazdego sdRNA. Na Rys. 39 umieszczono mapg¢
cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji W monosomach wspomnianej grupy
sdRNA wzgledem frakcji wolnych RNA.

Poziom ekspres;ji Poziom asocjadji
(Wolne RNA) w monosomach

snR128 (1-25)
snR190 (175-192)
snR45 (141-171)
SNR47 (78-99)
SnR54 (38-74)
SNR60 (86-104)
SNRE1 (2-44)
snR68 (101-136)
snR72 (78-95)
SnR35 (184-204)
SnR63 (232-255)

20000
10000
0

Istatne statystycznie w stresie glodu cukrowego

Istotne statystycznie w stresie osmatycznym

Istatne statystycznie w obu stresach

Rys.39 Mapa cieplna sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w obu stresach abiotycznych w
poréwnaniu do warunkow optymalnych we frakcji monosomoéw. Liczby przy legendzie przedstawiaja
ilosci odczytow na 1 min w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ sdRNA posiadajace ponad tysigc odczytow
na milion. W bibliotekach z warunkéw optymalnych AlkB+ oraz stresu gtodu AlkB+
wybrano sdRNA posiadajgce najwiecej odczytow. W Tabeli 17 umieszczono wybrane
sdRNA, poziomy ich asocjacji z frakcja monosomow oraz wartosci p.
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K K+ BC BC+ Warto$¢ p
SnR61 (2-44) 639 0 29617,8 1319 0,0472
SnR60 (86-104) 0 0 13117 1584 0
SnR54 (38-74) 0 0 1521,6 92,5 0,0057
SnR47 (78-99) 0 0 2282,3 171 0,0308
SnR45 (141-171) 0 0 5902,6 205,2 0,0242
SnR190 (175-192) 0 1442 970,6 536,1 0,0396
snR128 (1-25) 1898,2 0 114116 303,7 0,0002

Tab. 17 sdRNA wykazujace najwieksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
warunkach stresu glodu cukrowego w monosomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby
przedstawiaja ilosci odczytow na 1 min w bibliotece. K— krotkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych, K+— krétkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, BC— krotkie RNA z
hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu gfodu
cukrowego AlkB+.

Warto zwroci¢ uwage, ze jedynie snR128 (1-25) oraz snR61(2—44) zostalty wykryte w
bibliotece z warunkow optymalnych, z wynikami 1898,2 oraz 639 odczytéw na milion
(Tab.17). Jednak ich poziom akumulacji byl znacznie nizszy niz w warunkach
stresowych. Oba tRF zostaly wykryte we frakcji wolnych RNA, jednak na nizszym
poziomie niz w monosomach: 168,4 oraz 54,3 odczyty na milion. W naszych
wczesniejszych badaniach z 2019 [22] badalismy snR128, réwniez poczhodzacy z
czesci 5’snoRNA. Zidentyfikowana w niniejszej pracy doktorskiej czasteczka jest o 4 nt
dhuzsza niz ta, ktorag wezesniej badalis$my. Interesujace jest, ze sdR128 (1-21) byt silniej
akumulowany w warunkach optymalnych niz w stresie glodu cukrowego (w
cytoplazmie). Natomiast w monosomach snR128 (1-25) jest bardziej akumulowany w
warunkach stresowych (Wyk.9).

W bibliotekach rancRNAseq zawierajacych RNA kontrolne AlkB+, wykryty zostat
tylko snR190 (175-192), jednak jego akumulacja wyniosta jedynie 144,2 odczyty na
milion. Niewielki wptyw biatek AlkB na sdRNA moze prawdopodobnie by¢ zwigzany z
tym, ze bialka te s3 powigzywane przede wszystkim z usuwaniem metylacji z tRNA
[174].

W warunkach stresu gtodu cukrowego akumulacj¢ powyzej tysigca odczytow na milion
z monosomami osiagnety: SNR61 (2—44), snR128 (1-25), snR45 (141-171), snR47 (78—
99), snR54 (38-74) oraz snR60 (86-104) (Tab. 17). Wszystkie sdRNA z tej grupy
silniej asocjowaty z frakcja monosomow warunkach stresu niz optymalnych. Sugeruje
to, ze oddziatywania tych sdRNA z monosomami moze wptywa¢ na adaptacje
rybosomow do warunkéw stresu glodu cukrowego. Co istotne, z tej grupy sdRNA
jedynie snR45 (141-171) pochodzi ze snoRNA klasy H/ACA, pozostate czasteczki
pochodza ze snoRNA klasy C/D.

W bibliotekach rancRNA zawierajagcych RNA z hodowli w stresie glodu cukrowego
AlkB+, najwyzsza akumulacjg charakteryzowaty si¢ SnR190 (175-192) oraz snR128
(1-25) z wynikiem 536,1 i 303,7 odczytow na milion. Wszystkie SURNA poddane
analizie wykazaly spadek ilo$ci odczytéw po demetylacji RNA w bibliotekach z
warunkoéw stresowych. Interesujgce jest to, ze w przypadku wszystkich sdRNA
posiadajacych wysoka akumulacj¢ w bibliotekach z hodowli w stresie gtodu cukrowego
obserwowatam spadek ilo$ci odczytow w bibliotekach AlkB+.
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Wyk.9 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w monosomach z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w warunkach optymalnych i stresie glodu cukrowego. Przedstawiono sdRNA wykazujace
istotnie statystycznie zmieniong akumulacje w poréwnaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 40 umieszczono umieszczono struktury drugorzedowe SnoRNA z
zaznaczonymi pozycjami sURNA wykazujacymi najwyzszg asocjacj¢ Z monosomami w
poréwnaniu stresu glodu cukrowego do warunkéw optymalnych. W bibliotekach AlkB-,
najwyzszg ilos¢ odczytow wykryto dla sdRNA z 5° koncoéw ich macierzystych
czasteczek. Natomiast w bibliotekach AlkB+, zarowno w warunkach optymalnych jak i
stresie glodu cukrowego najwyzszg ilo$¢ odczytow posiadal snR190 (175-192),
pochodzacy z konca 3’ macierzystego snoRNA.

S

Rys. 40 Struktury drugorzedowe SnoRNA z zaznaczonymi pozycjami SdRNA wykazujacymi
najwyzsza akumulacje w monosomach z bibliotek rancRNAseq z hodowli w stresie glodu
cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzalkami oznaczono miejsca cigcia
SnoRNA. Struktura drugorzedowa snORNA zostala wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold
WebSerwer.

Analiza 9 sdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w stresie glodu
cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji monosomow wykazata 6
sdRNA posiadajacych odczyty powyzej tysigca na milion.

W bibliotekach z warunkéw optymalnych AlkB- tylko jeden sdRNA posiadat wigcej niz
tysigc odczytow na milion: SNnR128 (1-25). Ten sam sdRNA posiadat ponad 4 tysigce
odczytow na milion w bibliotekach z frakcji podjednostek rybosomowych, réwniez w
warunkach optymalnych. Natomiast w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
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warunkach glodu cukrowego, 6 sdRNA posiadato powyzej tysigca odczytdw na milion.
Sugeruje to potenacjalng role sdRNA w adaptacji rybosomow do warunkow
stresowych.

Ponownie zaobserwowano, ze jeden sdRNA w warunkach optymalnych AlkB+
wykazywat wzrost ilo$ci odczytow.

4.4.4.4.1.2. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji z monosomami
tylko w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny

Zidentyfikowano jeden sdRNA snR35 (184-204) w monosomach w stresie
hiperosmotycznym w poréwnaniu do warunkow optymalnych. W Tabeli 18
umieszczono wspomniany sURNA, jego poziomy asocjacji z monosomami oraz warto$¢

p.

K K+ H H+ Warto$¢ p
SnR35 (184-204) 0 0 218,4 63 0,0236
Tab. 18 sdRNA wykazujacy najwigksza akumulacje¢ w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
stresie hiperosmotycznym w monosomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby
przedstawiaja iloSci odczytow na 1 min w bibliotece. K— krotkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych, K+— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H— krétkie RNA z
hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego AlkB+.

Akumulacja snR35 (184-204) w warunkach stresu hiperosmotycznego wyniosta 218.4
odczyty na milion. Nie zostal on wykryty ani we frakcji wolnych RNA ani w
warunkach optymalnych. Wczesniejsze badania sugerujg role jego prekursora w
pseudourydylacji m'acp®¥ w pozycji SSU-1189 [169].

W bibliotece rancRNAseq zawierajacej RNA z warunkoéw stresowych AlkB+, wykryto
poziom asocjacji wspomnianego sdRNA na poziomie 63 odczytow na milion (Tab. 18).
Zostal on rowniez zidentyfikowany we frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami z
akumulacjg 9,1 odczytu na milion (Tab.18, Wyk.10). We frakcji monosomow do tej
pory obserwowatam glownie zmniejszenie ilosci odczytow SARNA w bibliotekach
traktowanych biatkami typu AlkB, z wyjatkiem snR190 (175-192).
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Wyk. 10 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w monosomach z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w warunkach optymalnych i stresie hiperosmotycznym. Przedstawiono sdRNA wykazujgce
istotnie statystycznie zmieniong akumulacje w poréwnaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.
Kolorem niebieskim oznaczono snR35 (184-204).

Na Rysunku 41 umieszczono umieszczono strukture drugorzedowa SNORNA i pozycje
sdRNA wykazujacego najwyzszg asocjacje do frakcji monosoméw W poréwnaniu stresu
hiperosmotycznego do warunkéw optymalnych. Wykryty sdRNa pochodzi z 3’konca
snoRNA.

Rys. 41 Struktura drugorzedowa SNnoRNA z zaznaczona pozycja sdRNA wykazujacego najwyzsza
akumulacje w monosomach w stresie hiperosmotycznym wzgledem warunkéw optymalnych.
Czerwong strzatka oznaczono miejsce cigcia SNORNA. Struktura drugorzedowa snORNA zostata
wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold WebSerwer.

Wykryto tylko 1 sdRNA o istotnej statystycznie asocjacji we frakcji monosomow w
stresie hiperosmotycznym wzgledem warunkéw optymalnych. Mimo niskiej ilosci
odczytéow snR35 (184-204) jest unikalnym sdRNA dla stresu hiperosmotycznego, co
moze wskazywac ja jego potencjalng rolg w adatacji rybosomow do tego stresu.
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4.4.4.4.1.3. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji w monosomach
w odpowiedzi na oba typy stresow

Zidentyfikowano jeden sdRNA snR63 (232-255) w monosomach w obu stresach
abiotycznych w porownaniu do warunkéw optymalnych. W Tabeli 19 umieszczono
wspomniany sdRNA, jego poziomy asocjacji z monosomami oraz wartosci p.

Wartos¢ p* BC BC+ K | K+ H H+ Wartos¢ p**

sSnR63 (232-255) 0,0123 1469,1 | 2785 | O 0 449,7 91,3 0,0015

Tab. 19 sdRNA wykazujace najwieksza akumulacj¢ w bibliotekach rancRNAseq z obydwu typow
stresow abiotycznych w monosomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby przedstawiaja
ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece. BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu
cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+, K- krotkie
RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+— krétkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych
AlkB+, H- krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie RNA z hodowli
w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+. Warto$¢ p*— poréwnanie hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AIkB+ i AlkB-). Wartos¢ p**—
poréwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach
optymalnych (AlkB+ i AlkB-).

Nie zostal on wykryty w Dbibliotekach rancRNAseq monosoméw z hodowli w
warunkach optymalnych (AIkB- i AlkB+). Wystepuje on jedynie w bibliotekach
rancRNAseq wolnych RNA AlkB+ na poziomie 6,5 odczytow na milion. Brak snR63
(232-255) w bibliotekach rancRNAseq z warunkow optymalnych, moze wskazywaé na
potencjalne funkcje regulatorowe poprzez asosjacje z monosomami wylacznie podczas
warunkow stresowych. Co istotne, prekursorowy snoRNA63 peini fukcje w 2°O-
metylacji RNA duzej podjednostki rybosomu w pozycji A2256 [181], [182].

W warunkach stresu glodu cukrowego akumulacja snR63 (232-255) we frakcji
monosomow Wyniosta 1469 odczytéw na milion, a w bibliotece rancRNAseq AlkB+,
278,5 odczytow na milion. Nie zostat on wykryty we frakcjach RNA niezwigzanych z
rybosomami, co wskazuje na asocjacje z monosomami catej puli SNR63 (232-255)
obecnej w komorce podczas glodu cukrowego.

Natomiast w warunkach hiperosmotycznych asocjacja z monosomami wyniosta 449,7
odczytow na milion, w bibliotekach posiadajacych RNA poddane demetylacji, 91,3
odczytu na milion. We frakcji wolnych RNA zostat wykryty tylko w bibliotekach AlkB-
, @ Jego zawarto$¢ wyniosta jedynie 3,5 odczytu na milion.
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Wyk. 11. Poré6wnanie akumulacji wybranych sdRNA w monosomach z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w warunkach optymalnych oraz obu stresach abiotycznych. Przedstawiono sdRNA
wykazujace istotnie statystycznie zmieniong akumulacj¢ w porownaniu do frakcji RNA niezwiagzanych z
rybosomami.

Na Rysunku 42 umieszczono umieszczono struktur¢ drugorzedowg SnoRNA z
oznaczong pozycja SURNA snR63 (232-255), wykazujagcego najwyzszg asocjacje Z
monosomami poréwnaniu obu streséw abiotycznych z warunkami optymalnymi.

’

Rys. 42 Struktura drugorzedowa snoRNA z zaznaczona pozycja sdRNA wykazujacego najwyzsza
akumulacje w monosomach z bibliotek rancRNAseq z obu stresow abiotycznych wzgledem
warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca ciecia SNORNA. Struktura
drugorzedowa snoRNA zostata wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold WebSerwer.

104



4.4.4.4.2. Podsumowanie wynikow opisujacych sdRNA oddzialujace z
monosomami

We wszystkich trzech poréwnaniach zaobserwowalam lacznie 7 sdRNA (Tab. 20)
posiadajacych powyzej tysigca odczytow we frakcji monosomoéw. W bibliotekach
AlkB-, wszystkie najwyzsze ilosci odczytow zaobserwowalam w Dbibliotekach
rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego. Nie zaobserwowatam
sdRNA posiadajacych podwyzszong ilo§¢ odczytow w bibliotekach rancRNAseq z
hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego. Obserwujemy, odmienng sytuacje niz
w podjednostkach rybosomowych, gdzie wszystkie obserwowane sdRNA o
podwyzszonej ilosci odczytow pochodzity z bibliotek rancRNAseq z hodowli w
warunkach optymalnych.

Podwyzszony poziom sdRNA w monosomach w warunkach stresu, sugeruje, ze
komorki musza szybko reagowa¢ 1 adaptowa¢ swoje mechanizmy tranlacji. Co
prowadzi do produkcji sdRNA zwigzanych z odpowiedzig na stres. Nalezy zwrocic tez
uwage, ze stres glodu cukrowego ma bardziej bezposredni wptyw na funkcjonowanie
rybosoméw, gdyz ogranicza substraty. Natomiast stres hiperosmotyczny, wplywajacy
na zmiany objetosci komorki i regulacje osmotyczng, nie prowadzi do tak silnych
zmian, co potwierdzaja moje wyniki badan. sdRNA silnie akumulowane w
monosomach w warunkach glodu cukrowego, wystepuja rowniez podczas stresu
hiperosmotycznego jednak na znaczaco nizszym poziomie (Tab. 20).

Nie zaobserwowalam sdRNA posiadajacych powyzej tysigca odczytéw w bibliotekach
rancRNAseq AlkB+.

Monoso my
rancRNA BC K |H
snR45 (141-171) | 5T |- [ !
SnR47 (78-99) 2T |- |1
snR54 (38-74) 1 — |-
snR60 (86-104) | 1 .
SnR61 (2—44) 297 |1 |
snR63 (232-255) | 1 N
snR128 (1-25) ut [t |l

Tab. 20 sdRNA posiadajace najwyzsza ilo§¢ odczytéw na milion w bibliotekach rancRNAseq we
frakcji monosoméw.  oznacza odczyty ponizej tysiaca na milion, BC— krotkie RNA z hodowli w
warunkach glodu cukrowego K— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, H— krotkie RNA z
hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego T oznacza odczyty powyzej tysiaca na milion, numery
obok strzalek odnosza sie do pelnych tysigcy zaobserwowanych odczytow (np. T oznacza ponad tysiac
odczytow, a 50T oznacza ponad pieédziesiat tysigey odezytdw na milion). — oznaczono brak odczytow.

105



4.4.4.4.3. tRF o istotnych statystycznie zmianach w oddzialywaniu z monosomami
pod wplywem stresu

4.4.4.43.1. tRF wykazujace istotne zmiany asocjacji z monosomami tylko w
odpowiedzi na stres glodu cukrowego

Zidentyfikowano 50 tRF pochodzacych z 20 réznych izoakceptorow tRNA w
monosomach w stresie gtodu cukrowego wzgledem warunkoéw optymalnych. Tabela 47
(Material dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego tRF. Na Rys. 43 umieszczono
mapg cieplng z pordbwnaniem poziomu akumulacji w monosomach wspomnianej grupy
tRF wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji Poziom asocjaciji
(Wolne RNA) w monosomach

tA(UGC)G (37-71)
tA(UGC)G (45-71)
tA(UGC)G (50-76)
tC(GCA)B (47-75)
tC(GCA)G (34-73)
tC(GCA)G (39-73)
tC(GCA)G (53-73)
tD(GUC)G1 (43-75)
tD(GUC)J3 (-44- -8)
tD(GUC)J3 (-49- -8)
tE(CUC)D (33-74)
tE(CUC)D (55-74)
tE(CUC)I (46-69)
tE(UUC)I (1-43)
tE(UUC)I (35-74)
tE(UUC)Q (52-72)
tF(GAA)D (47-75)
tF(GAA)G (38-73)
tG(GCC)E (30-70)
tG(UCC)O (41-74)
tH(GUG)E2 (42-65)
tK(CUU)F (32-74)
tL(CAA)K (42-84)
tL(CAA)K (45-84)
tL(CAA)K (50-84)
tL(CAA)K (53-84)
tL(CAA)N (1-25)
tL(CAA)N (62-80)
tL(CAA)N (62-85)
tL(UAA)J (1-25)
tL(UAA)J (61-87)
tM(CAU)O2 (1-19)
tN(GUU)K (57-76)
tQ(UUG)B (39-75)
tQ(UUG)B (58-75)
tQ(UUG)D3 (36-75)
tQ(UUG)D3 (47-75)
tQ(UUG)E2 (58-75)
tQ(UUG)L (47-75)
tR(ACG)E (59-76)
tR(ACG)L (59-76)
tR(CCG)L (49-75)
tT(AGU)H (53-75)
tT(AGU)H (56-75)
tV(AAC)H (40-76)
tV(AAC)L (40-76)
tV(AAC)L (54-76)
tV(UAC)D (51-77)
tY(GUA)J2 (40-78)
tY(GUA)J2 (44-78)

10000

5000

Rys. 43 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach glodu cukrowego w
poréwnaniu do warunkow optymalnych we frakcji monosoméw. Liczby przy legendzie przedstawiaja
ilosci odezytow na 1 mln w bibliotece.
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Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajace ponad tysigc odczytéw na
milion. W tabeli 21 umieszczono wybrane tRF, poziomy ich asocjacji z frakcja

monosomow oraz wartosci p.

K K+ BC BC+ Wartos¢ p
tA(UGC)G (37-71) 41442 2214 1783,9 0 0,0052
tA(UGC)G (45-71) 17479 218,6 0 0 0,0483
tA(UGC)G (50-76) 3721,3 3829,7 0 1580,6 0,0360
tD(GUC)G1 (43-75) | 5779,3 5845,9 0 54429 0,0202
tE(UUC)I (35-74) 0 115,6 1049,3 1302,4 0,0057
tF(GAA)G (38-73) 798,8 0 3830,1 7504 0,0003
tG(GCC)E (30-70) 1099,5 3339 629,6 0 0,0021
tH(GUG)E2 (42-65) | 1296,8 1905 0 0 0,0393
tL(CAA)K (42-84) 0 0 0 1147,2 0,0050
tL(CAA)K (45-84) 0 1385 7345 1762,2 0,0412
tL(CAA)K (50-84) 0 0 0 1029,7 0,0159
tL(CAA)N (1-25) 1071,3 250,8 0 74,6 0,0084
tL(CAA)N (62-80) 1146,5 190,5 0 0 0,0450
tL(CAA)N (62-85) 43321 10976,2 0 11336,7 0,0300
tL(UAA)J (61-87) 1578,7 1466,1 0 785,6 0,0492
tY(GUA)J2 (40-78) 704,8 1323,8 0 680 0,0336

Tab. 21 tRF wykazujace najwi¢ksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq ze stresu glodu
cukrowego w monosomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby przedstawiajg ilosci
odczytow na 1 mln w bibliotece. K— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+— krotkie
RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+.

Najwyzsza akumulacje we frakcji monosomow W warunkach optymalnych osiagnat
tD(GUC)G1 (43-75) z asocjacjag na poziomie 5 779,3 odczytow na milion (Tab. 21,
Wyk. 21). Zostal on wykryty w bibliotece zawierajgcej frakcje wolnych RNA, ale jego
akumulacja jest tam nizsza o ponad 4 845,9 odczytéw na milion, co $wiadzy o silnej
asocjacji z monosomami. Honda wraz ze swoim zespotem odkryla, ze 5’tRNA’GUC
jest kluczowym prekursowem td-piRNA, wigzacych si¢ z biatkami Ago w komorkach
BmN4 [173]. Wyniki te wskazuja na nowe informacje o funkcji tRF jako czasteczek
regulatorowych. S. cerevisiae nie posiada bialek Ago, jednak nie wyklucza to
podobnych mechanizméw wykorzystywania 5°tRNA”GUC. Wiecej niz tysiac
odczytéw na milion w warunkach optymalnych posiadaty rowniez: tL(CAA)N (62-85),
tA(UGC)G (37-71), tA(UGC)G (50-76), tA(UGC)G (45-71), tL(UAA)J (61-87),
tH(GUG)E2 (42-65), tL(CAA)N (62-80), tG(GCC)E (30-70) oraz tL(CAA)N (1-25).
Wszystkie tRF z tej grupy posiadaly wyzsza asocjacje z monosomami w warunkach
optymalnych niz w warunkach stresowych.

W bibliotekach z warunkéw optymalnych AIkB+, najwyzsza akumulacje posiadat
tL(CAA)N (62-85) z wynikiem 10 976,2 odczytow na milion (Tab.21, Wyk. 12). Jest to
ponad 5 000 odczytow na milion wigcej niz najbardziej akumulowana czgsteczka w
bibliotece zawierajacej niedemetylowane RNA z monosomoéw. Pozostate tRF
posiadajace wiecej niz tysigc odczytow na milion to: tL(UAA)J (61-87), tY(GUA)J2
(40-78), tD(GUC)G1 (43-75) oraz tA(UGC)G (50-76). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
tylko tL(UAA)J (61-87) z tej grupy wykazat spadek ilosci odczytow po demetylacji
RNA (Tab. 21, Wyk. 12).

W warunkach glodu cukrowego najwyzsza asocjacje obserwowano dla tF(GAA)G (38—
73) z wynikiem 3 830,1 odczytow na milion (Tab.21, Wyk.12). Jego akumulacja jest
znacznie wyzsza niz w monosomach z hodowli w warunkach optymalnych (Tab. 21,
Wyk. 12). Wczesniej opisywatam tF(GAA)G (40-76), ktory posiadal ponad 2 tysigce
odczytow na milion w bibliotekach ze stresu hiperosmotycznego we frakcji
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podjednostek rybosomowych. Moze to wskazywaé na potencjalng role tRF
pochodzacych z tF(GAA)G w regulacji odpowiedzi na stresy abiotyczne u drozdzy
poprzez ich zalezng od stresu acocjacje zarowno z podjednostkami rybosomalnymi jak i
kompletnym rybosomem. Inne tRF posiadajgce asocjacje wyzsza niz tysigc na milion:
tA(UGC)G (37-71) oraz tE(UUC)I (35-74). Tylko ostatni tRF z tej grupy nie wystepuje
w bibliotekach z warunkéw optymalnych, jednak posiada on nizsza akumulacje w
monosomach niz w wolnych RNA (10 403,9 odczytow na milion).

W bibliotekach z hodowli w stresie glodu cukrowego AlkB+, najwyzszg ilo$¢ odczytow
posiadat tL(CAA)N (62-85) i wyniosta ona 11 336,7 odczytow na milion (Tab.21,
Wyk.12). Jest to ponad 7500 odczytoéw na milion wigcej niz w warunkach stresowych
bez demetylacji RNA. Jednak w przypadku tL(CAA)N (62-80), obserwujemy spadek
ilosci odczytéw w warunkach optymalnych AlkB+ oraz brak odczytow w warunkach
stresu glodu cukrowego AlkB+. Po demetylacji obserwujemy zatem wzrost ilo$ci
dhuzszego tRF tL(CAA)N (62-85) oraz spadek ilosci odczytow tL(CAA)N (62-80).
Pozostate tRF posiadajgce wigcej niz tysige odczytoéw na milion: tA(UGC)G (50-76),
tD(GUC)G1 (43-75), tE(UUC)I (35-74), tL(CAA)K (42-84), tL(CAA)K (45-84) oraz
tL(CAA)K (50-84). Wszystkie tRF z tej grupy wykazaly wzrost iloSci odczytow w
poréwnaniu do biblioteki z warunkow stresowych AlkB-.
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mtA(UGC)G (37-71) tD(GUC)G1 (43-75) tF(GAA)G (38-73) tL{CAA)N (62-85) tL(UAA)) (61-87)

Wyk.12 Poréwnanie akumulacji wybranych tRF w monosomach z bibliotek rancRNAseq z
warunkéw optymalnych i stresu glodu cukrowego. Przedstawiono tRF wykazujace istotnie
statystycznie zmieniong akumulacj¢ W poréwnaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 44 umieszczono umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczong
pozycja tRF wykazujacych najwyzsza asocjacje z monosomami W poréwnaniu Stresu
glodu cukrowego do warunkach optymalnych. W bibliotekach AIkB- najwyzsza ilo$¢
odczytow obserwowano dla tD(GUC)G1 (43-75) oraz tF(GAA)G (38-73). Pierwszy
zaczyna si¢ przed petlag zmienng 1 konczy na wydluzonym ramieniu konca 3’°. Natomiast
tRF pochodzacy od tRNA przenoszacego fenyloalaning, nalezy do klasy innych tRF,
zaczyna si¢ na petli antykodonu a konczy przed petla pseudourydynowa. W
bibliotekach AlkB+ najwigcej odczytow wykryto u tL(CAA)N (62-85), on rowniez
nalezy do klasy innych tRF, zaczyna si¢ na petli antykodonowej, a konczy na ramieniu
zmiennym. Warto zauwazy¢, ze zarbwno tL(CAA)N (62-85) jak i tL(CAA)N (62-80)
obejmujg znaczng cze$¢ sekwencji wstawnionych w tRNA w petli antykodonu. Stad,
dyskutowana wyzej roznica w wykrywaniu dwoch tRF powstajacych z tRNA"'CAA
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moze Lwynikac’ z obecno$ci modyfikacji w sekwencji migdzy 80 a 85 nukleotydem
tRNA-,

5 15

Rys. 44 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacje w monosomach z bibliotek rancRNAseq ze stresu glodu cukrowego wzgledem
warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca cigcia tRNA. Zrodlo struktury
tRNA: yeastgenome.org.

Analiza 50 tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu gtodu
cukrowego wzgledem warunkow optymalnych we frakcji monosomoéw wykazata 16
tRF posiadajacych odczyty powyzej tysiaca na milion.

We wszystkich analizowanych bibliotekach wykryto wiele tRF posiadajacych powyzej
tysigca odczytow na milion, w tym 2 tRF unikatowe dla warunkow glodu cukrowego
AlkB-: tE(UUC)I (35-74) i tL(CAA)K (45-84).

4.4.4.43.2. Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany asocjacji w monosomach
tylko w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny

Zidentyfikowano 24 tRF pochodzace z 20 réznych izoform tRNA, w monosomach w
stresie hiperosmotycznym wzgledem warunkow optymalnych. Tabela 48 (Materiat
dodatkowy) przedstawia warto$ci p dla kazdego sdRNA. Na Rys. 45 umieszczono mapg
cieplng z porownaniem poziomu akumulacji w monosomach wspomnianej grupy tRF
wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji Poziom asocjacji
(Wolne RNA) w monosomach

tA(AGC)L (39-67)
tE(UUC)! (55-74)
tE(UUC)M (39-71)
tF(GAA)G (40-76)
tG(CCC)O (1-30)
tH(GUG)E2 (39-71)
tH(GUG)G1 (52-75)
tI(AAU)L1 (40-69)
tI(UAU)L (1-37)
tI(UAU)L (38-80)
tK(UUU)G2 (1-28)
tL(CAA)N (53-81)
tL(GAG)G (1-18)
tL(UAG)L2 (40-77)
tM(CAU)C (-2-41)
tM(CAU)C (58-75)
tP(AGG)N (37-70)
tQ(UUG)D3 (47-71)
tR(CCG)L (38-71)
tS(GCU)F (68-85)
tS(UGA)P (44-84)
tT(UGU)G2 (46-74)
tW(CCA)M (37-66)
tY(GUA)F2 (50-73)

4000
2000

Rys. 45 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach hiperosmotycznych w
poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakeji monosoméw. Liczby przy legendzie przedstawiaja
ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajace ponad tysigc odczytow na
milion. W Tabeli 22 umieszczono wybrane tRF, poziomy ich asocjacji z frakcja
monosomow oraz wartosci p.

K K+ H H+ Warto$¢ p
tA(AGC)L (39-67) 2349,3 495,7 516,7 0 0,0309
tF(GAA)G (40-76) 0 1080,1 1043,5 1576,5 0,0328
tH(GUG)G1 (52-75) 0 1645,6 1584,1 14254 0,0496
tK(UUU)G2 (1-28) 0 2027,7 2075,8 3467,5 0,0441
tY(GUA)F2 (50-73) 1907,6 181 0 1223 0,0411

Tab.22 tRF wykazujace najwi¢ksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq ze stresu
hiperosmotycznego w monosomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby przedstawiaja
ilosci odczytéw na 1 min w bibliotece. K— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+—
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H- krotkie RNA z hodowli w warunkach
stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+.

Najwyzsza akumulacje we frakcji monosoméw W warunkach optymalnych osiggnely
tA(AGC)L (39-67) oraz tY(GUA)F2 (50-73) z wynikiem 2 349,3 oraz 1907,6
odczytéw na milion. Wspomniane tRF wykryto rowniez w bibliotekach z warunkow
optymalnych AlkB+, ale na znacznie nizszym poziomie (Tab.22, Wyk.13). Spadek
ilosci odczytow tRF w warunkach stresu wskazuje na potencjalng role obu czasteczek w
regulacji prawidlowego funkcjonowania monosomow. tA(AGC)L (39-67) zostat
wykryty rowniez we frakcji podjednostek rybosomowych, jednak ilo$¢ odczytow nie
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przekraczala tam tysigca na milion. To wskazuje na silng asocjacje z petni zlozonymi
monosomami.

W bibliotekach AlkB+ z hodowli w warunkach optymalnych najwyzsza ilo$¢ odczytow
zaobserwowano dla tK(UUU)G2 (1-28), 2 027,7 odczytu na milion. Odczyty powyzej
tysigca na milion zaobserwowalam dla: tH(GUG)G1 (52-75) i tF(GAA)G (40-76)
(Tab.22). Nalezy zwroci¢ uwage, iz te trzy tRF nie zostaly wykryte w bibliotekach z
warunkow optymalnych AlkB-. Moze to $ciadczyé o potencjalnej roli metylacji w
regulacji ich stabilnosci. Nalezy zwrdci¢é uwage, iz wszystkie zostaly wykryte w
bibliotekach ze stresu hiperosmotycznego AlkB-, ale w przypadku tH(GUG)G1 (52—75)
obserwujemy niewielki spadek ilo$ci odczytow, gdy w pozostalych dwoch tRF
obserwujemy wzrost ilosci odczytow.

W warunkach osmotycznych najwyzsza asocjacj¢ Z monosomami zaobserwowano u
tK(UUU)G2 (1-28), tH(GUG)G1 (52-75) oraz tF(GAA)G (40-76) z wynikami
odpowiednio 2 075,8, 1584,1 oraz 1043,5 odczytow na milion. Z tej grupy tylko
tK(UUU)G2 (1-28) posiada wyzsza akumulacje we frakcji monosomow niz w RNA
niezwigzanych z rybosomami (Wyk.13). Zaobserwowatam rowniez obecnosé
podobnego do tK(UUU)G2 (1-28) tRF tK(UUU)G2 (1-23) we frakcji monosomow,
jednak ilosci jego odczytow nie przekraczaja tam 400 na milion. Nalezy zaznaczy¢, ze
w literaturze opisano rol¢ modyfkacji nienatadowanych tRNA w odpowiedzi na stres
niedoboru aminokwasow [183], [184]. Bioragc pod uwage powyzsze obserwacje,
sugeruje, ze tK(UUU)G2 (1-28) moze petli¢ dotychczas nieznane funkcje w
odposiwedzi na stres hiperosmotyczny. Dodatkowo chcialabym wspomnie¢, ze w obu
analizowanych warunkach hodowli drozdzy (optymalne i stres hiperomotyczny) w
bibliotekach AlkB+ zaobserwowalam wzrost liczby odczytow tK(UUU)G2 (1-28).
Zaden z tych trzech wspomnianych tRF nie zostal wykryty w bibliotekach z hodowli w
warunkach optymalnych AlkB-, co moze wkazywac na potencjalng rol¢ tRF w adaptacji
rybosoméw do warunkéw stresowych poprzez oddziatywanie tRF/rybosom.

W bibliotekach rancRNAseq z warunkow stresowych AlkB+, najwyzsza akumulacjg we
frakcji monosomow charakteryzowat sie¢ tK(UUU)G2 (1-28), na poziomie 3 467,5
odczytow na milion. Jest ona wigksza 0 1 391,6 odczytéw na milion niz w bibliorekach
rancRNAseq bez demetylacji RNA. Pozostale tRF z odczytami powyzej tysigca
odczytéw na milion to: tF(GAA)G (40-76) oraz tH(GUG)GL1 (52-75) (Tab.22). Z tej
grupy tylko dla tH(GUG)G1 (52-75) obserwowatam spadek ilosci odczytow po
demetylacji RNA.
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Wyk.13 Poréwnanie akumulacji wybranych tRF w monosomach z bibliotek rancRNAseq w
warunkach optymalnych i stresie hiperosmotycznym. Przedstawiono tRF wykazujace istotnie
statystycznie zmieniong akumulacj¢ w poréwnaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 46 umieszczono umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z
zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza asocjacj¢ Z monosomami w
stresie hiperosmotycznym w poréwnaniu do warunkow optymalnych. W warunkach
optymalnych AlkB- najwyzszg ilos¢ odczytow posiadal tA(AGC)L (39-67), nalezacy
do Kklasy inne tRF, zaczynajacy si¢ w ramieniu antykodonu tRNA, a konczacy na petli
pseudourydynowej. Natomiast w pozostatych bibliotekach w tym poréwnaniu
najwyzszg ilos¢ odczytéw obserwowano dla tK(UUU)G2 (1-28), nalezacego do klasy
tRF-5b.

Rys. 46 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacje w monosomach z bibliotek rancRNAseq ze stresu hiperosmotycznego wzgledem
warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca cigcia tRNA. Zrodlo struktury
tRNA: yeastgenome.org

Analiza 24 tRF o istotnych statystycznie zmianach w akumulacji w monosomach w
warunkach stresu gtodu cukrowego wzglgdem warunkow optymalnych wskazata 5 tRF
posiadajacych odczyty powyzej tysigca na milion.

W  warunkach optymalnych najwyzsza akumulacje¢ w monosomach osiagnely
tA(AGC)L (39-67) oraz tY(GUA)F2 (50-73); nalezy zwroci¢ uwagg, ze ich poziomy
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akumulacji w stresie hiperosmotycznym sg znacznie nizsze. Natomiast w bibliotekach
AlkB+ to tK(UUU)G2 (1-28), tH(GUG)G1 (52-75) i tF(GAA)G (40-76) byty
najsilniej akumulowane w monosomach.

W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w warunkach hiperosmotycznych (AIkB- i
AlkB+), najsilniej akumulowane w monosomach byly te same trzy tRF: tK(UUU)G2
(1-28), tH(GUG)G1 (52-75) i tF(GAA)G (40-76). Po demetylacji RNA
zaobserwowano spadek ilosci odczytow u tH(GUG)G1 (52—75). Co istotne, ten sam tRF
zostal wykryty w warunkach optymalnych dopiero po demetylacji RNA. Badania
zespotu Kellner-Kaiser wskazujg na zmienno$¢ metylacji pod wptywem stresu [185],
[186]. Zatem obserwowane przeze mnie fluktuacje w liczbie odczytow tH(GUG)G1
(52-75), obejmujace wzrost ilosci odczytow w warunkach optymalnych AlkB+ oraz
spadek 1ilosci odczytéw w Dbibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie
hiperosmotycznym AlkB+, moze stanowi¢ dalsze potwierdzenie shuszno$ci tez
przedstawionych przez zespot Dedona [171] oraz Toda Lowe [33]. Wyniki
zaprezentowane W mojej rozprawie doktorskiej sugerujg, ze liczba odczytow
obserwowana w wyniku sekwencjonowania rancRNAseq jest wypadkowa ztozonych
proceséw regulacyjnych wystepujacych w komorkach drozdzy pod wptywe stresu, w
tym modyfikacji metylowych.

4.4.4.4.3.3. Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany asocjacji w monosomach w
odpowiedzi na oba typy stresow

Zidentyfikowano 13 tRF pochodzacych z 11 roéznych izoakceptorow tRNA w
monosomacj w obu typach stresow wzgledem warunkéw optymalnych. Tabela 49
(Materiat dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego tRF. Na Rys. 47 umieszczono
mapg cieplng z pordéwnaniem poziomu akumulacji w monosomach wspomnianej grupy
tRF wzglgdem frakcji wolnych RNA.

Poziom ekspres;ji Poziom asocjacji
(Wolne RNA) W monosomach

15000
10000
5000
0

tD(GUC)J3 (-45- -15)
tD(GUC)J3 (46-71)
tE(UUC)I (1-23)
tE(UUC)L (55-75)
tF(GAA)P1 (38-69)
tG(CCC)O (1-34)
tK(CUU)M (43—71)
tK(UUU)G2 (48-71)
tR(CCG)L (42-62)
tS(AGA)L (56-87)
tT(CGU)K (55-75)
tT(UGU)G1 (43-70)
tV(CAC)H (1-29)

Rys. 47 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w obu stresach abiotycznych w
poréwnaniu do warunkow optymalnych we frakcji monosomow. Liczby przy legendzie przedstawiaja
ilo$ci odczytow na 1 mln w bibliotece.
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Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybrac¢ tRF posiadajace ponad tysigc odczytow na
milion. W tabeli 23 umieszczono wybrane tRF, poziomy ich asocjacji z monosomami
oraz wartos$ci p.

Warto$¢ | BC BC+ K K+ H H+ Warto$¢

p* p**
tD(GUC)J3 (46-71) | 0,0261 0 0 0 462,6 0 0 0,0172
tE(UUC)L (55-75) 0,0368 0 2461,2 911,5 3721,2 0 2025,9 0,0183
tF(GAA)P1 (38-69) | 0,0267 0 0 1014,9 152,4 0 0 0,0121
tK(CUU)M (43-71) | 0,0015 0 0 1052,5 310,3 1265,9 281,2 0,0369
tK(UUU)G2 (48-71) | 0,0253 918,2 3117 0 0 689,7 0 0,0212
tS(AGA)L (56-87) 0,0043 12093,7 | 0 16463,8 343,7 2873,3 386,6 0,0387

Tab. 23 tRF wykazujgace najwi¢ksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w obydwu
typach streséw abiotycznych w monosomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby
przedstawiaja ilosci odczytow na 1 min w bibliotece. BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+, K-
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+— krétkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych AlkB+, H- krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie
RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+. Warto$¢ p*— poréwnanie hodowli w
warunkach stresu glodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i
AlkB-). Warto$¢ p**— porownanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z
hodowlg w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-).

W bibliotekach zawierajagcych rancRNA z hodowli w warunkach optymalnych
najwyzsze akumulacje we frakcji monosoméw obserwowano dla tS(AGA)L (56-87)
oraz tK(CUU)M (43-71), z wynikami odpowiednio 16 463,8 oraz 1 052,6 odczytow na
milion (Tab.23). Nalezy zwroci¢ uwage, ze we frakcji podjednostek rybosomowych w
stresie hiperomotycznym zaobserwowatam akumulacje powyzej tysigca odczytow dla
tS(AGA)H (53-85). Pokazuje to, ze z jednego tRNA powstaje wicle tRF, asocjujgcych
z rybosomem na réznych etapach translacji i potencjalnie pelnigcych roznorodne
funkcje regulatorowe podczas biosyntezy biatek w warunkach stresowych.

W bibliotekach AlkB+ z hodowli w warunkach optymalnych najwyzsze poziomy
asocjacji z monosomami obserwowano dla tE(UUC)L (55-75) oraz tD(GUC)J3 (46—
71), odpowiednio 3721,2 oraz 462,6 odczyty na milion (Tab.23). Nalezy zwr6cié
uwage, ze wszystkie tRF wykazujace wysoka asocjacje (>1000) z monosomami w
bibliotekach AIkB- wykazaty spadek ilo$ci odczytow w bibliotekach AlkB+. Badania z
2020 roku sugeruja, ze ALKBH1 odgrywa role nie tylko w demetylacji m'A ale
rowniez w hydrolizie tRNA niezaleznej od Dicer [44]. To moze wskazywac, ze
obserwowane tRF w bibliotekach AlkB+, sa nie tylko pozbawione demetylacji, ale
moga by¢ rowniez cigte przez biatka AlkB.

W bibliotekach zawierajacych rancRNA z hodowli w stresie glodu cukrowego
najwyzsza asocjacj¢ z monosomami zaobserwowano dla tS(AGA)L (56-87) (12 093,7
odczyty na milion) i tK(UUU)G2 (48-71) (918,2 odczyty na milion). Spadek ilosci
odzytow u tS(AGA)L (56-87) w poroéwnaniu z bibliotekami z hodowli w warunkach
optymalnych moze by¢ zwigzany z potencjalng rola tRF w adaptacji drozdzy do
warunkow stresowych poprzez asocjacje tRF/rybosom. Nalezy zwroci¢ uwage, ze W
monosomach w warunkach stresu hiperosmotyczego obserwowalismy tK(UUU)G2 (1-
28), co moze wskazywaé, na potencjalng role tRF pochodzacych z tRNA"*UUU w
odpowiedzi na stres hiperosmotyczny oraz stres gtodu cukrowego.

W bibliotekach AlkB+ z hodowli w stresie gtodu cukrowego nawyzsze poziomy
akumulacji we frakcji rancRNA zasocjowaonych z monosomami zaobserwowano dla
tE(UUC)L (55-75) i tK(UUU)G2 (48-71), z wynikami odpowiednio 2 461,2 oraz 311,7
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odczytow na milion. Nalezy podkresli¢, ze tE(UUC)L (55-75) nie zostat wykryty w
bibliotekach AlkB-.

W bibliotekach zawierajacych RNA z hodowli w stresie hiperosmotycznym najwyzsze
poziomy asocjacji z monosomami obserwowano dla tS(AGA)L (56-87) (2873,3
odczyty na milion) i tK(CUU)M (43-71) (1 265,9 odczytow na milion). Kolejny raz
obserwujemy silng asocjacje tS(AGA)L (56-87) z frakcjag monosoméw. Zmienna ilo$¢
odczytow wykrywanych tRF asocjujacych z monosomami wskazuje na to jak zmienia
si¢ profil akumulacji tego samego tRF pod wptywem warunkow stresowych.

W bibliotekach zawierajacych rancRNA z hodowli w warunkach osmotycznych AlkB+,
najwyzsze poziomy akumulacji wykazaty tE(UUC)L (55-75) i tS(AGA)L (56-87) z
wynikami 2 025,9 oraz 386,6 odczytow na milion(Tab.23, Wyk.14). We wszystkich
analizowanych w niniejszej pracy doktorskiej bibliotekach AlkB+ tE(UUC)L (55-75)
wykazywat wzrost ilosci odczytow w pordwnaniu do AlkB-. Moze to wskazywaé na
role metylacji w regulacji jego stabilnosci.

16000
14000
12000
10000

8000

6000

llos¢ odczytow na milion

4000

2000
0 n

Wolne RNA Wolne RNA 805 805 + AlkB  Wolne RNA Wolne RNA 805 805+ AlkB  Wolne RNA Wolne RNA 805 805 + AlkB
+ AlkB + AlkB + AlkB

Stres gtodu cukrowego Warunki optymalne Stres hiperosmotyczny
mtD(GUC)I3 (46-71) tE(UUC)L (55-75) tF(GAA)P1 (38-69) tK(CUUIM (43-71) tK(UUU)G2 (48-71) tS(AGA)L (56-87)

Wyk. 14 Poréwnanie akumulacji wybranych tRF w monosomach z bibliotek rancRNAseq z
warunkéw optymalnych oraz obu streséw abiotycznych. Przedstawiono tRF wykazujace istotnie
statystycznie zmieniong akumulacje w porownaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 48 umieszczono strukturg drugorzedowa tRNA z oznaczonymi pozycjami
tRF wykazujacych najwyzszg asocjacje z monosomami w obu stresach abiotycznych w
poréwnaniu do warunkow optymalnych. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze w tej grupie
wykryto dwa tRF, po jedynym na biblioteki AIkB- i AIkB+, nalezace do klasy tRF-3b.
W bibliotekach AIkB- najwyzsza ilo$¢ odczytow obserwowano dla tS(AGA)L (56-87).
Natomiast w bibliotekach AlkB+ najwi¢cej odczytow obserwowano u tE(UUC)L (55—
75).
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Rys. 48 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacje w monosomach w bibliotekach rancRNAseq z obu streséw abiotycznych wzgledem
warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca ciecia tRNA. Zrodlo struktury
tRNA: yeastgenome.org.

Analiza 13 tRF o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w monosomach w
obydwu badanych stresach abiotycznych wzglgdem warunkow optymalnych wykazata
4 tRF posiadajace odczyty powyzej tysigca na milion. Najwyzsza akumulacje w
monosomach we wszystkich bibliotekach zawierajacych RNA AIkB- osiggneta
czasteczka tS(AGA)L (56—87). Jej poziom byl najwyzszy w warunkach optymalnych
(16 463,8 odczytow na milion), nizszy w stresie gtodu cukrowego (12 093,7) oraz
najnizszy w stresie hiperosmotycznym (2 873,3). Juz w 1994 roku donoszono o
preferencyjnym wystepowaniu tRNA*AGA w drozdzach hodowanych na pozywkach
zawierajacych glukoze jako zrodto wegla, w poréwnaniu do pozywek z innymi
zrodtami wegla [187]. Zatem obserwacja najwyzszej liczby odczytow tS(AGA)L (56—
87) w warunkach optymalnych oraz ich redukcja w warunkach stresowych moze
sugerowaé, ze wspomniany tRF peini kluczowg role w procesach metabolicznych
zwigzanych z wykorzystaniem glukozy jako preferencyjnego zrodta energii. W
warunkach stresowych, gdy dostepnos¢ glukozy jest ograniczona lub gdy komorka musi
adaptowac si¢ do zmian osmotycznych, ekspresja tego tRF ulega obnizeniu, co moze
odzwierciedla¢ zmiang priorytetéw metabolicznych komorki. Natomiast w bibliotekach
zawierajgcych demetylowane RNA, dominujaca czasteczka byla tE(UUC)L (55-75),
ktorej poziom byl najwyzszy w warunkach optymalnych (3 721,2), a nast¢pnie
stopniowo malat w kolejnych warunkach stresowych. Spadek ilosci tS(AGA)L (56-87)
w bibliotekach AlkB+, wskazuje na silng role metylacji w regulacji jego stabilnos$ci.
Natomiast obserwacja, ze we wszystkich typach bibliotek AlkB+ w tym poréwnaniu,
obserwujemy wzrost ilosci odczytow tE(UUC)L (55-75), wskazuje na potencjalng
obecno$¢ modyfikacji metylowych hamujacych jego akumulacje w warunkach AlkB-.

4.4.4.4.4. Podsumowanie wynikow opisujacych tRF oddzialujace z monosomami

We wszystkich trzech porownaniach zaobserwowatam 25 tRF (Tab. 24), posiadajacych
powyzej tysigca odczytow na milion w bibliotekach rancRNAseq we frakcji
monosomow AlkB-. Podwyzszona ilo$¢ odczytow tylko w bibliotekach z hodowli w
stresie glodu cukrowego charakteryzowaty si¢ dwa tRF: tE(UUC)I (35-74), tF(GAA)G
(38-73). Podwyzszong ilo$¢ odczytow w bibliotekach z hodowli w stresie
hiperosmotycznym obserwowatam dla: tF(GAA)G (40-76) oraz tH(GUG)G1 (52-75).
Nalezy zwroci¢ rowniez uwage na tA(UGC)G (50-76) oraz tD(GUC)G1 (43-75), mimo
ze posiadaty duzo odczytow w bibliotekach rancRNAseq w warunkach stresu
hiperosmotycznego oraz optymalnych, to ich akumulacja jest zr6znicowana. Wigksza w
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stresie hiperosmotycznym i mniejsza w warunkach optymalnych, brak odczytow z
bibliotek z hodowli w warunkach glodu cukrowego. Jeden tRF posiadat podwyzszong

ilo$¢ odczytow w obu warunkach stresowych w stosunku do warunkéw optymalnych -
tK(UUU)G2 (1-28).

Monosomy

BC [K |H
tA(UGC)G (37-71) |1 |47 |7
tA(UGC)G (45-71) |- | T |1
tA(UGC)G (50-76) |- |31 |4t
tD(GUC)G1 (43-75) | - |57 |8t
tE(UUC)I (35-74) T
tF(GAA)G (38-73) |3t |l |l
tG(GCC)E((30-70) [{ [T [
tH(GUG)E2 (42-65) |- | T |
tL(CAA)N (1-25) - 11
tL(CAAN (62-80) |- |1 |-
tL(CAA)N (62-85) |- |41 |-
tL(UAA)J (61-87) - |t ]
tA(AGC)L (39-67) | — 2T |4
tF(GAA)G (40-76) |- |- |71
tH(GUG)G1 (52-75) |- |- |71
tK(UUU)G2 (1-28) | T |- 27
tY(GUAF2 (50-73) |- [T |-
tF(GAAP1(38-69) |- [T |-
tK(CUUM (43-71) |- [t |71
tS(AGA)L (56-87) | 121 | 16T | 2T

Tab. 24 tRF posiadajace najwyzszg ilo$¢ odczytéw na milion w bibliotekach rancRNAseq AlkB- we
frakcji monosomow. BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego, K— krotkie RNA z
hodowli w warunkach optymalnych, H— krétkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego.
{ oznacza odczyty ponizej tysigca na milion, T oznacza odczyty powyzej tysigca na milion, numery obok
strzalek odnosza si¢ do pehych tysigcy zaobserwowanych odczytow (np. T oznacza ponad tysiac
odczytow, a 50T oznacza ponad pigédziesiat tysiecy odczytdw na milion). — oznaczono brak odczytow.

W tabeli 25 umiescitam tRF posiadajagce powyzej tysigca odczytow na milion W
bibliotekach AlkB+. W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie gtodu cukrowego
wytypowalam 6 tRF wystepujacych tylko w bibliotekach AlkB+: tA(UGC)G (50-76),
tD(GUC)G1 (43-75), tL(CAA)K (42-84), tL(CAA)K (50-84), tL(CAA)N (62-85) oraz
tE(UUC)L (55-75). Dodatkowo, dwie czasteczki posiadaty wigcej odczytow w
bibliotekach AlkB+ w poréwnaniu z bibliotekami AlkB-: tE(UUC)I (35-74),
tL(CAA)K (45-84).

W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+
zaobserwowala 4 tRF wystepujace tylko w bibliotekach AlkB+: tE(UUC)I (35-74),
tF(GAA)G (40-76), tH(GUG)G1 (52-75) oraz tK(UUU)G2 (1-28). Jedynie 5
czasteczek posiadato wiecej odczytow w bibliotekach AlkB+ w poréwaniu z
bibliotekami AlkB-: tA(UGC)G (50-76), tD(GUC)G1 (43-75), tL(CAA)N (62-85),
tY(GUA)J2 (40-78) oraz tE(UUC)L (55-75).

W bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie wytypowatam 2 tRF wystgpujace
tylko w bibliotekach AIkB+: tE(UUC)L (55-75) oraz tL(CAA)N (62-85).
Zaobserwowatam 3 tRF posiadajace wigcej odczytow w bibliotekach AlIkB+ w
poréwnaniu z bibliotekami AlkB-: tL(UAA)J (61-87), tF(GAA)G (40-76) oraz
tK(UUU)G2 (1-28).
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Monosomy

BC+ K+ H+
tA(UGC)G (50-76) 0 37 27
tD(GUC)G1 (43-75) 57 57 3T
tE(UUC)I (35-74) ) v {
tL(CAA)K (42-84) 1 - —
tL(CAA)K (45-84) ) \’ J
tL(CAA)K (50-84) 0 - —
tL(CAA)N (62-85) 111 107 |77
tL(UAA)J (61-87) J ) T
tY(GUA)J2 (40-78) J ) !
tF(GAA)G (40-76) l ) )
tH(GUG)G1 (52-75) d 1) )
tK(UUU)G2 (1-28) 21 21 37
tE(UUC)L (55-75) X 3T |27

Tab. 25. tRF posiadajace najwyzsza ilo$¢ odczytow na milion w bibliotekach rancRNAseq AlkB+
we frakecji monosoméw. BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego AlkB+ K+—
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach
stresu hiperosmotycznego AIkB+. | oznacza odczyty ponizej tysigca na milion, T oznacza odczyty
powyzej tysigca na milion, numery obok strzalek odnosza si¢ do pelnych tysiecy zaobserwowanych
odczytow (np. T oznacza ponad tysigc odczytow, a 507 oznacza ponad pieédziesiat tysiecy odczytow na
milion). — oznaczono brak odczytow.

4.4.4.5. Polisomy

Biblioteki polisoméw zawierajg krotkie RNA (sdRNA oraz tRF), ktore asocjowaty z
polisomami. Sa to struktury skladajace si¢ z wielu rybosomoéw translatujacych
jednoczesnie t¢ samg czasteczkg mRNA. Ten mechanizm umozliwia komoérce szybkie 1
efktywne wytwarzanie duzych ilo$ci okreslonego biatka.

4.4.4.5.1. sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w oddzialywaniu z polisomami
pod wplywem stresu

4.4.45.1.1. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji z polisomami
tylko w odpowiedzi na stres glodu cukrowego

Zidentyfikowano 132 sdRNA pochodzace z 59 rdéznych typéw snoRNA w polisomach
w stresie glodu cukrowego w poréwnaniu do warunkow optymalnych. Tabela 50
(Material dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego SdRNA. Na Rys. 49
umieszczono mape cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji w polisomach
wspomnianej grupy sdRNA wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji Poziom asocjadji Poziom ekspresji Poziom asocjadji

(Wolne RNA) w polisomach (Wolne RNA) w polisomach
snR43 (180-209) snR10 (205-245)
snR44 (171-210) 400 SsnR11(134-156) 1000
snR45 (136-171) snR11 (191-212)
SNR47 (64-99) snR11 (216-258) 500
snR48 (54-83) 200 snR128 (105-124)
snR48 (86-113) snR128 (107-127)
SnR5 (169-197) snR128 (1-35) 0
SnRS50 (67-90) 0 snR128 (73-94)
snR51 (71-107) snR128 (88-127)
snR52 (1-34) SnR128 (91-127)
snR52 (62-92) snR13 (107-124)
snR53 (56-91) snR13 (87-124)
SNR55 (56-98) snR13 (95-124)
snRS5 (61-98) snR17a (192-209)
snRS5 (77-98) snR17a (303-333)
$nR56 (33-75) snR17a (308-333)
snR57 (31-59) snR17a (314-333)
snR57 (59-88) snR18 (65-102)
SNRS7 (66-88) SnR190 (137-159)
snR58 (59-96) snR190 (137-165)
SnR58 (68-96) snR190 (156-192)
SnRS8 (71-96) snR191 (247-274)
SnR59 (1-43) snR3 (111-145)
snR59 (55-78) snR3 (114-145)
snR59 (59-78) snR3(123-142)
SnRE0 (81-104) snR3 (152-191)
SnR60 (86-104) snR3 (167-194)
snR61 (23-41) snR3 (64-88)
snR61 (26-44) snR30 (592-609)
snR61 (59-90) snR31 (183-222)
snR62 (64-100) SnR32 (162-188)
snR63 (226-255) snR32 (90-107)
snR63 (232-255) SnR33 (143-183)
snR64 (66-101) sSnR33 (149-183)
snR64 (81-101) snR33 (165-183)
snR66 (45-86) snR34 (164-203)
SnR67 (46-82) SNR34 (174-203)
snR67 (51-82) snR35 (163-204)
SnR67 (58-82) SNR35 (171-193)
snRé8 (101-136) snR37 (346-386)
snRE9 (61-101) sSnR37 (354-386)
SnR69 (84-101) SnR37 (360-386)
SnR71 (48-90) SNR37 (364-386)
snR71 (51-90) snR38 (54-95)
snR72 (78-95) snR38 (71-95)
snR73 (62-103) SnR39 (49-89)
snR75 (61-83) snR39 (66-89)
snR76 (70-107) snR39 (70-89)
SNR77 (44-85) snR39B (54-96)
snR78 (53-84) snR39B (64-96)
snR78 (59-84) snR4 (146-186)
snR8 (159-190) SnR4 (154-186)
snR8 (168-190) snR40 (19-48)
snR8 (173-190) sSnR40 (22-44)
snR8 (89-107) SnR40 (22-49)
snR81 (-50--12) snR40 (61-97)
SnREB1 (-50- -15) snR40 (68-97)
sNR82 (239-268) snR40 (72-97)
snR83 (265-306) snR44 (1-33)
snR83 (271-306) snR41 (76-110)
SNR83 (275-306) snR41 (80-110)
SNR83 (281-306) snR41 (84-110)
snR87 (67-89) snR42 (313-351)
SNR87 (69-104) snR42 (323-351)
snR9 (17-46) snR42 (326-351)
SnRY (55-72) snR42 (330-351)
Q@@ éodﬁ &
&
& « &
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Rys. 49 Mapa cieplna sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu glodu
cukrowego w porownaniu do warunkéw optymalnych we frakcji polisoméw. Liczby przy legendzie
przedstawiaja ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ sdRNA posiadajace ponad tysigc odczytow
na milion. Jednak to kryterium spetnit tylko 1 sdRNA we frakcji ze stresu glodu
cukrowego (AlkB+). W zwigzku z tym, do szczegdtowej analizy wybrano po 2 SARNA
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z kazdej analizowanej biblioteki. W tabeli 26 umieszczono wybrane sURNA, poziomy
ich asocjacji z frakcjg polisomoéw oraz warto$ci p.

K K+ BC BC+ Warto$¢ p
snR128 (107-127) 1414 182,3 678,3 1170,8 0,0339
snR3 (152-191) 354,1 146 0 0 0,0462
snR38 (71-95) 266,7 229,2 222 516,4 0,0494

Tab. 26 sdRNA wykazujace najwieksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
stresie glodu cukrowego w polisomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby przedstawiaja
ilosci odczytéw na 1 min w bibliotece. K— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+—
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach
stresu glodu cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+.

Najwyzsza akumulacje w warunkach optymalnych zaobserwowano dla snR3 (152-191)
oraz snR38 (71-95) z wynikiem odpowiednio 354,1 i 266,7 odczytow na milion
(Tab.26, Wyk. 15). Oba posiadaja znacznie wyzszg akumulacje we frakcji polisomow
niz RNA nie zwigzanych z rybosomami (Wyk.15). Nalezy zwroci¢ uwage na brak snR3
w bibliotekach z hodowli w warunkach stresowych. Moze mie¢ to zwigzek z
ograniczeniem produkcji bialek przez poliosomy i ograniczeniem wydatkowania
energii. W badaniach sprawdzano juz delecje¢ genu snR3 i nie spowodowato to $mierci
drozdzy [188]. Mozliwe wiec, ze ograniczenie produkcji snR3 (152—191) jest zwigzane
z oszczednoscig energetyczng komorek narazonych na stres gtodu.

W bibliotekach AlkB+ z warunkoéw optymalnych, najwyzszg akumulacj¢ obserwowano
dla snR38 (71-95) - 229,2 odczytow na milion (Tab.26, Wyk.15) a nast¢pnie dla
snR128 (107-127) z wynikiem 182,3 odczytoéw na milion. Pierwszy sdRNA wykazal
spadek ilosci odczytow w bibliotece AlkB+, natomiast drugi - wzrost.

W  warunkach stresu glodu cukrowego najwyzszg akumulacje w polisomach
zaobserwowano dla snR128 (107-127) i snR38 (71-95), odpowiednio 678,3 oraz 222
odczyty na milion. Najwigksza ilo$¢ odczytow snR128 (107-127) w warunkach
stresowych jest zatem wigksza o 536,8 odczytow na milion od ilosci wykryte] w
warunkach optymalnych. Jak wiadomo, represja genu snR128 u drozdzy prowadzi do
zaburzen produkcji 18S rRNA [164]. Badania dotyczace snR38 wskazuja, ze cigcie tego
SnoRNA jest procesem prawdopodobnie regulowanym intronowo [189]. Wzrost
akumulacji tych sdRNA w polisomach w warunkach stresu gtodu, moze by¢ wywotana
stresem komorkowym.

Natomiast w bibliotekach AlkB+ z hodowli w warunkach stresu gtodu cukrowego,
najbardziej akumulowane byty réwniez snR128 (107-127) i snR38 (71-95) z 1 170,8
oraz 516,4 odczytami na milion. Oba sdRNA wykazaly wzrost ilosci odczytow w
bibliotekach AIkB+ stresu gtodu cukrowego. Mozliwe, ze wspomniane sdRNA s3
bardziej podatne na wptyw metylacji, a jej usunigcie przez biatka typu AlkB umozliwia
nam lepsze zobrazowanie s$rodowiska sdRNA w komorkach. Istnieje jesdnak
prawdopodobienstwo, iz sa to produkty cigcia innych czasteczek, gdyz biatka AlkB
moga rowniez prowadzi¢ do cietcia tRNA [44].
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msnR3 (152-191) snR38 (71-95) snR128 (107-127)

Wyk. 15 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w polisomach z bibliotek rancRNAseq z
warunkéw optymalnych oraz w stresu glodu cukrowego. Przedstawiono sURNA wykazujace istotnie
statystycznie zmieniong akumulacj¢ w poréwnaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 50 umieszczono struktury drugorzedowe snORNA z zaznaczonymi
pozycjami sdRNA wykazujagcymi najwyzsza asocjacje z polisomami w poréwnaniu
stresu glodu cukrowego do warunkow optymalnych. W warunkach optymalnych
najwyzsza ilo$¢ odczytow obserwowano dla snR3 (152-191), ktoéry pochodzi z konca
3’. Natomiast w biblitece AlkB+, réwniez z warunkdéw optymalnych najczesciej
wykrywanym sdRNA byt snR38 (71-95), rowniez z konca 3°. W bibliotekach ze stresu
glodu cukrowego najwyzsza ilo$¢ odczytéw posiadat snR128 (107-127), réwniez
pochodzacy z konca 3°.

4N Vo

Rys. 50 Struktury drugorzedowe snoRNA z zaznaczonymi pozycjami sdRNA wykazujacymi
najwyzsza akumulacje w polisomach w bibliotekach rancRNAseq ze stresu glodu cukrowego
wzgledem warunkow optymalnych. Czerwonymi strzalkami oznaczono miejsca cigcia snoRNA.
Struktura drugorzedowa snORNA zostala wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold WebSerwer.

Analiza 123 sdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w polisomach z
hodowli w stresie glodu cukrowego wzgledem warunkow optymalnych wykazata tylko
1 sdRNA posiadajacy odczyty powyzej tysigca na milion. Najwyzsza akumulacje w
warunkach optymalnych wykazal snR3 (152-191), ktory nie zostal wykryty w
bibliotekach z hodowli w stresie glodu cukrowego. Natomiast najbardziej akumulowany
sdRNA wykryty w bibliotekach zawierajagcych RNA z hodowli w stresie glodu
cukrowego — snR128 (107-127) wykazal znacznie silniejszg asocjacj¢ z polisomami w
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warunkach stresowych niz w warunkach optymalnych, co moze sugerowaé jego
potencjalng rolg¢ w adaptacji polisoméw do warunkow stresowych.

4.4.45.1.2. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji z polisomami
tylko w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny

Zidentyfikowano 17 sdRNA pochodzace z 14 typéw snoRNA w polisomach w stresie
hiperosmotycznym w poréwnaniu do warunkéw optymalnych. Tabela 51 (Materiat
dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego sdRNA. Na Rys. 51 umieszczono mapg
cieplng z porownaniem poziomu akumulacji w polisomach wspomnianej grupy sdRNA
wzgledem frakcji wolnych RNA.

Poziom ekspresiji Poziom asocjacji
(Wolne RNA) w polisomach
snR18 (1-31)
SNR190 (-1-17) 600
snR190 (-2-21) 400
snR190 (-2-26) 200

snR38 (77-95)
SNRA40 (1-24)
SnR43 (1-21)

snR44 (-1-18)
SNR66 (63-86)
SnR70 (134-164)
SNR76 (74-105)
SnR77 (39-73)
SNR77 (39-79)
snR78 (-1-19)
SnR81 (5-41)
snR83 (1-28)
SnR85 (3-25)

o

Rys. 51 Mapa cieplna sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w warunkach hiperosmotycznych
w poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakeji polisoméw. Liczby przy legendzie
przedstawiaja ilosci odczytow na 1 min w bibliotece.

W zwigzku z tym, ze zadem sdRNA z wspomnianej grupy nie osiggnal tysigca
odczytéw na milion, do szczegdtowe] analizy wybrano po dwa sdRNA z kazdych
warunkéw hodowlanych. W Tabeli 27 umieszczono wybrane sdRNA, poziomy ich
asocjacji z frakcja polisomdéw oraz wartosci p.

K K+ H H+ Wartos¢ p
sSnR190 (-2-21) 7545 2275 96,7 0 0,0004
SnR190 (-2-26) 4804 597,7 0 0 0,0317
snR38 (77-95) 0 0 69,7 54,7 0
snR44 (-1-18) 0 0 41,8 40,8 0,0268
snR70 (134-164) 101,2 64,6 1194 0 0,0186
snR76 (74-105) 357 32338 140,3 37 0,0143

Tab. 27 sdRNA wykazujgce najwieksza akumulacje bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie
hiperosmotycznym w polisomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby przedstawiaja
ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece. K— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+ —
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H— krotkie RNA z hodowli w warunkach
stresu hiperosmotycznego, H+— krétkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+.
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Najczesciej wystepujacymi SUARNA w warunkach optymalnych byty snR190 (-2-21) i
snR190 (-2-26) z odpowiednio 754,4 oraz 480,4 odczytami na milion (Tab.27). We
frakcji wolnych RNA ich akumulacja byta znacznie nizsza (Wyk. 16). Jak wiadomo
SNR190 jest zwigzany z dojrzewaniem podjednostki 60S rybosomu [190]. Jego
obecnos¢ we frakcji polisoméw moze sugerowaé potencjalng role w prawidtowym
funkcjonowaniu polisomow w warunkach optymalnych. Nalezy zwroci¢ uwage, ze
wykryte tu sARNA posiadajg niestandardowag sekwencje, gdyz ich miejsce rozpoczecia
sekwencji znajduje si¢ poza uznawanym za poczatek snoRNA190.

W bibliotece z warunkéw optymalnych AlkB+, najwiecej odczytow posiadaly
snR190 (-2-26) oraz snR76 (74-105). W obu przypadkach ilo$¢ odczytow byta wicksza
w bibliotekach AIkB-. Analiza snR190 (-2-21) i snR190 (-2-26) ujawnia, ze po
demetylacji RNA ponownie obserwujemy wzrost ilosci odczytow diuzszej czasteczki
sdRNA. Wskazuje to na silng rolg metylacji w regulacji stabilno$ci siRNA.

W warunkach hiperosmotycznych najbardziej akumulowanymi sdRNA byty snR76
(74-105) oraz snR70 (134-164) z odpowiednio 140,3 i 119,4 odczytami na milion
(Tab.27). Ich asocjacja jest silniejsza we frakcji polisomow niz wolnych RNA. Nalezy
zwroci¢ uwage, iz akumulacja snR70 (134-164) jest nieznacznie wyzsza w warunkach
hiperosmotycznych niz w hodowli z warunkéw optylamnych. Badania sprawdzajace
delecje snoORNA70 wskazaty na defekty wzrostu 1 produkcji rybosomow negatywnie
wplywajace na bilans energetyczny komorki [191]. Zatem mozliwe, ze tak jak jego
prekursor, snR70 (134-164) pelni nieznane do tej pory funkcje zwigzane mig¢dzy
innymi z adaptacja polisomow do stresu hiperomotycznego.

W bibliotekach zawierajacych krotkie RNA asocjujace z polisomami z hodowli w
stresie osmotycznym AlkB+, najwyzsza akumulacj¢ zaobserwowano dla snR38 (77-95)
I snR44 (-1-18) z odpowiednio 54,7 oraz 40,8 odczytami na milion. Nalezy zwroci¢
uwage, ze oba sdRNA wykazaty spadek ilo$ci odczytow w bibliotekach AlkB+.
Wszystkie sdRNA umieszczone w Tab.27 wykazaly spadek ilosci odczytow po
traktowaniu biatkami typu AlkB. Kolejny raz widzimy, ze wykorzystanie tych biatek
nie wplywa pozytywnie na ilosc wykrytych sdRNA, co wskazuje silng rol¢ metylacji w
regulacji stabilnosci sdRNA.

800
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lloéc odczytéw na milion
w 5 w @
5] <] S S
8 3 8 3

(<)
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S

,_.
o
S

Wolne RNA Wolne RNA + Polisomy Polsomy +AlkB Wolne RNA Wolne RNA + Polisomy Polsomy +AlkB
AlkB AkB

o

Warunki optymalne Stres hiperosmotyczny
msnR38 (77-95) snR44 (-1-18) snR70 (134-164) snR76 (74-105) snR190 (-2-21) snR190 (-2-26)
Wyk. 16 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w polisomach z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w warunkach optymalnych oraz w stresie hiperosmotycznym. Przedstawiono SdRNA
wykazujace istotnie statystycznie zmieniong akumulacj¢ w poréwnaniu do frakcji RNA niezwigzanych z
rybosomami.
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Na Rysunku 52 umieszczono umieszczono struktury drugorzedowe SnoRNA z
zaznaczonymi pozycjami SdRNA wykazujagcych najwyzsza asocjacje do frakeji
polisoméw W poréwnaniu Stresu hiperosmotycznego do warunkéw optymalnych. W
bibliotekach zawierajacych RNA z hodowli w warunkach optymalnych najczesciej
obserwowano sdRNA pochodzace z snR190: snR190 (-2-21) oraz snR190 (-2-26), oba
pochodzace z 5° konca snoRNA. Natomiast w bibliotekach zawierajacych RNA z
hodowli w stresie osmotycznym najwiecej odczytow obserwowano u SNR76 (74-105),
pochodzacy z konca 3°. Natomiast w bibliotekach AlkB+, zaobserwowano najwyzsze
ilosci odezytow u snR38 (77-95), rowniez pochodzacy z konca 3.

snR190 (-2-26)

Rys. 52 Struktury drugorzedowe snoRNA z zaznaczonymi pozycjami sdRNA wykazujacymi
najwyzsza akumulacje w polisomach w bibliotekach rancRNAseq ze stresu hiperosmotycznego
wzgledem warunkow optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca cigcia sNORNA.
Struktura drugorzgdowa snoRNA zostata wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold WebSerwer.

Analiza 17 sdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w stresie
hiperomotycznym wzgledem warunkéw optymalnych w polisomach nie ujawnila
zadnych sdRNA przekraczajacych prog tysigca odczytoéw na milion. W bibliotekach z
warunkoéw optymalnych AlkB- najczgséciej oberwowanym sdRNA byt snR190 (-2-21)
natomiast w bibliotekach AlkB+ najcze$ciej obserwowano snR190 (-2-26). W
bibliotekach z hodowli w stresie osmotycznym najczesciej akumulowanymi sdRNA w
byly snR76 (74-105) i snR70 (134-164). Zaobserwowano, ze poziom asocjacji SNR70
(134-164) byt wyzszy w warunkach stresowych niz w optymalnych. Natomiast w
bibliotekach AlkB+ ze stresu hiperosmotycznego dominowaty snR38 (77-95) i
snR44 (-1-18). Nalezy podkresli¢, ze ich ilo$¢ spadta w stosunku do bibliotek AlkB-,
ale s3 to unikatowe sdRNA dla stresu osmotycznego, nie zostaty wykryte w hodowli z
warunkow optymalnych. Te obserwacje sugeruja, ze te dwa krotkie RNA moga
odgrywac kluczowa role w adaptacji rybosomow do stresu hiperosmotycznego.

4.4.45.1.3. Wybrane sdRNA wykazujace istotne zmiany asocjacji z polisomami w
odpowiedzi na oba typy stresow

Zidentyfikowano 5 sdRNA pochodzace z 9 réznych typow snoRNA w polisomach w
obu typach stresu wzgledem warunkow optymalnych. Tabela 52 (Materiat dodatkowy)
przedstawia wartosci p dla kazdego sdRNA. Na Rys. 53 umieszczono mapg cieplng z
poréwnaniem poziomu akumulacji w polisomach wspomnianej grupy sdRNA
wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji Poziom asocjacji
(Wolne RNA) w polisomach

snR190 (89-128)
SnR30 (572-609)
SnR56 (52-88)
SnRé1 (64-90)
SNR70 (147-164)

Rys. 53 Mapa cieplna sdRNA o istotnych statystycznie zmianach w warunkach glodu cukrowego
oraz hiperosmotycznych w poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakcji polisoméw. Liczby
przy legendzie przedstawiajg ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece.

Zaden z sdRNA nie spehit zatozonego kryterium tysigca odczytéw na milion. Dlatego
do szczegdlowej analizy wybrano po dwa sdRNA posiadajgce najwigcej odczytow w
danej bibliotece. W Tabeli 28 umieszczono wybrane sdRNA, poziomy ich asocjacji z
frakcja polisomow oraz wartosci p.

Wartos¢ | BC BC+ K K+ H H+ Wartos¢

p* p**
snR30 (572-609) 0,0001 1219 | 97,1 0 0 42,7 35,9 | 0,0153
snR56 (52-88) 0,0054 0 0 79,4 | 1256 |0 0 0,0072
snR70 (147-164) 0,0002 1672 | 1929 146 | O 1089 | 46,8 | 0,0016
snR190 (89-128) 0,0296 | O 0 26,9 | 29,4 0 0 0,041

Tab. 28 sdRNA wykazujace najwi¢ksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
obydwu typach stresu w polisomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby przedstawiaja
ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece. BC— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu
cukrowego, BC+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+, K- krotkie
RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+— krétkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych
AlkB+, H- krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie RNA z hodowli
w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+. Warto$¢ p*— porownanie hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-). Warto$¢ p**—
poroéwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z hodowlg w warunkach
optymalnych (AlkB+ i AIkB-).

Najwyzszy poziom akumulacji w warunkach optymalnych, zarowno w bibliotekach
posiadajacych RNA poddane demetylacji jak i bez, obserwowano dla snR56 (52—88), z
odpowiednio 79,3 oraz 125,6 odczytow na milion. SNORNAS56 prowadzi 2’-O-metylacje
matej podjednostki rybosomu w pozycji G1428 [166]-[168]. Obecnos¢ snR56 (52—88)
w bibliotekach krotkich RNA z hodowli w warunkach optymalnych oraz jego brak w
bibliotekach z hodowli w obu warunkach stresowych sugeruje, ze moze on stuzy¢ do
sprawdzenia czy polisomy funkcjonujg prawidlowo. Drugim sdRNA pod wzgledem
ilosci odczytow byt snR190 (89-128), z wynikiem 26,9 oraz 29,4 odpowiednio w
bibliotekach AIkB- i AIkB+. Warto zwréci¢ uwage, ze oba te SURNA nie zostaty
wykryte w bibliotekach z frakcji polisoméow w zadnym ze stresow abiotycznych
(Tab.28, Wyk. 21).
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W obu analizowanych warunkach stresowych (stres gltodu cukrowego i stres
hiperomotyczny), zaréwno W bibliotekach z przeprowadzong demetylacjg (AlkB+) jak i
bez niej (AlIkB-), najczgsciej identyfikowno SURNA snR70 (147-164) oraz snR30 (572—
609). Najwyzsza akumulacja obu tych sdRNA zostata zaobserwowana w bibliotekach z
warunkéw glodu cukrowego, podczas gdy w warunkach hiperosmotycznych ich
akumulacja byta nizsza (Tab. 28). Jak juz wspomniatam delecja genu snR70 prowadzi
do defektow wzrostu [191]. Podwyzszona akumulacja sdRNA70 moze by¢ zwigzana z
adaptacja polisoméw do warunkow stresowych.

Analiza ilo$ciowa wykazata, ze poziom odczytow snR30 (572-609) obnizal si¢ w
bibliotekach AlkB+. Natomiast ilos¢ odczytow snR70 (147-164) wskazywat tendencje
wzrostowa w bibliotekach z hodowli w warunkach gtodu cukrowego AlkB+, podczas
gdy w bibliotekach z hodowli w stresie hiperosmotycznym AlkB+ obserwowano jego
spadek. Jak juz wspominatam, proces metylacji jest zréznicowany w roznych
warunkach stresowych [185], dlatego obserwowane roznice w odpowiedzi na
demetylacje krotkich RNA z hodowli w rdéznych typach streséw sa obecne.
Obserwowane roznice w odpowiedzi tego samego sdRNA na proces demetylacji
wskazuje, ze jest on ztozony.

Warto zwroci¢ uwage, ze mimo niskiej ilosci odezytow snR70 (147-164) oraz snR30
(572-609) wykazywaly bardzo niski poziom asocjacji lub nie byly wykrywane w
warunkach optymalnych ( Tab. 28, Wyk. 21).

Wo\nLRNAWUIncRNA Polisomy Pohsomy+W0InLRNAWUIncRNA Polsomy Po\somy+W0InLRNAWUIncRNA Polsomy Polisomy +
AlkB AlkB AlkB
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lloéé odczytéw na milion
s e e
B [+1]) ] (=} ~ B
[=] o o o [=] [=]

N
o

o

Stresgtodu cukrowego Warunki optymalne Stres hiperosmotyczny

msnR30 (572-609) snR56 (52-88) snR70 (147-164) snR190 (89-128)

Wyk. 21 Poréwnanie akumulacji wybranych sdRNA w polisomach w bibliotekach rancRNAseq z
hodowli w warunkach optymalnych oraz obu typow stresow abiotycznych. Przedstawiono sdRNA
wykazujace istotnie statystycznie zmieniong akumulacj¢ w porownaniu do frakcji RNA niezwigzanych z
rybosomami.

Na Rysunku 54 umieszczono strukturg¢ drugorzedowa SnoRNA z zaznaczonymi
pozycjami SURNA wykazujagcymi najwyzsza asocjacj¢ do polisoméw W poréwnaniu
obu stresoOw abiotycznych do warunkow optymalnych. We wszystkich bibliotekach
zawierajacych RNA z hodowli w warunkach optymalnych (AIkB- oraz AIkB+),
najwyzsza ilos¢ odczytéw obserwowano u snR56 (52-88), pochodzacego z konca 3’
snoRNA. Natomiast w bibliotekach zawierajacych RNA z warunkow stresowych
(AlkB- oraz AIlkB+) najwigcej odczytow posiadat snR70 (147-164), réwniez
pochodzacy z konca 3’ snoRNA.
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Rys. 54 Struktury drugorzedowe snoRNA z zaznaczonymi pozycjami sdRNA wykazujacymi
najwyzsza akumulacje w polisomach w bibliotekach rancRNAseq z obu streséw abiotycznych
wzgledem warunkow optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca cigcia SNORNA.
Struktura drugorzedowa snORNA zostala wygenerowana z wykorzystaniem RNAfold WebSerwer.

Analiza 5 sdRNA o istotnych statystycznie zmianach akumulacji w obu stresach
abiotycznych wzgledem warunkow optymalnych we frakcji polisomow nie wykazata
zadnych krotkich RNA posiadajacych powyzej tysigca odczytow na milion.
Zaobserwowatam interesujgce zmiany asocjacji SARNA we frakcji polisomow. W
warunkach optymalnych dominowaty snR56 (52—88) oraz snR190 (89-128). Natomiast
w warunkach stresowych obserwowatam, ze dominujagcymi sdRNA byly snR70 (147—
164) oraz snR30 (572-609). Brak aoscjacji tych dwoch sdRNA z polisomami w
warunkach optymalnych moze wskazywaé, ze ich gltéwna funkcja zwigzana jest z
odpowiedzig na stres abiotyczny. Mozliwe, ze w warunkach stresowych te sARNA sa
rekrutowane do rybosomow, gdzie mogg wplywaé na wydajnos¢ translacji
specyficznych mRNA.

4.4.4.5.2. Podsumowanie wynikow opisujacych sdRNA oddzialujace z polisomami

We frakcji polisomow zaobserwowatam tylko jeden sdRNA posiadajacy powyzej
tysigca odczytdow na milion - SnR128 (107-127). Nalezy zwrdci¢ uwagg, iz
podwyzszona ilo$¢ odczytéw zostala zaobserwowana jedynie w warunkach stresu gtodu
cukrowego. Ilo$¢ odczytéw w bibliotekach AlkB- byta mniejsza niz AlkB+ (Tab.29).

Polisomy
rancRNA BC + K+ H+
snR128 (107-127) T J N

Tab.29 sdRNA posiadajgce najwyzszg ilo§¢ odczytow na milion w bibliotekach rancRNAseq AIkB+
we frakcji polisomow. BC+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego AlkB+ K+ —
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach
stresu hiperosmotycznego AlkB+. | oznacza odczyty ponizej tysiaca na milion, T oznacza odczyty
powyzej tysigca na milion, numery obok strzatlek odnoszg si¢ do pehlych tysigcy zaobserwowanych
odczytow(np. T oznacza ponad tysiac odczytow, a 50T oznacza ponad pigédziesiat tysiecy odczytow na
milion). — oznaczono brak odczytow.
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4.4.453. tRF o istotnych statystycznie zmianach w oddzialywaniu z polisomami
pod wplywem stresu

4.4.453.1. Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany asocjacji w polisomach w
odpowiedzi na stres glodu cukrowego

Zidentyfikowano 118 tRF pochodzacych z 29 roznych izoakceptorow tRNA w
polisomach w stresie glodu cukrowego wzgledem warunkéw optymalnych. Tabela 53
(Material dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego tRF. Na Rys. 55 umieszczono
mape cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji w polisomach wspomnianej grupy
tRF wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji Poziom asocjacji Poziom ekspresji Poziom asocjadji
(Wolne RNA) w polisomach (Wolne RNA) w polisomach

tM(CAU)O2 (56-76) 4000 AIAGCL (47-67)
tM(CAU)P (-2-36) A(AGC)L (48-80) 30000
N(GUU)K (1-25) 3000 tA(AGC)L (54-71)
tP(AGG)C (1-22) 2000 AIAGC)P (48-83) 20000
tP(AGG)C (46-75) A(UGC)G (37-54)
tP(AGG)C (49-75) 1000 tc(aeA)B (52-69) 10000
P(UGG)Q (37-71) 0  'D(GUC)G1 (58-75) 0
tP(UGG)Q (37-75) D(GUC)JI3 (10-27)
tQ(CUG)M (1-35) D(GUC)J3 (39-74)
tQ(CUGIM (38-71) D(GUC)J3 (5-23)
tQ(UUG)B (6-33) tE(CUC)D (44-73)
tQ(UUG)D2 (47-75) E(CUC)I (1-23)
tQ(UUG)D3 (1-31) E(CUC)I (1-36)
Q(UUG)D3 (23-42) LE(CUC)! (31-50)
tQ(UUG)D3 (36-71) LE(CUC)! (34-69)
Q(UUG)D3 (51-68) tE(UUC)! (35-74)

tE(UUC)M (30-71)
tE(UUC)Q (1-31)
tE(UUC)Q (51-75)

Q(UUG)H (47-75)
1QUUG)L (36-71)
R(ACG)J (52-76)

tR(ACG)L (38-71) F(GAA)P1 (1-28)
tR(CCG)L (1-26) tF(GAA)P1 (17-35)
R(CCU)J (34-51) F(GAA)P (-37--12)
R(CCU)J (38-71) tF(GAA)P1 (38-69)
R(UCU)J2 (29-51) tF(GAA)Q (46-75)
1S(AGA)L (32-72) 1G(CCC)D (31-51)
1S(AGA)L (44-65) tG(CCC)D (36-71)
tS(AGA)L (44-77) 1G(CCC)O (47-70)
1S(AGA)L (6-24) 1G(CCC)O (52-69)
tS(CGA)C (1-37) 1G(GCC)C (57-74)
S(GCU)F (41-81) 1G(GCC)D2 (57-74)
tT(AGU)NY (7-24) 1G(GCC)E (14-32)
tT(AGU)N2 (34-76) G(GCC)E (57-74)
T(AGU)N2 (35-52) G(UCC)G (30-68)

tH(GUG)E2 (38-56)
tH(GUG)E2 (42-59)
I(AAU)B (53-71)
HAAU)I (49-71)
HAAU)I (49-77)

tT(AGU)N2 (35-56)
tT(AGU)N2 (39-66)
tT(CGU)K (1-33)
T(CU)K (55-75)
tT(CGU)K (73-96)

tT(UAG)Q2 (38-74) H(AAU)I (57-77)
tT(UGU)G1 (38-55) HAAU)L2 (52-69)
tT(UGU)G2 (38-74) tAAU)L2 (57-77)
T(UGU)H (50-75) tIAAU)P2 (75-93)
tT(UGU)H (55-75) H(UAU)L (1-28)
IV(AAC)L (39-73) tK(CUUM (1-34)
V(AAC)O (1-37) tK(CUU)M (34-70)
V(AAC)O (40-57) tK(CUU)M (39-68)
V(AAC)O (40-73) tK(CUU)M (43-71)
tV(AAC)O (49-76) tK(CUU)M (47-70)
V(AAC)O (5-32) tK(UUU)G2 (1-23)
tV(CAC)H (38-72) tK(UUU)G2 (31-52)
V(CAC)H (53-70) tK(UUU)G2 (45-71)
tV(CAC)H (53-76) tK(UUU)G2 (47-68)
V(UAC)B (64-81) tK(UUU)G2 (59-76)
tV(UAC)D (64-81) tL(CAA)N (39-73)
tW(CCAM (1-29) 1L(UAA)J (49-68)
IW(CCA)M (42-68) tL(UAG)L2 (50-77)
tW(CCA)M (46-65) M(CAU)C (-2-41)
tW(UCA)Q (42-69) tM(CAU)O2 (1-23)

tY(GUA)F2 (54-71) tM(CAU)O2 (47-73)

& &

o & &
sy &
& &

-t‘é‘, &

Rys. 55 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu glodu cukrowego
w poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakeji polisoméw. Liczby przy legendzie
przedstawiaja ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajace ponad tysigc odczytow na
milion. W Tabeli 30 umieszczono wybrane tRF, poziomy ich asocjacji z polisomami
oraz wartosci p.
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K K+ BC BC+ Warto$é p
tD(GUC)J3 (39-74) 0 20092,2 0 0 0,0150
tE(CUC)I (1-36) 155109 | 134673 0 0 0,0026
tI(AAU)I1 (4977) 1222 4482 8317,6 4801,3 0,0129
tK(CUU)M (39-68) 0 1068 3816 477 4 0,0138
tK(CUU)M (43—71) | 4968,2 3004,8 4128 1314,1 0,0156
tQ(UUG)D3 (1-31) 2853 1981,4 505 4 880,3 0,0286
tR(CCU)J (38_71) 2708,9 3266,8 14274 7858 0,0334
{T(CGU)K (1-33) 534,1 1292,5 0 0 0,0364

Tab. 30 tRF wykazujace najwi¢ksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie
glodu cukrowego w polisomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby przedstawiaja ilosci
odczytow na 1 min w bibliotece. K — krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+ — krotkie
RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, BC — krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego, BC+ — krotkie RN A z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+.

W warunkach optymalnych we frakcji polisoméw najbardziej akumulowanym tRF byt
tE(CUC)I (1-36), z asocjacja 15 510,9 odczytow na milion. Powyzej tysigca odczytow
na milion posiadaty rowniez: tK(CUU)M (43-71), tQ(UUG)D3 (1-31) oraz tR(CCU)J
(38-71) (Tab. 30, Wyk. 17). Wszystkie tRF z tej grupy byly silniej akumulowane w
polisomach niz we frakcji wolnych RNA. Nie znalaztam danych literaturowych
zwigzanych z tE(CUC)I (1-36), co moze wskazywac na potencjalnie nieznang funkcje
zwigzang z prawidtowym funkcjonowaniem polisomow. W analizowanych wczes$niej
frakcjach rybosomowych, obserwowatam jedynie 3°tRF pochodzace z tRNA®MCUC.

Natomiast w bibliotekach AlkB+ z warunkow optymalnych najwyzej akumulowany byt
tD(GUC)J3 (39-74) z 20 092,2 odczytow na milion. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
wspomniany tRF nie zostal wykryty w bibliotekach AIkB-. Pozostate czgsteczki
posiadajace wiecej niz tysige odczytow na milion to: tE(CUC)I (1-36), tR(CCU)J (38—
71), tK(CUU)M (43-71), tQ(UUG)D3 (1-31), tT(CGU)K (1-33) oraz tK(CUU)M (39—
68) (Tab. 30). Po demetylacji zaobserwowatam spadek ilosci odczytow dla: tE(CUC)I
(1-36), tK(CUU)M (43-71) oraz tQ(UUG)D3 (1-31) (Wyk. 17). Interesujace, ze W
przypadku tE(CUC)I (1-36) obserwujemy spadek ilosci odczytow po demetylacji.
Natomiast w przypadku tE(CUC)D (40-74) oraz tE(CUC)D (47-74), silnie
akumulowanych we frakcji podjednostek z hodowli w stresie glodu cukrowego AlkB+
obserwowalismy znaczny wzrost ilosci odczytow (z 418,2/448,3 na 2370,2/1108,6
odczytow na milion). Sugeruje to istotng role modyfikacji w rejonie 40-74 nt w
regulacji stabilnosci tRNA®MCUC.

W warunkach gltodu cukrowego najwyzej akumulowany byt tI(AAU)I1 (49-77) z
8 317,5 odczytow na milion. Brak danych literaturowych o tI(AAU)I1 (49-77), co moze
wskazywa¢ na potencjalnie nieznang funkcj¢ zwigzang z adaptacja polisoméw do
warunkoéw stresowych. Na Rys. 5 widoczne profile polisomowe wskazywaty na
niewielka aktywno$¢ w polisomach w warunkach stresu gltodu cukrowego. Nalezy
zwroci¢ uwagg, iz tI(AAU)IL1 (49-77) posiada 7 869,4 odczytow wiecej w warunkach
stresu niz bibliotekach z hodowli w warunkach optymalnych, co moze wskazywa¢ na
jego potencjalng rolg w adaptacji rybosomow do stresu gtodu cukrowego. Tylko jeszcze
jeden tRF, tR(CCU)J (38-71) posiadat 1 427,4 odczyty na milion, pozostate czasteczki
nie przekroczyly tysigca na milion. Ten sam tRF zostal wykryty we frakcji
podjednostek rybosomowych, gdzie akumulacja powyzej tysigca na milion wystapita w
warunkach optymalnych i stresie hiperosmotycznym, a w warunkach gtodu cukrowego
nie zostal on wykryty. Moze to wskazywac¢ na istotng role tego tRF w polisomach w
warunkach stresu gtodu cukrowego.
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W bibliotekach zawierajacych krotkie RNA asocjujace z polisomami, z hodowli w
stresie glodu cukrowego AIKB+, rowniez tylko dwie czgsteczki posiadaty wiecej niz
tysigc odczytow na milion: tI(AAU)I1 (49—77) oraz tK(CUU)M (43-71) z odpowiednio
4 801,3 oraz 1 314 odczytow na milion. Obie byly silniej akumulowane w polisomach
niz w wolnych RNA (Wyk. 17). W przypadku wspomnianych tRF najsilniej
akumulowanych w bibliotekach z hodowli w stresie glodu cukrowego AlkB-
obserwujemy spadek ilosci odczytow w bibliotekach zawierajacych RNA poddane
demetylacji, jednak w dla: tK(CUU)M (39-68), tK(CUU)M (43-71) oraz tQ(UUG)D3
(1-31) obserwujemy wzrost ilo$ci odczytow w bibliotekach AlkB+ (Tab. 30, Wyk. 17).

400000
350000
300000
250000

200000

llogé odczytd na milion

150000

100000

50000 I
0,0 II II I- Il I [ | [ | =

Wolne RNA Wolne RNA + Polise my Polsemy +AlkB  Wolne RNA Wolne RNA + Poliso my Polisomy +AlkB
AlkB AlkB
Warunki optymalne Stresglodu cukrowego
WtD(GUC)I3 (39-74) m tE(CUC)! (1-36) tI{AAU)IL (48-77) m tK(CUU)M (39-68)

tK(CUU)M (43-71) m tQ(UUG)D3 (1-31) m tR(CCU)) (38-71) mtT(CGU)K (1-33)

Wyk. 17 Porownanie akumulacji wybranych tRF w polisomach z bibliotek rancRNAseq z hodowli w
warunkach optymalnych i stresie glodu cukrowego. Przedstawiono sdRNA wykazujace istotnie
statystycznie zmieniong akumulacje w porownaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 56 umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami
tRF wykazujacych najwyzszg asocjacje z frakcja polisoméw W pordwnaniu Stresu gtodu
cukrowego do warunkéw optymalnych. W warunkach optymalnych AIKB- najcze¢sciej
obserowanym tRF byt tE(CUC)I (1-36), nalezacy do klasy 5’potéwek. Natomiast w
bibliotekach AlkB+ najwigcej odzytow obserwowano u tD(GUC)J3 (39-74), ktory
nalezy do klasy 3’ potowek. Natomiast w obu typach bibliotek z hodowli w stresie
glodu cukrowego (AlkB- oraz AlkB+), najwyzsza akumulacj¢ posiadat tI(AAU)IL (49—
77), nalezacy do klasy tRF-3b.
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Rys. 56 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacje w polisomach w bibliotekach rancRNAseq ze stresu glodu cukrowego wzgledem
warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca ciecia tRNA. Zrodlo struktury
tRNA: yeastgenome.org.

Analiza tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu gtodu cukrowego
wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji polisoméw wykazata 8 tRF
posiadajacych odczyty powyzej tysigca na milion. W warunkach optymalnych
najwyzsza akumulacje obserwowano u tE(CUC)I (1-36). Natomiast w bibliotekach
AlkB+ dominowatl tD(GUC)J3 (39-74), ktérego nie zaobserwowatam w bibliotekach
bez demetylacji RNA. W obu typach bibliotek z hodowli w warunkach osmotycznych
najwyzsze akumulacje wykazywaty tI(AAU)I1 (49-77) oraz tK(CUU)M (43-71),
jednak ich ilo$¢ odczytow w bibliotekach AlkB+ bylta nizsza niz przed demetylacja. Co
ponownie wskazuje na silng rolg metylacji w regulacji stabilnosci tRF. Nalezy zwrécié
uwage, iz tI(AAU)I1 (49-77) byt silniej akumulowany w warunkach stresowych niz w
hodowli z warunkow optymalnych, co moze wskazywa¢ na jego potencjalng rolg w
adaptacji rybosomow do stresu gtodu cukrowego.

4.4.45.3.2. Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany asocjacji z polisomami tylko
w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny

Zidentyfikowano 120 tRF pochodzacych z 38 roznych izoakceptorow tRNA w
polisomach w stresie hiperosmotycznym wzgledem warunkow optymalnych. Tabela 54
(Materiat dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego tRF. Na Rys. 57 umieszczono
mape cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji w polisomach wspomnianej grupy
tRF wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji Poziom asocjacji Poziom ekspresji Poziom asocjacji
(Wolne RNA) w polisomach (Wolne RNA) w polisomach

tL(UAA)J (1-25) 60000 'AIAGCIL (39-64)

80000

tL(UAA)J (50-81) A(AGC)L (45-62)
tL(UAA)J (56-74) 40000 tAAGCIMI (43-71) 60000
tL(UAA)J (56-79) tA(UGC)G (31-72)
tL(UAA)J (64-81) tA(UGC)G (37-71) 40000
tL(UAG)L2 (38-57) 20000 tA(UGC)G (39-65) 20000
tL(UAG)L2 (42-81) tA(UGC)G (41-72)
tM(CAU)Q2 (45-63) 0 tA(UGC)G (43-65) 0
tN(GUU)K (40-72) tA(UGC)G (50-67)
tN(GUU)O2 (46-73) tA(UGC)G (53-71)
IN(GUU)Q (1-21) tC(GCA)B (8-33)
tP(AGG)C (10-34) C(GCA)P2 (1-30)

tP(AGG)C (17-35)

tP(AGG)C (3-28)
tP(AGG)C (37-70)
tP(AGG)N (37-70)
tP(AGG)N (41-73)
tP(UGG)A (37-75)

tD(GUC)2 (-35--17)
tD(GUC)J3 (3-33)
tD(GUC)J3 (41-62)
tD(GUC)J3 (-45--12)
tD(GUC)J3 (8-34)
tD(GUC)N (9-35)

tP(UGG)Q (50-70) LE(CUC)! (39-71)
Q(UUG)B (1-30) tE(CUC)! (46-69)
tQ(UUG)B (40-71) tE(UUC)I (1-23)
tQ(UUG)D3 (15-36) LtE(UUC)! (38-57)
tQ(UUG)D3 (44-75) LtE(UUC)! (42-62)
tQ(UUG)D3 (47-71) tE(UUC)! (52-70)
tQ(UUG)Q (38-58) tE(UUC)L (58-75)
tR(ACG)L (48-74) tE(UUC)M (42-71)
tR(CCGL (1-30) tF(GAA)Q (47-71)
tR(CCGIL (42-62) tG(CCC)D (3-30)
R(CCU)J (46-69) tG(CCC)D (47-72)
1S(AGA)D1 (39-81) tG(GCC)D2 (38-68)
tS(AGA)D1 (49-79) tG(GCC)E (30-70)
S(AGA)L (30-47) tG(GCC)E (35-68)
tS(AGA)L (39-81) tG(GCC)E (38-70)

tS(AGA)L (44-81)
tS(AGA)L (49-81)
tS(AGA)L (59-83)

tS(GCU)F (1-24)

tS(UGA)I (1-18)
S(UGA)I (44-65)
S(UGA)I (49-79)
tS(UGA)I (54-81)

tG(GCC)E (41-61)
G(GCC)E (41-70)
tG(UCC)G (1-31)
G(UCC)G (3-28)
G(UCC)G (41-67)
tG(UCC)G (41-71)
1G(UCC)O (41-74)
tH(GUG)E2 (42-62)

tT(AGU)N2 (39-72) tH(GUG)E2 (42-65)
tT(AGU)N2 (52-69) tH(GUG)E2 (46-65)
tT(CGU)K (1-30) tH(GUG)E2 (51-68)
tT(CGU)K (34-75) tH(GUG)M (-1-36)
tT(UAG)Q2 (45-62) tH(GUG)Q (52-71)
tT(UGU)G1 (3-24) tI(AAU)L1 (40-69)
tT(UGU)G1 (38-65) tI(AAU)L2 (11-32)
tT(UGU)G1 (38-70) tI(AAU)L2 (40-73)

tT(UGU)G1 (43-70)
tV(AAC)G3 (45-77)
V(AAC)O (1-27)

tI(UAU)L (1-25)
K(CUU)M (38-76)
tK(UUU)G2 (41-76)

tV(AAC)O (1-32) L(CAA)K (45-84)
tV(AAC)O (10-35) L(CAAK (61-84)
tV(AAC)O (48-76) tL(CAA)N (1-25)

tV(CAC)H (1-29) tL(CAAIN (39-57)
tV(UAG)D (38-73) tL(CAA)N (7-25)
tV(UAC)D (39-77) tL(GAG)G (59-85)

tY(GUA)F2 (54-78) tL(GAG)G (65-85)

tY(GUA)Q (42-84) tL(UAA)J (1-22)

x
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Rys. 57 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu
hiperosmotycznego w poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakcji polisoméw. Liczby przy
legendzie przedstawiaja ilosci odczytow na 1 mln w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajace ponad tysigc odczytow na
milion. W Tabeli 31 umieszczono wybrane sdRNA, poziomy ich asocjacji z frakcja
polisomow oraz wartosci p.
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K K+ H H+ Warto$¢ p
tA(AGC)M1 (43-71) 12963,7 | 0 1394,4 0 0,0461
tA(UGC)G (37-71) 2364,7 1608,7 426,2 210,2 0,0183
tC(GCA)P2 (1-30) 3847,8 1780,5 0 665,5 0,0433
tD(GUC)J3 (3-33) 437131 | 271278 | O 2437,4 0,0295
tD(GUC)J3 (41-62) 9737,4 6307,4 554,3 9711 0,0002
tD(GUC)J3 (-45--12) | 1008,1 478,4 166,5 74,2 0,0297
tE(CUC)I (39-71) 17949 1548,6 664,1 4212 0,0332
tE(UUC)M (42-71) 1974,0 647,0 2928 1854 0,0428
tG(CCC)D (3-30) 2485,2 1736,2 855,0 310,6 0,0457
tG(GCC)D2 (38-68) 4774,6 3887,8 0 1245,6 0,0003
tG(GCC)E (30-70) 1842,7 1455,7 313,7 580,4 0,0187
tG(GCC)E (35-68) 3868,8 2490,1 0 858,9 0,0002
tG(GCC)E (38-70) 4615,2 3660,3 0 1107,2 0,0003
tG(GCC)E (41-70) 3855,4 3349,9 4811 780,8 0,0077
tG(UCC)G (1-31) 1333,5 0 160,4 99,7 0,0163
tG(UCC)G (3-28) 3378,1 2217,1 420,9 187,2 0,0059
tG(UCC)G (41-71) 1951,1 1663,8 257,1 315,0 0,0023
tH(GUG)E2 (42-65) 1040,3 660,4 471 1141 0,0030
tH(GUG)M (-1-36) 0 0 57406,0 45408,8 | 0,0106
tI(AAU)L2 (40-73) 2634,2 1587,6 3225 2189 0,0174
tK(CUU)M (39-76) 3820,2 6547,0 2291,2 6190,4 0,0474
tL(CAA)K (45-84) 0 0 9744 1032,9 0,0004
tL(UAA)J (50-81) 15473 1577,2 202,2 296,9 0,0157
tL(UAG)L2 (42-81) 1009,6 587,0 2153 104,9 0,0159
tQ(UUG)B (1-30) 5901,7 42051 0 545,2 0,0005
tS(AGA)D1 (39-81) 8191,1 2578,7 847,1 378,2 0,0185
tS(AGA)D1 (49-79) 37479 28774 699,8 888,8 0,0376
tS(AGA)L (39-81) 8191,1 2578,7 847,1 393,2 0,0080
tS(AGA)L (44-81) 32191 1490,9 1023,2 610,7 0,0497
tS(AGA)L (49-81) 37478 4429,6 699,8 1162,7 0,0399
tS(UGA)I (1-18) 13334 589,3 67045,0 13007,0 | 0,0440
tT(CGU)K (1-30) 2434,2 1649,9 650,2 4457 0,0170
tV(AAC)O (1-32) 1084,2 1301,2 0 208,1 0,0002

Tab.31 tRF wykazujace najwi¢ksza akumulacje¢ w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
warunkach stresu hiperosmotycznego w polisomach w stosunku do warunkéw optymalnych. Liczby
przedstawiaja ilosci odczytow na 1 min w bibliotece. K — krotkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych, K+— krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H — krotkie RNA z
hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego AlkB+.

Najwyzszy poziom akumulacji w warunkach optymalnych zaobserwowano dla
tD(GUC)J3 (3-33) oraz tA(AGC)M1 (43-71) z odpowiednio 43 713,1 i 12 963,7
odczytow na milion. Interesujace, jest ze ten sam tRF we frakcji podjednostek
rybosomowych, nie zostal wykryty w warunkach optymalnych. Zaobserwowana
akumulacja wystapita w bibliotekach z hodowli w stresie hiperosmotycznym. Natomiast
tutaj nie zaobserwowano zadnych odczytéw w stresie hiperosmotycznym. Wigcej niz
tysigc odczytow na milion wykryto u jeszcze 29 innych czgsteczek tRF (Tab.31). Mimo
wysokiej akumulacji w polisomach u: tD(GUC)J3 (3-33), tQ(UUG)B (1-30),
tS(AGA)D1 (49-79), tS(AGA)L (49-81) oraz tV(AAC)O (1-32) porownanie z frakcja
RNA niezwigzanych z rybosomami wykazuje, ze w tej frakcji wystepuja jeszcze
intensywniej (Rys. 57, Wyk. 18).

W bibliotekach zawierajacych RNA poddane demetylacji z hodowli w warunkach
optymalnych, najsilniej akumulowane byty tD(GUC)J3 (3-33) oraz tK(CUU)M (39-76)
z odpowiednio 27 127,7 i 6 547 odczytow na milion. Jeszcze 22 inne tRF posiadaty
wigcej niz tysigc odczytow na milion (Tab. 31). Chciatabym zwréci¢ uwage na
tD(GUC)J3 (3-33), ktory wykazuje spadek ilosci odczytow w warunkach optymalnych
AlkB+oraz wzrost ilosci odczytow w bibliotekach ze stresu hiperomotycznego. Jednak
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w bibliotekach z frakcji podjednostek demetylacja nie wplyngta na wykrycie tej
czasteczki w bibliotekach AlkB+. Tylko 4 tRF posiadaty wigcej odczytéw niz przed
demetylacja: tK(CUU)M (39-76), tS(AGA)L (49-81), tL(UAA)J (50-81), tV(AAC)O
(1-32).Taka zmnienno$¢ asocjacji moze oznaczac potencjalng role metylacji w regulacji
stabilnosci tRF. Lacznie 24 tRF posiadaly w tej bibliotece akumulacje na poziomie
ponad tysigc na milion.

W warunkach osmotycznych najwyzszg akumulacje posiadaty tS(UGA)I (1-18) oraz
tH(GUG)M (-1-36), z odpowiednio 67 044,9 i 57 406 odczytami na milion. Badanie z
1994 roku wskazywalo, ze tRNAS"UGA jest najmniej obfitym izoakceptorem seryny u
drozdzy [187]. W naszych badaniach widzimy, ze tRF pochodzacy z tego izoakcetora w
warunkach hiperosmotycznych jest silnie akumulowany we frakcji polisoméw. Jeszcze
trzy tRF posiadaly wiecej niz tysigc odczytow na milion: tK(CUU)M (39-76),
tA(AGC)ML1 (43-71) oraz tS(AGA)L (44-81) (Tab. 31). Jednak tylko dwa najsilniej
akumulowane tRF posiadaja wigcej odczytdow w stresie hiperosmotycznym niz w
warunkach optymalnych.

W bibliotekach z frakcji polisomoéw zawierajacych RNA z hodowli w stresie
hiperosmotycznym (AlkB+), wigcej niz tysigc odczytow obserwowano dla 8 tRF.
Mimo, ze tH(GUG)M (-1-36) i tS(UGA)I (1-18) byly najsilniej asocjujagcymi tRF w
tych bibliotekach (45 408,8 i 13 007 odczytow na milion) to ich asocjacja z polisomami
w bibliotekach AIKB- byla jeszcze wicksza. Pozostate tRF z tej najsilniej asocjujacej
grupy wykazaly wzrost akumulacji po demetylacji RNA: tK(CUU)M (39-76),
tD(GUC)J3 (3-33), tG(GCC)D2 (38-68), tS(AGA)L (49-81), tG(GCC)E (38-70) oraz
tL(CAA)K (45-84) (Tab. 31). Obserwowany spadek ilosci odczytow tRF moze
ponownie wskazuje na silng role demetylacji w regulacji stabilnosci tRNA.
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Wolne RNA Wolne RNA Pdlisomy Palisomy + Wolne RNA Wolne RNA  Polisomy Polisomy +
+ AlkB AlkB + AlkB AlkB

Warunki optymalne Stres hiperosmotyczny
NtA(AGC)M1 (43-71) WtD(GUC)3 (3-33) MtH(GUG)M (-1-36) MtK(CUU)M (39-76) MtS(UGA)! (1-18)
Wyk.18 Poréwnanie akumulacji wybranych tRF w polisomach z bibliotek rancRNAseq z hodowli

w warunkach optymalnych i stresie hiperosmotycznym. Przedstawiono tRF wykazujace istotnie
statystycznie zmieniong akumulacje w porownaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 58 umieszczono umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z
zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujagcych najwyzsza asocjacje z polisomami w
poréwnaniu stresu hiperosmotycznego do warunkow optymalnych. Najwigkszg ilos¢
odczytow w warunkach optymalnych AIkB- obserwowano dla tD(GUC)J3 (3-33),
nalezacy do klasy 5’ potowek. Natomiast w bibliotekach AlkB+ najwyzsza ilos¢
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odzczytow wykryto dla tS(UGA)l (1-18), tRF-5a. Z kolei, w bibliotekach
zawierajacych hodowli w stresie osmotycznym AIkB- najczesciej obserwowano
tS(UGA)I (1-18), a w bibliotekach AlkB+ tH(GUG)M (-1-36), klasa 5’ potowek.

Rys. 58 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacj¢ w polisomach w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w stresie hiperosmotycznym
wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca cigcia tRNA. Zrodto
struktury tRNA: yeastgenome.org.

Analiza tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach stresu hiperosmotycznego
wzgledem warunkéw optymalnych we frakcji polisoméw wykazata 33 tRF posiadajace
odczyty powyzej tysigca na milion. W warunkach optymalnych najwyzszg akumulacje
obserwowano dla tD(GUC)J3 (3—33). Biblioteki AlkB+ wskazywaty na spadek iloSci
odczytéw tego tRF. To wskazuje na silng rol¢ metylacji w regulacji jego stabilnosci. W
obu typach bibliotek z hodowli w warunkach hiperosmotycznych najwyzsze akumulacje
wykazywaty tS(UGA)I (1-18) oraz tH(GUG)M (-1-36), jednak ich ilo$¢ odczytow w
bibliotekach AlkB+ byla nizsza niz przed demetylacja. Nalezy zwroci¢ uwagg, iz
tS(UGA)I (1-18) oraz tH(GUG)M (-1-36) byty silniej akumulowane w warunkach
stresowych niz w hodowli z warunkéw optymalnych, co sugeruje ich potencjalng role w
adaptacji rybosomow do stresu hiperosmotycznego.

4.4.45.3.3. Wybrane tRF wykazujace istotne zmiany asocjacji z polisomami w
odpowiedzi na oba typy stresow

Zidentyfikowano 111 tRF pochodzace z 35 r6znych izoakceptorow tRNA w polisomach
w obu typach stresow wzgledem warunkow optymalnych. Tabela 55 (Materiat
dodatkowy) przedstawia wartosci p dla kazdego tRF. Na Rys. 59 umieszczono mape¢
cieplng z poréwnaniem poziomu akumulacji w polisomach wspomnianej grupy tRF
wzgledem frakcji wolnych RNA.
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Poziom ekspresji Poziom asocjacji Poziom ekspresji Poziom asocjacji
(Wolne RNA) w polisomach (Wolne RNA) w polisomach

tA(AGC)K1 (59-76)
tA(AGC)K2 (59-76)

tL(UAA)J (44-80)
60000 tL(UAA)J (49-74)

40000

tA(AGC)L (38-76) tL(UAA)J (56-83) 30000
tA(AGC)L (39-71) 40000 tL(UAA)J (64-87) 20000
tA(AGC)L (59-76) tL(UAA) (7-25)

tA(UGC)G (30-52) 20000 o (yac)L2 (33-81) 10000
TA(UGC)G (30-69) M(CAU)D (74-93)

tA(UGC)G (34-76) 0 tM(CAU)O2 (30-52) 0
tA(UGC)G (47-65) IN(GUU)K (33-53)

tA(UGC)G (47-76) IN(GUU)K (44-73)

TA(UGC)Q (44-72)
1C(GCA)B (29-51)
tC(GCA)B (33-51)
D(GUC)G1 (39-75)

tN(GUU)P (49-74)
tP(AGG)C (52-75)
1Q(UUG)B (36-T1)
1Q(UUG)B (40-65)

D(GUC)J3 (30-50) tQ(UUG)D3 (40-62)
D{GUC)J3 (30-68) tQ(UUG)E2 (38-T1)
tD(GUC)J3 (32-74) tQ(UUG)L (42-75)
D(GUC)J3 (39-70) tR(ACG)E (45-71)
tD(GUCN3 (43-71) tR(ACG)J (38-T1)

tD(GUC)J3 (-49- -32) tR(ACG)L (31-52)

tE(CUC)D (33-74) tR(ACG)L (42-71)
E(CUC)! (30-71) tR(CCG)L (42-71)
tE(CUC)I (51-71) tR(CCG)L (47-68)

tE(UUC)B (52-75) tR(CCU)J (46-75)
tE(UUC)! (30-50) tR(UCU)JZ (29-T1)
tE(UUC)I (35-52) tR(UCU)J2 (8-32)

E(UUC)I (44-71)
tE(UUC)L (52-75)
1G(CCC)D (39-71)
1G(CCC)D (52-69)

IS(AGA)D1 (44-79)
tS(AGA)D1 (53-85)
S(AGAIL (1-24)

S(AGAIL (1-30)

tG(CCC)O (43-71) SIAGAIL (3061
1G(GCC)D2 (35-70) SAGAIL (45.72)
G(GCC)E (1-27) SIAGAIL (5451
1G(GCC)G1 (35-70) SUORP (53-84

{G(GCC)G1 (38-70)
G(GCC)G1 (41-70)
tG(UCC)G (31-51)
tG(UCC)G (37-69)
1G(UCC)O (52-74)

T(AGU)N2 (43-76)
tT(UGU)G1 (46-72)
tT(UGU)G2 (46-70)

T(UGU)H (38-70)

tH(GUG)Q (43-75) tV(AAC)G3 (52-77)
1I(AAU)L2 (30-53) V(AAC)L (42-73)
I(AAU)L2 (49-73) tV(AAC)L (54-76)
tI(UAU)L (29-52) tV(AAC)O (32-53)
tK(CUU)M (30-51) tV(AAC)O (39-69)
V(AAC)O (40-65)

tK(CUU)M (30-70)
tK(CUU)M (34-52) tV(UAC)D (31-53)
tK(CUU)M (39-71) tV(UAC)D (48-81)
tL(CAA)N (31-48) tW(CCA)M (28-50)

tW(CCA)M (29-66)
tW(CCA)M (37-71)
tW(CCA)M (52-69)

L(CAAN (42-73)
L(CAA)N (42-81)
L(CAA)N (58-76)

L(CAA)N (62-80) W(CCAIM (5-29)
1L(GAG)G (39-81) W(UCA)Q (42-74)
1L(GAG)G (43-81) X(XXX)L (60-83)

tY(GUA)F2 (34-53)
tY(GUA)F2 (47-73)

L(UAA)D (64-86)
tL(UAA) (39-81)
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Rys. 59 Mapa cieplna tRF o istotnych statystycznie zmianach w warunkach glodu cukrowego oraz
hiperosmotycznych w poréwnaniu do warunkéw optymalnych we frakcji polisomow. Liczby przy
legendzie przedstawiaja ilosci odczytow na 1 min w bibliotece.

Do dalszej analizy zdecydowano si¢ wybra¢ tRF posiadajace ponad tysiac odczytow na
milion. W Tabeli 32 umieszczono wybrane tRF, poziomy ich asocjacji z frakcja
polisomdéw oraz wartosci p.
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Wartos¢ | BC BC+ K K+ H H+ Warto$¢
p* p**

tA(AGC)L (39-71) 0,0063 8170,2 6045,9 | 249045 | 12916,8 | 33815 2855,2 0,0011

tA(UGC)G (34-76) 0,0167 910,6 826,6 275,9 701,22 480,2 1614,1 0,0098

tA(UGC)G (47-76) 0,0031 0 0 0 3003,5 0 6829,2 0,0045

tD(GUC)G1 (39-75) 0,0009 2929,3 3600,8 | 23051,2 | 243778 | 61695 18324 0,0124

tD(GUC)J3 (39-70) 0,0005 | 17078,2 | 16840,7 | 77938,3 | 45829,9 | 83151 8576,1 0,0002

tD(GUC)J3 (43-71) 0,0007 | 16839,2 | 171755 | 75584,2 | 45394 | 104111 | 7962,2 0,0004

tE(UUC)B (52-75) 0,0289 2005,5 2280,9 348,8 7119 2062,9 1615,6 0,0149
tE(UUC)I (44-71) 0,0191 3607,6 40054 | 21993,3 | 10037,8 | 54357 1641,5 0,0331
tE(UUC)L (52-75) 0,0290 2012,1 2283,7 350,9 714 2071,6 1621,2 0,0150

tG(GCC)D2 (35-70) 0,0090 2203,8 2055,7 5486,9 7150,5 1755,2 3712,5 0,0118

tG(GCC)G1 (35-70) 0,0365 1796,7 1714,9 3868,4 2720,8 805,3 1734,3 0,0099

t1G(GCC)G1 (38-70) | 0,0003 0 11416 | 46162 | 36611 | 726,8 | 14357 | 0,0294
tG(GCC)G1 (41-70) | 00123 | 1279 | 17674 | 38554 | 33500 | 4828 | 7326 | 0,0012
tG(UCC)O (52-74) 0,0326 0 0 165,6 934 0 11906 | 0,0430
tK(CUU)M (39-71) 00237 | 8927 | 12623 | 5999,9 | 23037 746 456 0,0140
tL(CAA)N (42-81) 00417 | 18704 | 18256 | 9057,2 | 34512 0 11717 | 0,0002
tL(UAA)J (56-83) 0,0056 | 9069 | 1197,2 | 5676,2 | 51295 | 6153 | 5548 | 0,0045
tR(CCG)L (42_71) 0,0269 0 3706 | 17468 | 5414 | 4183 1895 | 0,0068
tR(CCU)J (46-75) 0,0002 | 4997,1 | 32557 0 881,2 | 6667 | 12952 | 0,0006
tS(AGA)D1 (44-79) | 00223 | 3599 | 12045 | 32191 | 14909 | 2214 | 1028 | 0,0013
tS(AGA)D1 (53-85) | 0,0206 0 0 9700,2 0 0 462942 | 0,0243
tS(AGA)L (1_24) 00133 | 2862 6002 | 15245 | 10587 197 97,6 | 0,0028
tS(AGA)L (54-81) 0,0279 | 93982 | 7011,8 | 32859,9 | 15340 | 4083,1 | 2684,2 | 0,0110
tY(GUA)F2 (47-73) | 0,0012 0 536,3 1073 9246 0 2051 | 0,0006

Tab. 32 tRF wykazujace najwigksza akumulacje w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w obydwu
typach streséw abiotycznych w polisomach w stosunku do warunkow optymalnych. Liczby
przedstawiaja iloSci odczytow na 1 min w bibliotece. BC — krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego, BC+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego AlkB+, K —
krotkie RNA z hodowli w warunkach optymalnych, K+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach
optymalnych AlkB+, H — krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego, H+— krotkie
RNA z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego AlkB+. Warto$¢ p*— poréwnanie hodowli w
warunkach stresu glodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i
AIKB-). Warto$¢ p**— pordéwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z
hodowlg w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-).

Najwyzszy poziom akumulacji w warunkach optymalnych osiggnggnety tD(GUC)J3
(39-70) oraz tD(GUC)J3 (43-71) z odpowiednio 77 938,2 i 75584,2 odczytami na
milion. Lacznie 18 tRF posiada akumulacje wyzsza niz tysiac na milion. tD(GUC)J3
(39-70) oraz tD(GUC)J3 (43-71) posiadaja bardzo wysoka ilos¢ odczytow, co sugeruje
ich istotno$¢ dla prawidtowego funkcjonowania polisoméw w warunkach optymalnych.
Mimo, ze ich akumulacja w pozostalych warunkach hodowli réwniez przekracza tysigc
odczytow na milion (>17 tys. i >8 tys. odczytow na milion), to jest znacznie nizsza niz
w przypadku warunkéw optymalnych.

Po demetylacji akumulacj¢ wyzsza niz tysigc odczytow na milion posiadato 16 tRF
(Tab.32). Najwiecej odczytow posiadaty te same tRF, co w bibliotekach AlIkB-, jednak
ich ilo$¢ odczytoéw zmniejszyta sie (odpowiednio 45 829,9 oraz 45 394 odczyty na
milion, Wyk.19). Nalezy zwroci¢c uwagg, ze w bibliotekach AlkB+ wykrylisSmy
tA(UGC)G (47-76), ktory we frakcji polisoméw byt obecny tylko w bibliotekach
AlkB+. Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze tylko 7 tRF posiada wyzszg akumulacje w
bibliotekach AlkB+: tD(GUC)G1 (39-75), tG(GCC)D2 (35-70), tA(UGC)G (47-76),
tR(CCU)J (46-75), tE(UUC)L (52-75), tE(UUC)B (52-75), tA(UGC)G (34-76).
Wspomniane wyniki kolejny raz sugeruja potencjalng role bialek AlkB nie tylko w
usuwaniu demetylacji i zwigkszaniu stabilno$ci tRNA, ale wskazujg na istotno$é
metylacji w regulacji z stabilnosci tRNA.
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W warunkach gltodu cukrowego réwniez tD(GUC)J3 (39-70) oraz tD(GUC)J3 (43-71)
wykazywaly najwyzsza akumulacj¢, ale na nizszym poziomie niz w bibliotekach z
hodowli w warunkach optymalnych — 17 079,2 i 16 839,2 odczytow na milion (spadek
odpowienio o 60860,1 i 58 745 odczytow na milion w poréwnaniu z warunkami
optymalnymi). Wysoka akumulacje wykryto tu u 13 czasteczek tRF (Tab. 32). Z tej
grupy tylko u tR(CCU)J (46-75), tE(UUC)L (52-75) oraz tE(UUC)B (52-75)
akumulacja byla wyzsza niz w warunkach optymalnych. W dostepnej literaturze, nie
odnalaztam danych dotyczacych tych tRF i ich potencjalnej funkcji w polisomach. To
moze wskazywaé na potencjalnie nieznang wczesniej role w adaptcji do warunkéw
stresu gtodu cukrowego, gdzie — jak obserwowalam w niniejszej rozprawie doktorskiej-
aktywnos¢ rybosomowa jest niewielka (Rys.5).

Po demetylacji w tych warunkach najwigksza akumulacj¢ z frakcja polisomow
osiagnaty ponownie tD(GUC)J3 (43-71) i tD(GUC)J3 (39-70) z odpowiednio 17 175,5
oraz 16 840,7 odczytéw na milion. Az 17 tRF posiada wysoki poziom akumulacji, ale
tylko 7 z nich posiada wyzszg akumulacje po demetylacji: tD(GUC)J3 (39-70),
tS(AGA)L (54-81), tA(AGC)L (39-71), tR(CCU)J (46-75), tG(GCC)D2 (35-70),
tL(CAA)N (42-81) oraz tG(GCC)G1 (35-70). Kolejny raz,widzimy tu jak silng rolg ma
metylacja na regulacje stabilnosci tRNA.

W stresie hiperosmotycznym najwyzsza akumulacje wykryto rowniez u tD(GUC)J3
(43-71) oraz tD(GUC)J3 (39-70) z odpowiednio 10 411,1 oraz 8 315,1 odczytow na
milion. Poza nimi, jeszcze 8 czasteczek posiada wysokg akumulacje w polisomach
(Tab.32). Tylko tE(UUC)L (52-75) oraz tE(UUC)B (52-75) z tej grupy posiadaja
wyzszg akumulacje w stresie niz w warunkach optymalnych, 2 071,6 oraz 2 062,9
odczytoéw na milion. Te same tRF sa rowniez silnie akumulowane w bibliotekach ze
stresu glodu cukrowego, ich poziomy akumulacji sg do$¢ zblizone w obu warunkach
stresowych (Wyk.19).

Natomiast po demetylacji w tych warunkach dominowaty rowniez tD(GUC)J3 (43-71)
I tD(GUC)J3 (39-70) z 17 007,3 oraz 16 959,4 odczytami na milion. Z grupy najsilniej
akumulowanych czasteczek: tA(UGC)G (47-76), tG(UCC)O (52-74), tL(CAA)N (42—
81) oraz tS(AGA)D1 (53-85) nie zostaly wykryte w bibliotekach AlkB-. Tylko dwa tRF
posiadajg nizszg akumulacje w bibliotekach AlkB+: tD(GUC)G1 (39-75), tE(UUC)I
(44-T71).
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Wyk. 19 Poréwnanie akumulacji wybranych tRF w polisomach z bibliotek rancRNAseq z hodowli
w warunkach optymalnych oraz obu typach streséw abiotycznych. Przedstawiono tRF wykazujace
istotnie statystycznie zmieniong akumulacj¢ w poréwnaniu do frakcji RNA niezwigzanych z rybosomami.

Na Rysunku 60 umieszczono umieszczono struktury drugorzedowe tRNA z
zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacych najwyzszg asocjacj¢ do frakcji polisomow
W poroéwnaniu obu stresow abiotycznych do warunkéw optymalnych. W obu typach
bibliotek z warunkéw optymalnych (AIKB- oraz AIkB+) najwigkszg ilo$¢ odczytow
posiadat tD(GUC)J3 (39-70), nalezacy do klasy 3’potowek. W stresie glodu cukrowego
AlkB- najwyzsza asocjacje wykryto u tego samego tRF. Natomiast w bibliotekach
AlkB+ z hodowli w stresie hiperosmotycznym oraz w stresie glodu cukrowego
obserwowano najwiecej odczytow tD(GUC)J3 (43-71).
Z

—

—

~

tD(GUC)J3 (39-70)

—

Rys. 60 Struktury drugorzedowe tRNA z zaznaczonymi pozycjami tRF wykazujacymi najwyzsza
akumulacje w polisomach w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w obu typach stresow
abiotycznych wzgledem warunkéw optymalnych. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca cigcia
tRNA. Zrodto struktury tRNA: yeastgenome.org.

Analiza tRF o istotnych statystycznie zmianach w obydwu typach stresow abiotycznych
wzgledem warunkéw optymalnych, we frakcji polisomow wykazata 24 tRF posiadajace
odczyty powyzej tysigca na milion. Z tej grupy, w kazdej analizowanej bibliotece
najwyzsza akumulacje obserwowano przemiennie u tD(GUC)J3 (39-70) oraz
tD(GUC)J3 (43-71). Nalezy zwrdci¢ uwage, iz ich akumulacja byla najwyzsza w
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warunkach optymalnych i malata w obydwu analizowanych stresach abiotycznych.
Otrzymane wyniki, pokazuja, ze warunki stresowe wplywajg na zmiang¢ ogdlnej puli
tRF w komorce. Odkrylam rowniez trzy tRF silniej akumulowane w warunkach
stresowych niz w optymalnych: tR(CCU)J (46-75), tE(UUC)L (52-75) oraz tE(UUC)B
(52-75). Ich poziomy akumulacji byty zblizone w obu warunkach stresowych, co
sugeruje ich udziat w adaptacji rybosomow do badanych stresow abiotycznych.

4.4.4.5.4. Podsumowanie wynikow opisujacych tRF oddzialujace z polisomami

Lacznie w trzech powyzszych porownaniach 63 tRF posiadaly powyzej tysigca
odczytow, we frakcji polisoméw (Tab. 33). Az 18 tRF z tej grupy posiadato powyzej
tysigca tylko w bibliotekach z warunkéw optymalnych: tK(CUU)M (43-71),
tQ(UUG)D3 (1-31), tA(UGC)G (37-71), tC(GCA)P2 (1-30), tD(GUC)J3 (-45- -12),
tE(CUC)I (39-71), tG(GCC)D2 (38-68), tG(UCC)G (1-31), tI(AAU)L2 (40-73),
tL(UAA)J (50-81), tV(AAC)O (1-32), tG(GCC)G1 (38-70), tK(CUU)M (39-71),
tL(UAA)J (56-83), tR(CCG)L (42-71), tS(AGA)D1 (44-79), tS(AGA)D1 (53-85),
tS(AGA)L (1-24). Tylko dwie czasteczki tRF posiadaty podwyzszong ilos¢ odczytow
tylko w bibliotekach ze stresu gltodu cukrowego: tI(AAU)IL (49-77), tR(CCU)J (46—
75). W bibliotekach ze stresu hiperosmotycznego, tylko jedna czasteczka posiadata
powyzej tysigca odczytow: tH(GUG)M (-1-36). Jednak nalezy tutaj zwrdci¢é uwage
rowniez na tS(UGA)I (1-18), ktéry w warunkach optymalnych oraz stresie glodu
cukrowego posiadal powyzej jednego tysigca odczytow, ale w bibliotekach ze stresu
hiperosmotycznego zaobserwowalam powyzej 67 tysiecy odczytdow na milion.
Podwyzszong ilo$¢ odczytow tylko w bibliotekach ze stresow abiotycznych posiadaty
dwa tRF: tE(UUC)B (52-75), tE(UUC)L (52-75).

Polisomy

rancRNA BC K H
tE(CUC)I (1-36) — 15T | 297
tI(AAU)I1 (49-77) 8T |l !
tK(CUU)M (43-71) l 41T |-
tQ(UUG)D3 (1-31) | 2T |
tR(CCU)J (38-71) 1 2T |27
tA(AGC)M1 (43-71) [ 3T | 121 |7
tA(UGC)G (37-71) l 2T |
tC(GCA)P2 (1-30) - 3T |-
tD(GUC)J3 (3-33) 18T | 431 | -
tD(GUC)J3 (41-62) 4T |9t |
tD(GUC)J3 (-45--12) | | ) J
tE(CUC)I (39-71) l 1 l
tE(UUC)M (42-71) 1 1 1
tG(CCC)D (3-30) ) 2T |
tG(GCC)D2 (38-68) | — 4T |-
tG(GCC)E (30-70) 0 ) J
tG(GCC)E (35-68) 1 3T |-
tG(GCC)E (38-70) - 4t |-
tG(GCC)E (41-70) 0 3 |
tG(UCC)G (1-31) — 1 1
tG(UCC)G (3-28) 27 |31 | {
tG(UCC)G (41-71) 1 1 l
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tH(GUG)E2 (42-65) | 1 1 1
tH(GUG)M (-1-36) — -~ 571
tI(AAU)L2 (40-73) { 2T |
tK(CUU)M (39-76) — 3t |27
tL(UAA)J (50-81) l i) J
tL(UAG)L2 (42-81) l 1 l
tQ(UUG)B (1-30) 27 |57 |-
tS(AGA)D1 (39-81) | 3T |8t |l
tS(AGA)D1 (49-79) | 71 3 |
tS(AGA)L (39-81) 31 |8t |
tS(AGA)L (44-81) l 3T |7
tS(AGA)L (49-81) T 3 |l
tS(UGA)I (1-18) 2T |7 677
tT(CGU)K (1-30) 2T |21 |4
tV(AAC)O (1-32) ) 1 -
tA(AGC)L (39-71) 8T | 247 |31
tD(GUC)G1 (39-75) | 2T | 23T |61
tD(GUC)J3 (39-70) 17t |77t |87
tD(GUC)J3 (43-71) 16T | 75T | 107
tE(UUC)B (52—75) 2T | 27
tE(UUC)I (44-71) 3 | 21T |51
tE(UUC)L (52-75) 2T |l 27
tG(GCC)D2 (35-70) |21 |51 |7
tG(GCC)G1 (35-70) | T 3T |
tG(GCC)G1 (38-70) | — 4T
tG(GCC)G1 (41-70) | 1 3 |
tK(CUU)M (39-71) l 50 |
tL(CAA)N (42-81) 0 9or |-
tL(UAA)J (56-83) l 51 |4
tR(CCG)L (42-71) - 1 )
tR(CCU)J (46-75) 4T | - J
tS(AGA)D1 (44-79) | | 3 |
tS(AGA)D1 (53-85) | — 9T |-
tS(AGA)L (1-24) l 1 l
tS(AGA)L (54-81) of | 32T |41
tY(GUA)F2 (47-73) | - 1 -

Tab. 33 tRF posiadajace najwyzsza ilo$¢ odczytow na milion w bibliotekach rancRNAseq AlkB- we
frakcji polisoméw. BC — krotkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego K — krotkie RNA z
hodowli w warunkach optymalnych, H - krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego. ¥ oznacza odczyty ponizej tysigca na milion, T oznacza odczyty powyzej tysiaca na
milion, numery obok strzalek odnosza sie do pelnych tysiecy zaobserwowanych odczytow (np. T oznacza
ponad tysiac odczytow, a 50T oznacza ponad pie¢dziesiat tysiecy odczytow na milion). — 0znaczono brak
odczytow.

W Tabeli 34 umiesécitam tRF posiadajace powyzej tysiagca odczytow w bibliotekach
zawierajacycj RNA poddane demetylacji — 56 tRF. Wigkszo$¢ czasteczek z tej grupy
posiada duzg ilo$¢ odczytow zarowno w bibliotekach AlkB- jak i AlkB+, jednak 7 z
nich posiada podwyzszong ilo$¢ odczytow, tylko po demetylacji RNA: tD(GUC)J3 (39—
74), tK(CUU)M (39-68), tT(CGU)K (1-33), tG(CCC)D (3-30), tL(CAA)K (45-84),
tL(UAG)L2 (42-81), tA(UGC)G (47-76). Wykrylam 1 tRF nie wystepujacy w
bibliotekach AIkB- w stresie glodu cukrowego: tG(GCC)Gl (38-70), 3 tRF
wystepujace tylko w bibliotekach z warunkéw optymalnych AlkB+: tD(GUC)J3 (39—
74) tK(CUU)M (39-68) oraz tA(UGC)G (47-76). Ponadto, w bibliotekach ze stresu
hiperosmotycznego AlkB+ zidentyfikowatam 5 unikatowych tRF: tD(GUC)J3 (3-33),
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tG(GCC)D2 (38-68), tG(GCC)E (38-70), tL(CAA)N (42-81), tG(GCC)G1 (35-70).
Trzy tRF: tA(AGC)M1 (43-71), tG(UCC)G (1-31), tS(AGA)D1 (53-85), byly
specyficzne dla bibliotek niepoddanych demetylaciji.

Polisomy

rancRNA BC+ | K+ H+
tD(GUC)J3 (39-74) - 20T 37
tE(CUC)I (1-36) — 131 197
tI(AAU)IL (49-77) 4t |l 27
tK(CUU)M (39-68) J i) {
tK(CUU)M (43-71) 0 3T J
tQ(UUG)D3 (1-31) { ) !
tR(CCU)J (38-71) ) 37 37
tT(CGU)K (1-33) _ 0 l
tA(UGC)G (37-71) J ) J
tC(GCA)P2 (1-30) T ) !
tD(GUC)J3 (3-33) 17t | 271 27
tD(GUC)J3 (41-62) 51 | 6T v
tE(CUC)I (39-71) l i) {
tG(CCC)D (3-30) 1 1 l
tG(GCC)D2 (38-68) - 37 )
tG(GCC)E (30-70) 0 i) J
tG(GCC)E (35-68) 0 27 J
tG(GCC)E (38-70) — 3T T
tG(GCC)E (41-70) 0 37 J
tG(UCC)G (3-28) 4t |27 d;
tG(UCC)G (41-71) 0 i) \
tH(GUG)E2 (42-65) ) v ¢
tH(GUG)M (-1-36) — — 451
tI(AAU)L2 (40-73) L 1) J
tK(CUU)M (39-76) — 6T 6T
tL(CAA)K (45-84) — — )
tL(UAA)J (50-81) 1 1 l
tQ(UUG)B (1-30) 51 |47 {
tS(AGA)D1 (39-81) 1 27 J
tS(AGA)D1 (49-79) 3 |27 J
tS(AGA)L (39-81) 0 27 J
tS(AGA)L (44-81) 1 ) 5
tS(AGA)L (49-81) 3 |47 )
tS(UGA)I (1-18) { J 137
tT(CGU)K (1-30) 0 ) \
tV(AAC)O (1-32) 1 1 l
tA(AGC)L (39-71) 6T | 127 77
tA(UGC)G (47-76) — 37 -
tD(GUC)G1 (39-75) 31T | 247 37
tD(GUC)J3 (39-70) 16T | 457 167
tD(GUC)J3 (43-71) 171t | 457 177
tE(UUC)B (52—75) 2T |1 27
tE(UUC)I (44-71) 47T | 107 37
tE(UUC)L (52-75) 2T | 27
tG(GCC)D2 (35-70) 2t |71 27
tG(GCC)G1 (35-70) 0 27 )
tG(GCC)G1 (38-70) 1 37 J
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tG(GCC)G1 (41-70) 0 3T )
tK(CUU)M (39-71) 1 27 1
tL(CAA)N (42-81) 0 37 T
tL(UAA)J (56-83) T 57 -
tR(CCU)J (46-75) 3 | -
tS(AGA)D1 (44-79) 1 1 —
tS(AGA)L (1-24) 1 1 —
tS(AGA)L (54-81) 77 | 157 -

Tab. 34 tRF posiadajace najwyzszg ilo$¢ odczytéw na milion w bibliotekach rancRNAseq AIkB+ we
frakcji polisoméw. BC+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach glodu cukrowego AlkB+ K+ — krotkie
RNA z hodowli w warunkach optymalnych AlkB+, H+ — krotkie RNA z hodowli w warunkach stresu
hiperosmotycznego AIkB+. | oznacza odczyty ponizej tysiaca na milion, T oznacza odczyty powyzej
tysigca na milion, numery obok strzatek odnoszg si¢ do pelnych tysiecy zaobserwowanych odczytéw (np.
T oznacza ponad tysiac odczytow, a 50T oznacza ponad pieédziesiat tysiecy odczytow na milion). —

oznaczono brak odczytow.

145



5. Whnioski

5.1. Whnioski ogélne

1.

2.
3.

4,

Wytypowatam najsilniej asocjujace rancRNA (tRF oraz sdRNA) z podjednostkami
rybosomowymi, monosomami oraz polisomami S. cerevisiae.

Poréwnatam wptyw metylacji na asocjacje siRNA i tRF z rybosomami S cerevisiae.
Wytypowatam unikatowe rancRNA wystepujace tylko w bibliotekach poddanych
demetylacji RNA.

Okreslitam mozliwg funkcje najsilniej akumulowanych czasteczek na podstawie frakcji,
w ktorej zostaty zlokalizowane.

5.2. Whnioski szczegolowe dla rancRNA asocjujacych z podjednostkami
rybosomalnymi

1.

Wykrytam 12 sdRNA posiadajacych  podwyzszona akumulacje w
podjednostkach rybosomowych z bibliotek rancRNAseq w warunkach
optymalnych.

Nie zaobserwowatam sdRNA o podwyzszonej akumulacji w zadnym z
zastosowanych stresow abiotycznych w poréwnaniu do warunkéw optymalnych.
W bibliotekach rancRNAseq poddanych demetylacji zaobserwowatam jedynie 2
sdRNA o podwyzszonej akumulacji w podjednostkach rybosomowych.
Wykrytam 2 tRF o podwyzszonej akumulacji w podjednostkach rybosomowych
w bibliotekach rancRNAseq z warunkow optymalnych.

Zaobserwowatam 3 unikatowe tRF dla podjednostek rybosomowych w
bibliotekach rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych, poddanych
demetylacji. Roéwnoczesnie 6 tRF wykazalo podwyzszong akumulacje w
bibliotekach rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych, poddanych
demetylacji.

Wykrytam 9 tRF silnie akumulowanych w bibliotekach rancRNAseq z hodowli
w warunkach stresu gtodu cukrowego, we frakcji podjednostek rybosomowych.
Zidentyfikowatam 1 unikalny tRF dla bibliotek rancRNAseq z hodowli w
warunkach stresu gltodu cukrowego poddanych demetylacji, oraz 17 tRF o
podwyzszonej akumulacji w podjednostkach rybosomowych bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu gltodu cukrowego poddanych
demetylaciji.

Wykrytam 7 tRF o podwyzszonej akumulacji w podjednostkach rybosomowych
bibliotek rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego.

Nie zaobserwowatam unikatowych tRF dla bibliotek rancRNAseq z hodowli w
stresie hiperosmotycznym, poddanych demetylacji RNA. Natomiast wykrytam
14 tRF o podwyzszonej akumulacji w bibliotekach rancRNAseq z hodowli w
stresie hiperosmotycznym, poddanych demetylacji RNA.
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Podjednostki

Stres Glodu Cukrowego

Warunki Optymalne

Stres Hiperosmotyczny

AlkB-
sdRNA - snR24 (67-89) -
snR24 (71-88)
snR38 (68-95)
snR40 (1-32)
snR40 (1-37)
snR44 (-1-40)
snR60 (2—44)
snR61 (2-44)
snR72 (1-29)
snR128 (1-25)
snR128 (1-29)
snR190 (-2—- 21)
tRF tD(GUC)J3 (51-74) tE(UUC)L (48-75) tD(GUC)J3 (3-33)
tE(UUC)G3 (48-74) tS(AGA)D1 (49-85) tE(CUC)I (36-75)
tE(UUC)I (44-74) tF(GAA)G (40-76)
tE(UUC)I (48-74) tS(AGA)H (53-85)
tE(UUC)P (48-74) tD(GUC)J3 (47-74)
tS(AGA)L (56-87) tE(UUC)L (48-75)
tD(GUC)J3 (47-74) tS(AGA)D1 (49-85)
tE(UUC)L (48-75)
tS(AGA)D1 (49-85)
AlkB +
sdRNA - snR24 (67-89) -
snR24 (71-88)
tRF | Wylacznie | tD(GUC)J3 (39-74) tF(GAA)G (40-76) -
AlkB+ tF(GAA)G (47-76)
tG(GCC)E (38-74)
Wigcej tD(GUC)D (57-74) tE(UUC)L (48-75) tD(GUC)D (57-74)
odczytow | tD(GUC)J3 (47-74) tE(UUC)L (55-75) tD(GUC)J3 (51-74)
niz w | tD(GUC)J3 (51-74) tG(UCC)G (36-74) tE(UUC)G3 (48-74)
bibliotece | tE(CUC)D (40-74) tP(UGG)A (37-75) tE(UUC)I (48-74)
AIkB- tE(CUC)D (47-74) tS(AGA)D1 (49-85) tE(UUC)L (48-75)

tE(UUC)G3 (48-74)
tE(UUC)I (44-74)
tE(UUC)I (48-74)
tE(UUC)I (55-74)
tE(UUC)L (48-75)
tE(UUC)L (55-75)
tE(UUC)P (48-74)
tG(GCC)E (30-70)
tP(AGG)N (52-74)
tE(CUC)D (55-74)
tG(CCC)O (39-75)
tP(AGG)N (37-73)

tR(CCU)J (38-71)

tE(UUC)L (55-75)
tE(UUC)P (48-74)
tS(AGA)D1 (49-85)
tE(CUC)I (36-75)
tG(CCC)O (39-75)
tG(GCC)E (38-74)
tG(UCC)G (33-75)
tQ(UUG)D3 (39-75)
tR(CCU)J (38-71)

Tab. 35 Wybrane sdRNA oraz tRF o zmiennym poziomie akumulacji we frakcji podjednostek
rybosomowych.
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5.3. Whnioski szczegélowe dla rancRNA asocjujacych z monosomami

1. Wykrytam 2 sdRNA posiadajace podwyzszona akumulacje w monosomach z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych.

2. Wykrytam 2 sdRNA posiadajace podwyzszong akumulacje w monosomach z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu gtodu cukrowego.

3. Nie zaobserwowatam sdRNA posiadajacych podwyzszonej akumulacji w monosomach
z bibliotek rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu hiperomotycznego.

4. Nie zidentyfikowatam czasteczek sdARNA o podwyzszonej akumulacji w monosomach z
bibliotek rancRNAseq, poddanych demetylacji RNA.

5. Wykrytam 2 tRF posiadajace podwyzszong akumulacje w monosomach z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach optymalnych.

6. Zaobserowatam 4 unikatowe tRF dla monosomow z bibliotek rancRNAseq z hodowli w
warunkach optymalnych, poddanych demetylacji RNA. Ponadto wykrytam 5 tRF o
podwyzszonej akumulacji w bibliotkach z bibliotek rancRNAseq z hodowli w
warunkach optymalnych, poddanych demetylacji RNA.

7. Wykrytam 3 tRF o podwyzszonej akumulacji w monosomach z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego.

8. Zaobserwowatam 6 unikatowych tRF dla monosoméw z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w stresie glodu cukrowego, poddanych demetylacji RNA. Dodatkowo
zidentyfikowatam 2 tRF o zwigkszonej akumulacji w bibliotekach z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach gtodu cukrowego, poddanych demetylacji RNA.

9. Wykrytam 5 tRF o podwyzszonej akumulacji w monosomach w bibliotekach
rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu hiperomotycznego.

10. Zaobserwowatam 2 unikatowe tRF w monosomach z bibliotek rancRNAseq z hodowli
w stresie hiperosmotycznym, poddanych demetylacji RNA. Ponadto wykrytam 3 tRF 0
podwyzszonej akumulacji w monosomach z bibliotek rancRNAseq z hodowli w stresie
hiperosmotycznym, po demetylacji RNA.

Monosomy
Stres Glodu Cukrowego Warunki Optymalne Stres Hiperosmotyczny
AlkB-
sdRNA SnR45 (141-171) SnR45 (141-171) -
snR128 (1-25) snR128 (1-25)
tRF tE(UUC)I (35-74) tA(UGC)G (50-76) tF(GAA)G (40-76)
tF(GAA)G (38-73) tD(GUC)G1 (43-75) tH(GUG)GL1 (52-75)
tK(UUU)G2 (1-28) tA(UGC)G (50-76)
tD(GUC)G1 (43-75)
tK(UUU)G2 (1-28)
AlkB +
sdRNA - - —
tRF | Wylacznie | tA(UGC)G (50-76) tE(UUC)I (35-74) tE(UUC)L (55-75)
AlkB+ tD(GUC)G1 (43-75) tF(GAA)G (40-76) tL(CAA)N (62-85)
tL(CAAK (42-84) tH(GUG)G1 (52-75)
tL(CAA)K (50-84) tK(UUU)G2 (1-28)
tL(CAAN (62-85)
tE(UUC)L (55-75)
Wiecej tE(UUC)I (35-74) tA(UGC)G (50-76) tL(UAA)J (61-87)
odezytéow | tL(CAA)K (45-84) tD(GUC)G1 (43-75) tF(GAA)G (40-76)
niz w tL(CAA)N (62-85) tK(UUU)G2 (1-28)
bibliotece tY(GUA)J2 (40-78)
AlkB- tE(UUC)L (55-75)

Tab. 36 Wybrane sdRNA oraz tRF o zmiennym poziomie akumulacji we frakcji monosomow.
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5.4. Whnioski szczegotowe dla rancRNA asocjujacych z polisomami

1. Nie zaobserwowatam SdRNA o0 akumulacji powyzej 1000 odczytow na milion w
polisomach z bibliotek rancRNAseq nie poddanych demetylacji RNA.

2. Zaobserwowalam 1 sdRNA o zwiekszonej akumulacji w polisomach z bibliotek
rancRNAseq hodowli w stresie gtodu cukrowego, poddanych demetylacji RNA.

3. Wykrylam 1 tRF o podwyzszonej akumulacji w polisomach z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w warunkach optymalnych.

4. Zaobserwowatam 3 unikatowe tRF dla polisoméw z hodowli w warunkach
optymalnych, poddanych demetylacji RNA. Ponadto zidentyfikowatam 8 tRF o
zwigkszonej akumulacji  w polisomach z bibliotek rancRNAseq z hodowli w
warunkach optymalnych, podanych demetylacji RNA.

5. Wykrytam 5 tRF o podwyzszonej akumulacji w polisomach z bibliotek rancRNAseq z
hodowli w warunkach stresu glodu cukrowego.

6. Zaobserwowatam 1 unikatowy tRF dla polisoméw z bibliotek rancRNAseq z hodowli w
warunkach stresu glodu cukrowego, poddanych demetylacji RNA. Dodatkowo
zidentyfikowatam 10 tRF 0 zwiekszonej akumulacji w polisomach z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w warunkach stresu gtodu cukrowego, poddanych demetylacji
RNA.

7. Wykrylam 4 tRF posiadajace podwyzszona akumulacj¢ w polisomach z bibliotek
rancRNAseq z hodowli w stresie hiperomotycznym.

8. Zaobserwowalam 5 unikatowych tRF dla polisoméw z bibliotek rancRNAseq z hodowli
w stresie hiperosmotycznym, poddanych demetylacji RNA. Ponadto zidentyfikowatam
12 tRF o podwyzszonej akumulacji w polisomach z bibliotek rancRNAseq, poddanych
demetylacji RNA.

Polisomy
Stres Glodu Cukrowego |  Warunki Optymalne | Stres Hiperosmotyczny
AlkB-
sdRNA — - -
tRF tE(UUC)B (52-75) tS(UGA)I (1-18) tH(GUG)M (-1-36)
tE(UUC)L (52-75) tS(UGA)I (1-18)
tI(AAU)IL (49-77) tE(UUC)B (52-75)
tR(CCU)J (46-75) tE(UUC)L (52-75)
tS(UGA)I (1-18)
AlkB +
sdRNA snR128 (107-127) — —
tRF | Wylacznie | tG(GCC)G1 (38-70) tA(UGC)G (47-76) tD(GUC)J3 (3-33)
AlKB+ tD(GUC)J3 (39-74) tG(GCC)D2 (38-68)
tK(CUU)M (39-68) tG(GCC)E (38-70)
tL(CAA)N (42-81)
tG(GCC)G1 (35-70)
Wiccej tD(GUC)GL1 (39-75) tD(GUC)G1 (39-75) tA(UGC)L (39-71)
odezytéw | tD(GUC)J3 (43-71) tG(GCC)D2 (35-70) tD(GUC)J3 (39-70)
niz w | tE(UUC)B (52-75) tK(CUU)M (39-76) tD(GUC)J3 (43-71)
bibliotece | tE(UUC)I (44-71) tL(CAA)K (45-84) tE(UUC)B (52-75)
AIKB- tE(UUC)L (52-75) tR(CCU)J (38-71) tE(UUC)L (52-75)

tG(GCC)G1 (41-70)
tK(CUU)M (39-71)
tK(CUUM (43-71)
tL(UAA)J (56-83)

tS(AGA)D1 (44-79)

tS(AGA)L (49-81)
{T(CGU)K(1-33)
tV(AAC)O (1-32)

tG(GCC)D2 (35-70)
tG(GCC)G1 (41-70)
tK(CUU)M (39-76)
tKCUU)M (39-71)
tL(CAA)K (45-84)
tL(UAA)J (64-87)
tS(AGA)L (49-81)

Tab. 37 Wybrane sdRNA oraz tRF o0 zmiennym poziomie akumulacji we frakcji polisoméw.
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6. Finansowanie badan w ramach rozprawy doktorskiej

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

fundusze statutowe Zaktadu Transkryptomiki Funkcjonalnej 1 Pracowni
Modelowych Organizméw Bezkregowych Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

7. Aktywnos$¢é naukowa i osiagniecia doktoranta

7.1. Udzial w realizacji projektow badawczych

Wykonawca w grancie 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

Stypendysta — doktorant w grancie Narodowego Centrum Nauki UMO-
2017/27/B/NZ1/01416 pt. Zmiany w skladzie biatek rybosomalnych 1 w
oddziatujacych z rybosomami krotkich niekodujacych RNA w Saccharomyces
cerevisiae w odpowiedzi na stres sSrodowiskowy, Opus, kierownik: dr hab. Kamilla
Grzywacz, prof. ICHB PAN

7.2. Spis publikacji naukowych

Mleczko, A.M., Machtel, P., Walkowiak, M., Wasilewska, A., Pietras, P.J.,
Bakowska-Zywicka, K. (2019). Levels of sdRNAs in cytoplasm and their
association with ribosomes are dependent upon stress conditions but independent
from snoRNA expression. Scientific Reports 9, 18397. IF2019= 3,998 MEiN=140

Machtel, P., Wasilewska-Burczyk, A., Zacharjasz, J., Bakowska-Zywicka, K.
(2021). PTT-quant - a new method for direct identification and absolute
quantification of premature transcription termination events, following the
example of bacterial riboswitches. Applied Microbiology and Biotechnology 106,
1557-1570. IF2021= 5,560 MEiIN=100

Kaszynski, J., Bakowski, P., Kiedrowski, B.; Stotowski, L., Wasilewska-
Burczyk, A., Grzywacz, K., Piontek, T. (2022) Intra-Articular Injections of
Autologous Adipose Tissue or Platelet-Rich Plasma Comparably Improve Clinical
and Functional Outcomes in Patients with Knee Osteoarthritis. Biomedicines 10,
684. 1F2022= 4,650 MEiN=100

Pietras, P.J., Wasilewska-Burczyk, A., Peptowska, K., Marczak, L., Tyczewska,
A., Grzywacz, K., (2024) Dynamic protein composition of Saccharomyces
cerevisiae ribosomes in response to multiple stress conditions reflects alterations
in translation activity. International Journal of Biological Macromolecules, 268(Pt
2):132004, IF2024= 7,7 MEiIN=100
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7.3. Prezentacja wynikéw na konferencjach naukowych

25" Annual Meeting of the RNA Society, Maj 26-31 2020 r.

International Conference of the Centenary of Natural Sciences Club of Adam
Mickiewicz University, Listopad 19-20, 2021 r.

1% Polish Yeast Conference, Rzeszow, Czerwiec 24-26, 2022 .

7.4. Opieka nad stazystami

Antoni Mrozek, I Liceum Ogolnoksztatcagce z Oddzialami Dwujezyczynymi
Fundacji EKOS w Swarzedzu, Praktyka w ramach stazu ,,Staz dla przyszitego
Noblisty” w Zaktadzie Transkryptomiki Funkcjonalnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu w 2022 r.

Maria Szydtowska, I Liceum Ogolnoksztatcace z Oddzialami Dwuje¢zyczynymi
Fundacji EKOS w Swarzedzu, Praktyka w ramach stazu ,,Staz dla przysziego
Noblisty” w Zakladzie Transkryptomiki Funkcjonalnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu w 2020 r.

7.5.Udzial w dzialalnosci upowszechniajacej i promujacej nauke

Noc Biologow, 11 stycznia 2019 r., Poznan — pokazy dla uczniow szkot
podstawowych pt. ,,Kolorowy $wiat biochemii” oraz ,,Laboratorium Szalonego
Biochemika”.

Bal Karnawatowo Mikotajkowy ICHB PAN, 5 stycznia 2019 r., Poznan —
pokazy eksperymentow dla dzieci pracownikéw Instytutu.

Poznanski Festiwal Nauki i Sztuki, 11 kwietnia 2019 r., Poznan — pokazy dla
ucznidow szkot podstawowych pt. ,Kolorowy §wiat biochemii” oraz
,Laboratorium Szalonego Biochemika”.

Dzien Dziecka Stowarzyszenia na Rzecz Dzieci Niepelnosprawnych, 2 czerwca
2019 r., Kiszkowo — pokazy dla dzieci w r6znym wieku pt. ,,Bioeksperymenty”.
Noc Naukowcow, 27 wrzesnia 2019 r. — pokazy dla ucznidw szkot
podstawowych pt. ,,Kolorowy $wiat biochemii” oraz ,,Laboratorium Szalonego
Chemika”.

Udziat w Wirusowej Grupie Wsparcia ICHB Pan 2019 r.

7.6. Nagrody i wyro6znienia

Brazowy krzyz zastugi 29.06.2020 Za dziatalno$¢ na rzecz zwalczania epidemii
wirusa SARS-CoV-2.

Dyplom uznania Dyrektora ICHB PAN za dzialalno$¢ charytatywng dla
cztonkow  Zaktadu Transkryptomiki Funkcjonalnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, grudzien 2019 r.
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8. WYKAZ SKROTOW

Ago2
APS
DTT
EDTA
FUS
méA
MgCl,
MiRNA
NaCl
ncRNA
ORF
gPCR
chain
rancRNA

RBP
rpm
SDS
SiRNA
sdRNA
TEMED
Tris
40S
60S
80S

SuU

biatko Argonaut (ang. Argonaute-2)
nadsiarczan amonu
ditiotretol
kwas wersenowy
biatko FUS (ang. Fused in sarcoma)
metylacja N6-adenozyny (ang. N6-methyladenosine)
chlorek magnezu
mikroRNA (ang. microRNA)
chlorek sodu
niekodujace RNA (ang. non-coding RNA)
otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)
ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (ang. quantitative polymerase
reaction)
krotkie niekodujgce RNA oddziatujgce z rybosomami (ang. ribosome-
associated noncoding RNAS)
biatko wigzace RNA (ang. RNA-binding protein)
obroty na minut¢ (ang. revolutions per minute)
dodecylosiarczan sodu
maty interferujacy RNA (ang. small interfering RNA)
krotkie RNA pochodzace ze snoRNA (ang. SNnORNA-derived RNAS)
N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina
hydroksymetyloaminometan
mata podjednostka rybosomu
duza podjednostka rybosomu
kompletny rybosom
podjednostki rybsomalne, mata oraz duza podjednostka (ang. subunits)
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9.Material dodatkowy

Wartos¢ p

SnR73 (76-95) 0

SnR76 (74-105) 0,0064

SnR31 (186-222) | 0,0119

snR44 (-1-26) 0,0129
SNR190 (-2-21) 0,0133
SnR44 (-1-40) 0,023

snR33 (165183) | 0,0286
SNR40 (1-37) 0,0287

snR128 (105-124) | 0,0314

sNR190 (170-192) | 0,0361

snR128 (103-120) | 0,0367

snR47 (61-99) 0,0387

SNR47 (74-99) 0,0447

Tab.38 sdRNA wykazujace istotnos$¢ statystyczng w porownaniu wylacznie bibliotek stresu glodu
cukrowego z warunkami optymalnymi we frakcji podjednostek.

Wartos¢ p
snR54 (38-74) 0,0002
snR128 (50-70) 0,0005
snR128 (1-25) 0,0024
snR59 (45-78) 0,0037

snR39B (78-96) 0,0067

SnR51 (88-107) 0,0093

snR24 (67-89) 0,0094

SnR40 (22-49) 0,0102

snR60 (89-107) 0,0182

snR128 (29-49) 0,0195

SnR59 (59-78) 0,0204
snR24 (71-88) 0,0216
SNR77 (39-73) 0,0217
snR39 (70-89) 0,0236
snR17a (300-333) | 0,0266
SnR47 (78-99) 0,0287
SNR57 (1-20) 0,0359

snR45 (141-171) 0,0421

snR190 (137-165) | 0,0426

snR128 (1-29) 0,0434
SnR40 (22-44) 0,0464
snR74 (48-81) 0,0474

SNR190 (-1-17) 0,048

SnR83 (281-306) 0,0484

SNR51 (68-107) 0,0487

snR32 (15-47) 0,0497

Tab.39 sdRNA wykazujace istotno§¢ statystyczng w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu
hiperosmotycznego z warunkami optymalnymi we frakcji podjednostek.

Wartos$¢ p* Warto$§¢ p**

snR69 (1-21) 0,0001 0,0001
snR40 (1-19) 0,0001 0,0001
snR40 (6-37) 0,0001 0,0001
snR64 (-1-17) 0,0005 0,0006
snR40 (1-24) 0,0009 0,0009
snR41 (1-26) 0,0131 0,0066
SnR67 (65-82) 0,0168 0,0089
SnR55 (1-29) 0,0203 0,0319
SnR52 (1-28) 0,0287 0,0211
SnR38 (68-95) 0,0326 0,0145
snR61 (2-44) 0,0332 0,0066
snR60 (2-44) 0,0332 0,0114
snR72 (1-29) 0,0337 0,0317
snR73 (76-102) 0,0401 0,034

snR40 (1-32) 0,0402 0,0018
snR128 (50-74) 0,0455 0,002

Tab.40 sdRNA wykazujace istotno$¢ statystyczng w porownaniu obu bibliotek stresowych z
warunkami optymalnymi we frakcji podjednostek. p* - poréwnanie hodowli w warunkach stresu
glodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-). Warto$¢ p** -
poréwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach
optymalnych (AlkB+ i AIkB-).
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Ciag dalszy tabeli 41

tG(UCC)G (36-74) | 0,0127
tC(GCA)G (34-73) | 0,0139
tQ(UUG)L (47-75) | 0,0146
tR(CCG)L (42-62) 0,0148
tT(AGU)N2 (56-75) | 0,0149
tA(UGC)G (39-65) | 0,0179
tR(CCU)J (46-65) 0,0182
tA(AGC)L (39-67) | 0,0232
tS(GCU)F (49-66) 0,0240
tC(GCA)B (58-75) | 0,0244
tS(AGA)L (49-66) 0,0247
tS(AGA)L (44—77) 0,0256
tG(GCC)E (30-70) | 0,0258
tA(UGC)G (45-71) | 0,0260
tE(CUC)D (47-74) | 0,0282
tV(UAC)B (49-76) | 0,0311
tS(AGA)L (44-81) 0,0320
tQ(CUG)M (53-75) | 0,0322
tE(UUC)L (48-75) 0,0329
tD(GUC)N (9-35) 0,0344
tE(CUC)I (52-75) 0,0380
tG(UCC)O (33-74) | 0,0385
tE(UUC)I (35-55) 0,0389
tW(CCA)K (37-78) | 0,0398
tV(UAC)B (38-76) | 0,0402
tV(AAC)O (54-73) | 0,0410
tD(GUC)J3 (39-74) | 0,0435
tD(GUC)J3 (41-62) | 0,0444
tS(AGA)L (56-87) 0,0455
tA(UGC)G (53-71) | 0,0457
tT(UGU)H (55-75) | 0,0463
tQ(UUG)D3 (39-75) | 0,0476
tE(UUC)I (30-50) 0,0489

Warto$¢ p
tV(AAC)L (54-76) 0,0002
tE(CUC)D (40-74) 0,0002
tG(GCC)E (11-35) 0,0003
tN(GUU)K (1-35) 0,0003
tR(CCU)J (1-33) 0,0005
tA(AGC)M2 (33-75) | 0,0005
tE(CUC)D (33-74) 0,0006
tD(GUC)D (57-74) 0,0007
tE(UUC)I (55-74) 0,0017
tG(UCC)G (1-31) 0,0019
tL(UAG)L2 (40-77) 0,0021
tH(GUG)E2 (42-62) 0,0022
tL(CAA)N (7-25) 0,0024
tP(UGG)A (46-75) 0,0027
tS(AGA)D1 (49-85) 0,0035
tP(UGG)A (37-75) 0,0038
tD(GUC)J3 (51-74) 0,0039
tR(ACG)L (31-52) 0,0041
tI(AAU)P2 (75-93) 0,0053
tS(AGA)L (54-77) 0,0057
tE(UUC)G3 (48-74) 0,0057
tP(AGG)N (52-74) 0,0060
tG(UCC)G (31-51) 0,0063
tE(UUC)P (48-74) 0,0066
tE(UUC)I (48-74) 0,0078
tT(UGU)G2 (42-74) 0,0082
tE(UUC)L (55-75) 0,0085
tW(CCA)M (46-69) 0,0093
tA(AGC)L (47-67) 0,0098
tD(GUC)J3 (47-74) 0,0100
tH(GUG)E2 (42-65) 0,0104
tW(CCA)M (1-25) 0,0106
tE(UUC)I (39-63) 0,0113
tE(UUC)I (44-74) 0,0114
tV(CAC)H (39-72) 0,0121

Tab.41 tRF wykazujace istotnos¢ statystyczng w porownaniu wylacznie bibliotek stresu glodu
cukrowego z warunkami optymalnymi we frakcji podjednostek.

Ciag dalszy tabeli 42

Warto$¢ p
tV(AAC)O (32-53) 0,0001
tQ(UUG)D3 (1-35) 0,0002
tS(AGA)L (59-83) 0,0008
tE(UUC)I (1-23) 0,0035
tT(AGU)N2 (39-56) 0,0041
tG(GCC)G1 (54-71) 0,0065
tL(GAG)G (59-79) 0,0071
tE(CUC)I (36-75) 0,0081
tN(GUU)K (1-25) 0,0093
tW(CCA)M (1-18) 0,0132
tD(GUC)J3 (3-33) 0,0176
tS(AGA)H (56-85) 0,0216
tC(GCA)G (53-73) 0,0236
tE(UUC)I (52-70) 0,0259
tE(UUC)L (52-70) 0,0259

tN(GUU)O2 (44-77) 0,0263
tR(ACG)E (48-76) 0,0280
tG(UCC)O (49-74) 0,0297
tR(CCG)L (33-75) 0,0338
tH(GUG)E2 (42-59) 0,0343
tK(CUU)M (43-71) 0,0358
tV(UAC)B (57-74) 0,0362
tE(UUC)Q (1-26) 0,0372
tD(GUC)J3 (-36--11) | 0,0381
tW(CCA)M (33-75) 0,0382
tV(CAC)H (47-75) 0,0385
tE(UUC)I (42-59) 0,0466
tG(CCC)D (52-69) 0,0467
tM(CAU)Q2 (1-19) 0,0497
tP(AGG)C (1-32) 0,0499

Tab.42 tRF wykazujace istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu

hiperosmotycznego z warunkami optymalnymi we frakcji podjednostek.
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Warto$¢ p* Warto$§¢ p**
tE(CUC)D (52-74) 0,0001 0,0285
tG(GCC)E (24-41) 0,0002 0,0002
tV(UAC)D (55-74) 0,0002 0,0002
tV(AAC)G3 (52-77) 0,0011 0,0108
tE(CUC)D (55-74) 0,0015 0,0426
tS(AGA)D3 (49-82) 0,0015 0,0019
tT(UGU)G1 (34-75) 0,0018 0,0449
tI(AAU)L1 (40-69) 0,0024 0,0268
tP(AGG)N (37-73) 0,0026 0,0349
tV(AAC)L (40-76) 0,0027 0,0272
tV(AAC)H (40-76) 0,0027 0,0270
tT(UGU)G2 (34-74) 0,0033 0,0292
tG(CCC)O (39-75) 0,0035 0,0019
tN(GUU)K (46-77) 0,0052 0,0070
tG(GCC)E (38-74) 0,0076 0,0369
tC(GCA)B (39-75) 0,0126 0,0094
tL(UAG)L2 (65-85) 0,0128 0,0138
tR(ACG)E (1-18) 0,0139 0,0383
tS(UGA)I (62-85) 0,0155 0,0128
tT(UGU)G2 (46-70) 0,0160 0,0035
tY(GUA)F2 (47-78) 0,0172 0,0239
tS(AGA)L (30-47) 0,0174 0,0490
tG(UCC)G (33-75) 0,0177 0,0156
tF(GAA)G (40-76) 0,0221 0,0496
tX(XXX)D (66—103) 0,0240 0,0207
tR(CCU)J (38-71) 0,0250 0,0473
tC(GCA)B (34-75) 0,0281 0,0172
tF(GAA)G (47-76) 0,0353 0,0442
tS(AGA)H (53-85) 0,0355 0,0358
tK(CUU)M (55-76) 0,0365 0,0479
tL(UAG)L2 (43-85) 0,0373 0,0365
tQ(UUG)E2 (39-75) 0,0381 0,0151
tP(AGG)C (37-75) 0,0423 0,0159
tQ(UUG)D3 (39-75) 0,0476 0,0237

Tab.43 tRF wykazujace istotno$¢ statystyczna w poréwnaniu obu bibliotek stresowych z
warunkami optymalnymi we frakcji podjednostek. p* - poréwnanie hodowli w warunkach stresu
gtodu cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-). Warto$¢ p** -
porownanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AkB-) z hodowla w warunkach
optymalnych (AlkB+ i AIkB-).

Warto$¢ p
SnR60 (86-104) 0
snR128 (1-25) 0,0002
SnR54 (38-74) 0,0057
snR72 (78-95) 0,017

SnR45 (141-171) 0,0242

SnR68 (101-136) 0,0251

SnR47 (78-99) 0,0308
snR190 (175-192) | 0,0396
SNR61 (2-44) 0,0472

Tab.44 sdRNA wykazujace istotnos$¢ statystyczna w porownaniu wylacznie bibliotek stresu glodu
cukrowego z warunkami optymalnymi we frakcji monosoméw.

Wartos¢ p

SnR35 (184-204) 0,0236

Tab.45 sdRNA wykazujace istotno§¢ statystyczng w poréwanniu wylacznie bibliotek stresu
hiperosmotycznego z warunkami optymalnymi we frakcji monosomaow.

Wartos¢ p* Wartos¢ p**

SnR63 (232-255) 0,0123 0,0015

Tab.46 sdRNA wykazujace istotno$¢ statystyczng w porownaniu obu bibliotek stresowych z
warunkami optymalnymi we frakeji monosoméw. p* - pordéwnanie hodowli w warunkach stresu glodu
cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-). Warto§¢ p** -
poréwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach
optymalnych (AlkB+ i AIkB-).
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Ciag dalszy tabelki 47

Wartos¢ p
tF(GAA)G (38-73) 0,0003
tV(UAC)D (51-77) 0,0009
tG(GCC)E (30-70) 0,0021
tE(CUC)D (33-74) 0,0033
tT(AGU)I1 (53-75) 0,0034
tV(AAC)H (40-76) 0,0035
tV(AAC)L (40-76) 0,0035
tC(GCA)G (53-73) 0,0035
tK(CUU)F (32-74) 0,0037
tG(UCC)O (41-74) 0,0038
tC(GCA)G (39-73) 0,0046
tL(CAA)K (42-84) 0,0050
tA(UGC)G (37-71) 0,0052
tC(GCA)G (34-73) 0,0056
tE(UUC)I (35-74) 0,0057
tL(CAA)N (1-25) 0,0084
tV(AAC)L (54-76) 0,0089
tF(GAA)D (47-75) 0,0091
tT(AGU)I1 (56-75) 0,0100
tL(UAA)J (1-25) 0,0107
tE(CUC)D (55-74) 0,0125
tL(CAA)K (50-84) 0,0159
tN(GUU)K (57-76) 0,0162
tE(CUC)I (46-69) 0,0166
tQ(UUG)L (47-75) 0,0166

tQ(UUG)D3 (47-75) | 0,0171
tR(ACG)E (59-76) 0,0199
tD(GUC)G1 (43-75) | 0,0202
tR(ACG)L (59-76) 0,0202
tE(UUC)Q (52-72) 0,0209
tQ(UUG)D3 (36-75) | 0,0210
tL(CAA)N (62-85) 0,0300
tM(CAU)O2 (1-19) | 0,0307
tL(CAA)K (53-84) 0,0318
tY(GUA)I2 (40-78) | 0,0336
tA(UGC)G (50-76) 0,0360
tE(UUC)I (1-43) 0,0381
tH(GUG)E2 (42-65) | 0,0393
tL(CAA)K (45-84) 0,0412
tD(GUC)J3 (49— -8) | 0,0413
tR(CCG)L (49-75) 0,0427
tQ(UUG)E2 (58-75) | 0,0446
tL(CAA)N (62-80) 0,0450
tQ(UUG)B (58-75) 0,0450
tD(GUC)J3 (44— -8) | 0,0465
tQ(UUG)B (39-75) 0,0468
tC(GCA)B (47-75) 0,0469
tA(UGC)G (45-71) 0,0483
tL(UAA)J (61-87) 0,0492
tY(GUA)I2 (44-78) | 0,0497

Tab.47 tRF wykazujace istotno§¢ statystyczna w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu glodu
cukrowego z warunkami optymalnymi we frakcji monosoméw.

Wartos¢ p
tH(GUG)E2 (39-71) 0,0024
tQ(UUG)D3 (47-71) 0,0053
tS(UGA)P (44-84) 0,0132
tW(CCA)M (37-66) 0,0230
tL(UAG)L2 (40-77) 0,0230
tP(AGG)N (37-70) 0,0244
tE(UUC)M (39-71) 0,0245
tR(CCG)L (38-71) 0,0259
tS(GCU)F (68-85) 0,0259
tA(AGC)L (39-67) 0,0309
tI(AAU)L1 (40-69) 0,0325
tF(GAA)G (40-76) 0,0328
tT(UGU)G2 (46-74) 0,0331
tI(UAU)L (38-80) 0,0353
tI(UAU)L (1-37) 0,0361
tL(CAA)N (53-81) 0,0368
tM(CAU)C (-2-41) 0,0371
tL(GAG)G (1-18) 0,0397
tY(GUA)F2 (50-73) 0,0411
tM(CAU)C (58-75) 0,0422
tE(UUC)I (55-74) 0,0433
tK(UUU)G2 (1-28) 0,0441
tG(CCC)O (1-30) 0,0471
tH(GUG)G1 (52-75) 0,0496

Tab.48 tRF wykazujgce istotno§¢ statystyczna w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu

hiperosmotycznego z warunkami optymalnymi we frakcji monosomow.
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Warto$¢ p* Warto$¢ p*
tK(CUU)M (43-71) 0,0015 0,0369
tS(AGA)L (56-87) 0,0043 0,0387
tG(CCC)O (1-34) 0,0188 0,0006
tE(UUC)I (1-23) 0,0205 0,0003
tK(UUU)G2 (48-71) 0,0253 0,0212
tD(GUC)J3 (46-71) 0,0261 0,0172
tF(GAA)P1 (38-69) 0,0267 0,0121
tT(CGU)K (55-75) 0,0324 0,0179
tE(UUC)L (55-75) 0,0368 0,0183
tR(CCG)L (42-62) 0,0377 0,0172
tV(CAC)H (1-29) 0,0450 0,0206
tD(GUC)J3 (-45--15) | 0,0456 0,0195
tT(UGU)G1 (43-70) 0,0461 0,0211

Tab. 49 tRF wykazujace istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu obu bibliotek stresowych z
warunkami optymalnymi we frakcji monosoméw. p* - poréwnanie hodowli w warunkach stresu glodu
cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-). Warto§¢ p** -
poréwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach

optymalnych (AlkB+ i AlkB-).
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Ciag dalszy tabeli 50

SNR39B (54-96) 0,0233
SNR38 (54-95) 0,0238
SNR52 (1-34) 0,0241
SnR41 (84-110) 0,0243
SNR55 (56-98) 0,0245
snR17a (303-333) | 0,0248
SNR5 (169-197) 0,0272
SNR40 (22-49) 0,0277
SNR67 (51-82) 0,0282
SnR39 (66-89) 0,0284
SNR75 (61-83) 0,0289
snR13 (107-124) | 0,0294
snR33 (149-183) | 0,031

SNR67 (46-82) 0,0315
SNR58 (68-96) 0,0316
SNR59 (55-78) 0,0316
SNR60 (86-104) 0,0316
SNR63 (226-255) | 0,0321
snR11 (216-258) | 0,0333
SnR8 (168-190) 0,0334
snR128 (107-127) | 0,0339
SNR83 (265-306) | 0,0352
SNR190 (137-159) | 0,0353
SNR87 (67-89) 0,0359
snR33 (165-183) | 0,0366
SnR82 (239-268) | 0,037

snR81 (-50--15) | 0,0371
snR4 (146-186) 0,0374
SNR56 (33-75) 0,0381
snR44 (171-210) | 0,0383
snR190 (137-165) | 0,0385
SNR63 (232-255) | 0,0387
SnR8 (89-107) 0,0391
SNR78 (53-84) 0,0403
snR64 (66-101) 0,0411
snR128 (105-124) | 0,0416
snR45 (136-171) | 0,0416
SnR58 (71-96) 0,0421
snR190 (156-192) | 0,0423
snR61 (59-90) 0,0423
SnR37 (346-386) | 0,0442
SNR9 (55-72) 0,0446
snR3 (111-145) 0,0448
snR35 (171-193) | 0,0448
SNR3 (123-142) 0,045

snR41 (1-33) 0,045

snR191 (247-274) | 0,0451
SnR3 (114-145) 0,0451
snR32 (162-188) | 0,0453
SNR9 (17-46) 0,0454
SnR61 (23-41) 0,0455
SNR57 (31-59) 0,0457
snR48 (54-83) 0,0458
snR128 (73-94) 0,0459
snR11(191-212) | 0,0462
SNR3 (152-191) 0,0462
snR62 (64-100) 0,0464
SNR3 (64-88) 0,0466
snR11 (134-156) | 0,0471
SNR8L (-50—-12) | 0,0474
snR17a (308-333) | 0,0483
snR32 (90-107) 0,0491
snR38 (71-95) 0,0494
snR17a (314-333) | 0,0495

Warto$¢ p

snR128 (1-35) 0
snR128 (88-127) 0
snR17a (192-209) 0
snR34 (164-203) 0
snR39 (70-89) 0
snR40 (68-97) 0
snR42 (313-351) 0
snR42 (326-351) 0
snR43 (180-209) 0
snR57 (59-88) 0
SnR57 (66-88) 0
SnR72 (78-95) 0
snR76 (70-107) 0
SnR77 (44-85) 0
snR83 (275-306) 0
snR3 (167-194) 0,0001
snR31 (183-222) 0,0001
snR39B (64-96) 0,0001
snR42 (330-351) 0,0001
snR71 (48-90) 0,0001
snR71 (51-90) 0,0001
snR8 (159-190) 0,0002
snR37 (360-386) 0,0003
SnR68 (101-136) 0,0004
SnR69 (61-101) 0,0004
SnR48 (86-113) 0,0006
SnR83 (281-306) 0,0014
snR30 (592-609) 0,0018
snR33 (143-183) 0,0019
snR83 (271-306) 0,0029
snR55 (77-98) 0,0046
snR10 (205-245) 0,005
snR18 (65-102) 0,0053
snR58 (59-96) 0,0053
SnR60 (81-104) 0,0064
SnR66 (45-86) 0,0073
SnR13 (87-124) 0,0075
SnR4 (154-186) 0,0079
snR41 (76-110) 0,0085
snR128 (91-127) 0,0105
SnR40 (22—44) 0,011
snR42 (323-351) 0,0116
snR40 (72-97) 0,012
snR37 (354-386) 0,0124
snR52 (62-92) 0,0127
snR8 (173-190) 0,0127
snR41 (80-110) 0,0132
snR78 (59-84) 0,0143
snR59 (59-78) 0,0144
SnR55 (61-98) 0,0146
SnR13 (95-124) 0,015
snR40 (19-48) 0,0163
snR53 (56-91) 0,0164
SnR87 (69-104) 0,0165
SnR35 (163-204) 0,0174
snR51 (71-107) 0,0174
snR47 (64-99) 0,0183
snR37 (364-386) 0,0196
snR59 (1-43) 0,0206
snR50 (67-90) 0,0209
snR64 (81-101) 0,0211
snR67 (58-82) 0,0212
snR40 (61-97) 0,0217
SnR39 (49-89) 0,0219
SnR61 (26—44) 0,0221
SnR73 (62-103) 0,0223
SnR69 (84-101) 0,0226
SnR34 (174-203) 0,0231

Tab.50 sdRNA wykazujace istotnos$¢ statystyczng w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu glodu

cukrowego z warunkami optymalnymi we frakcji polisomow.




Wartos¢ p

snR38 (77-95) 0

snR77 (39-73) 0

SnR77 (39-79) 0

SnR190 (-2-21) | 0,0004

snR18 (1-31) 0,0012

SnR66 (63-86) 0,0017

snR190 (-1-17) | 0,0074

SNR76 (74-105) | 0,0143

snR70 (134-164) | 0,0186

SNR85 (3-25) 0,0247
snR44 (-1-18) 0,0268
snR43 (1-21) 0,0296
SNR78 (-1-19) 0,0312
SnR190 (-2-26) | 0,0317
snR40 (1-24) 0,0389
SnR81 (5-41) 0,0435
SnR83 (1-28) 0,0484

Tab.51 sdRNA wykazujace istotno§¢ statystyczng w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu
hiperosmotycznego z warunkami optymalnymi we frakcji polisoméw.

Warto$¢ p* Warto$¢ p**
snR30 (572-609) 0.0001 0.0153
snR70 (147-164) 0.0002 0.0016
snR56 (52-88) 0.0054 0.0072
snR61 (64-90) 0.0262 0.0413
snR190 (89-128) 0.0296 0.041

Tab.52 sdRNA wykazujace istotno$¢ statystycznag w porownaniu obu bibliotek stresowych z
warunkami optymalnymi we frakcji polisomoéw. p* - porownanie hodowli w warunkach stresu glodu
cukrowego (AlkB+ i AlkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AIkB+ i AlkB-). Warto§¢ p** -
poréwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z hodowlg w warunkach
optymalnych (AlkB+ i AIKB-).
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Ciag dalszy tabeli 53

tQ(CUG)M (1-35) 0,0332
tR(CCU)J (38-71) 0,0334
tD(GUC)J3 (10-27) 0,0350
tA(UGC)G (37-54) 0,0355
tG(CCC)0 (47-70) 0,0356
tP(UGG)Q (37-75) 0,0358
tR(CCU)J (34-51) 0,0360
tT(CGU)K (1-33) 0,0364
tR(CCG)L (1-26) 0,0369
tW(CCA)M (4665) 0,0372
tV(CAC)H (53-70) 0,0377
tE(UUC)Q (1-31) 0,0381
tY(GUA)F2 (54_71) 0,0386
tF(GAA)Q (46-75) 0,0399
tE(UUC)M (30-71) 0,0399
tI(AAU)L2 (52-69) 0,0399
tI(AAU)B (53-71) 0,0401
tV(AAC)O (40-57) 0,0404
tE(CUC)I (31-50) 0,0405
tQ(CUG)M (38-71) 0,0405
tC(GCA)B (52-69) 0,0406
tW(CCA)M (42-66) 0,0407
tE(CUC)I (1-23) 0,0408
tK(UUU)G2 (31-52) 0,0410
tT(UAG)Q2 (38-74) 0,0415
T(AGU)N1 (7—24) 0,0416
tM(CAU)P (-2-36) 0,0417
tS(AGA)L (44-65) 0,0417
tG(GCC)D2 (57-74) 0,0420
tG(UCC)G (30-68) 0,0421
tG(GCC)C (57-74) 0,0421
T(AGU)N2 (34-76) 0,0422
1G(GCC)E (57—74) 0,0422
tN(GUU)K (1-25) 0,0423
tF(GAA)PL (1-28) 0,0425
tP(UGG)Q (37-71) 0,0427
tK(CUU)M (1-34) 0,0428
tE(UUC)Q (51-75) 0,0436
tA(AGC)P (48-83) 0,0446
tT(AGU)N2 (35-52) 0,0447
tI(AAU)IL (49-71) 0,0448
tT(CGU)K (73-96) 0,0449
tS(AGA)L (44-77) 0,0453
tG(CCC)D (36-71) 0,0458
tD(GUC)G1 (58-75) 0,0461
tQ(UUG)D3 (23-42) 0,0461
tS(GCU)F (41-81) 0,0463
tA(AGC)L (48-80) 0,0469
1S(AGA)L (6-24) 0,0471
tM(CAU)O2 (56-76) 0,0477
tG(CCC)D (31-51) 0,0484
tA(AGC)L (54-71) 0,0489
tG(CCC)0 (52-69) 0,0489
tS(AGA)L (32-72) 0,0490
tF(GAA)P1 (38-69) 0,0491
tR(UCU)J2 (29-51) 0,0499
tF(GAA)P1 (17-35) 0,0499

Warto$¢ p
tI(AAU)IL (57-77) 0,0001
tF(GAA)P1 (-37--12) 0,0002
tG(GCC)E (14-32) 0,0003
tV(CAC)H (39-72) 0,0004
tV(AAC)O (40-73) 0,0004
tW(UCA)Q (42-69) 0,0005
tV(AAC)L (39-73) 0,0006
tI(UAU)L (1-28) 0,0008
tI(AAU)P2 (75-93) 0,0011
tV(AAC)O (49-76) 0,0018
tT(UGU)G2 (38-74) 0,0019
tQ(UUG)D3 (36-71) 0,0020
tV(AAC)O (5-32) 0,0021
tE(CUC)I (1-36) 0,0026
tP(AGG)C (1-22) 0,0027
tA(AGC)L (47-67) 0,0031
tP(AGG)C (46-75) 0,0040
tM(CAU)02 (47-73) 0,0041
tQ(UUG)D2 (47-75) 0,0065
tQ(UUG)H (47-75) 0,0065
tE(UUC)I (35-74) 0,0069
tL(UAG)L2 (50-77) 0,0080
tP(AGG)C (49-75) 0,0084
tI(AAU)L2 (57-77) 0,0095
tT(AGU)N2 (39-66) 0,0096
tV(UAC)B (64-81) 0,0103
tH(GUG)E2 (42-59) 0,0105
tQ(UUG)D3 (51-68) 0,0113
tM(CAU)C (-2-41) 0,0122
tL(UAA)J (49-68) 0,0126
tR(ACG)L (38-71) 0,0129
tI(AAU)IL (49-77) 0,0129
tD(GUC)J3 (5-23) 0,0133
tK(CUU)M (39-68) 0,0138
tS(CGA)C (1-37) 0,0142
tD(GUC)J3 (39-74) 0,0150
tV(UAC)D (64-81) 0,0152
tM(CAU)O2 (1-23) 0,0153
tK(CUU)M (43-71) 0,0156
tT(UGU)H (55-75) 0,0161
tL(CAA)N (39-73) 0,0166
tH(GUG)E2 (38-56) 0,0181
tV(CAC)H (53-76) 0,0184
tE(CUC)D (44-73) 0,0191
tE(CUC)I (34-69) 0,0208
tT(UGU)H (50-75) 0,0210
tK(UUU)G2 (47-68) 0,0214
tK(CUU)M (34-70) 0,0232
tR(ACG)J (52-76) 0,0236
tQ(UUG)B (6-33) 0,0237
tQ(UUG)L (36-71) 0,0239
tK(UUU)G2 (1-23) 0,0240
tK(UUU)G2 (45-71) 0,0244
tV(AAC)O (1-37) 0,0244
tK(UUU)G2 (59-76) 0,0253
tQ(UUG)D3 (1-31) 0,0286
tT(UGU)G1 (38-55) 0,0301
tW(CCA)M (1-29) 0,0302
tK(CUU)M (47-70) 0,0313
tT(CGU)K (55-75) 0,0313
tT(AGU)N2 (35-56) 0,0330

Tab.53 tRF wykazujace istotno§¢ statystyczna w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu glodu

cukrowego z warunkami optymalnymi we frakcji polisomow
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tC(GCA)B (8-33) 0,0120
tQ(UUG)D3 (44-75) | 0,0120
tV(AAC)O (1-27) 0,0125
tP(AGG)N (41-73) 0,0143
tL(UAA)J (1-22) 0,0154
tL(UAA)J (50-81) 0,0157
tT(AGU)N2 (52-69) | 0,0159
tL(UAG)L2 (42-81) | 0,0159
tG(UCC)G (1-31) 0,0163
tF(GAA)Q (47-71) 0,0166
tV(AAC)O (10-35) 0,0168
tT(CGU)K (1-30) 0,0170
tE(UUC)I (38-57) 0,0171
tV(UAC)D (39-77) 0,0171
tI(AAU)L2 (40-73) | 0,0174
tT(UGU)G1 (38-70) | 0,0175
tQ(UUG)Q (38-58) | 0,0176
tP(UGG)Q (50-70) 0,0178
tA(UGC)G (37-71) 0,0183
tS(AGA)D1 (39-81) | 0,0185
tG(GCC)E (30-70) 0,0187
tV(CAC)H (1-29) 0,0220
tA(UGC)G (50-67) 0,0223
tL(CAA)N (1-25) 0,0227
tA(UGC)G (41-72) 0,0227
tQ(UUG)D3 (15-36) | 0,0236
tP(AGG)C (17-35) 0,0238
tL(UAG)L2 (39-57) | 0,0240
tH(GUG)Q (52-71) | 0,0241
tE(UUC)L (58-75) 0,0246
tP(AGG)C (10-34) 0,0266
tS(GCU)F (1-24) 0,0268
tP(AGG)N (37-70) 0,0277
tM(CAU)Q2 (45-63) | 0,0290
tP(AGG)C (3-28) 0,0293
tD(GUC)J3 (3-33) 0,0295
tD(GUC)J3 (-45- -12) | 0,0297
tG(CCC)D (47-72) 0,0321
tK(UUU)G2 (41-76) | 0,0321
tY(GUA)Q (42-84) | 0,0325
tE(CUC)I (39-71) 0,0332
tT(UAG)Q2 (45-62) | 0,0343
tN(GUU)K (40-72) | 0,0355
tP(AGG)C (37-70) 0,0357
tS(AGA)D1 (49-79) | 0,0376
tS(UGA)I (44-65) 0,0377
tL(GAG)G (65-85) 0,0397
S(AGA)L (49-81) 0,0399
tE(UUC)M (42-71) | 0,0428
tA(UGC)G (31-72) 0,0431
tC(GCA)P2 (1-30) 0,0433
tS(UGA)I (1-18) 0,0440
tG(CCC)D (3-30) 0,0457
tA(AGC)M1 (43-71) | 0,0461
tL(GAG)G (59-85) 0,0469
tK(CUU)M (39-76) | 0,0474
tN(GUU)Q (1-21) 0,0486
tS(AGA)L (44-81) 0,0497

Wartos¢ p
tT(UGU)G1 (3-24) 0,0001
tD(GUC)J3 (41-62) 0,0002
tV(AAC)O (1-32) 0,0002
tI(AAU)L1 (40-69) 0,0002
tS(AGA)L (59-83) 0,0002
tG(GCC)E (35-68) 0,0002
tG(GCC)E (38-70) 0,0003
tL(UAA)J (56-74) 0,0003
tG(GCC)D2 (38-68) 0,0003
tE(UUC)I (1-23) 0,0003
tL(CAA)N (7-25) 0,0004
tL(CAA)K (45-84) 0,0004
tA(UGC)G (53-71) 0,0004
tE(CUC)I (46-69) 0,0004
tL(UAA)J (64-81) 0,0004
tE(UUC)I (42-62) 0,0005
tQ(UUG)B (1-30) 0,0005
tQ(UUG)D3 (47-71) 0,0007
tR(CCU)J (46-69) 0,0008
tA(AGC)L (45-62) 0,0009
tV(AAC)O (49-76) 0,0010
tA(UGC)G (39-65) 0,0014
tT(AGU)N2 (39-72) 0,0014
tT(CGU)K (34-75) 0,0019
tR(CCG)L (1-30) 0,0020
tV(UAC)D (38-73) 0,0020
tG(UCC)G (41-71) 0,0023
tD(GUC)J2 (-35- -17) | 0,0028
tV(AAC)G3 (45-77) 0,0029
tH(GUG)E2 (42-65) 0,0030
tR(CCG)L (42-62) 0,0030
tP(UGG)A (37-75) 0,0031
tL(UAA)J (56-79) 0,0032
tG(UCC)G (41-67) 0,0035
tS(UGA)I (54-81) 0,0038
tI(UAU)L (1-25) 0,0039
tG(GCC)E (41-61) 0,0041
tT(UGU)G1 (43-70) 0,0048
tH(GUG)E2 (51-68) 0,0052
tE(UUC)I (52-70) 0,0053
tH(GUG)E2 (46-65) 0,0054
tG(UCC)G (3-28) 0,0059
tR(ACG)L (48-74) 0,0060
tN(GUU)02 (46-73) 0,0063
tS(AGA)L (30-47) 0,0069
tL(CAA)K (61-84) 0,0072
tG(GCC)E (41-70) 0,0077
tH(GUG)E2 (42-62) 0,0077
tL(UAA)J (1-25) 0,0080
tS(AGA)L (39-81) 0,0080
tT(UGU)G1 (38-65) 0,0082
tD(GUC)J3 (8-34) 0,0084
tS(UGA)I (49-79) 0,0086
tY(GUA)F2 (54-78) 0,0086
tG(UCC)O (41-74) 0,0093
tQ(UUG)B (40-71) 0,0099
tI(AAU)L2 (11-32) 0,0099
tL(CAA)N (39-57) 0,0101
tD(GUC)N (9-35) 0,0103
tH(GUG)M (-1-36) 0,0106
tA(UGC)G (43-65) 0,0108
tA(AGC)L (39-64) 0,0119

Tab.54 tRF wykazujgce istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu wylacznie bibliotek stresu
hiperosmotycznego z warunkami optymalnymi we frakcji polisoméw.
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tR(ACG)E (45-71) 0,0199 0,0266
tS(AGA)D1 (53-85) 0,0206 0,0243
tP(AGG)C (52-75) 0,0222 0,0296
tS(AGA)L (48-72) 0,0223 0,0300
tS(AGA)D1 (44-79) 0,0223 0,0013
tS(UGA)P (53-84) 0,0225 0,0299
tK(CUU)M (34-52) 0,0234 0,0318
tC(GCA)B (33-51) 0,0235 0,0320
tK(CUU)M (39-71) 0,0237 0,0140
tR(ACG)J (38-71) 0,0241 0,0330
tL(GAG)G (43-81) 0,0243 0,0334
tG(UCC)G (37-69) 0,0244 0,0389
tT(UGU)G2 (46-70) 0,0244 0,0333
tD(GUC)J3 (-49--32) 0,0248 0,0346
tK(CUU)M (30-70) 0,0249 0,0342
tW(CCA)M (5-29) 0,0268 0,0368
tR(CCG)L (42-71) 0,0269 0,0068
tV(AAC)O (32-53) 0,0278 0,0380
tS(AGA)L (54-81) 0,0279 0,0110
tM(CAU)O2 (30-52) 0,0281 0,0388
tE(CUC)I (51-71) 0,0282 0,0388
tE(UUC)B (52-75) 0,0289 0,0149
tE(UUC)L (52-75) 0,0290 0,0150
tL(UAA)J (7-25) 0,0290 0,0402
tS(AGA)L (30-61) 0,0291 0,0401
tH(GUG)Q (43-75) 0,0295 0,0051
tV(AAC)L (54-76) 0,0295 0,0330
tG(GCC)E (1-27) 0,0298 0,0147
tY(GUA)F2 (34-53) 0,0308 0,0428
tV(AAC)O (40-65) 0,0310 0,0429
tN(GUU)K (33-53) 0,0314 0,0437
tW(CCA)M (29-66) 0,0314 0,0438
tS(AGA)L (1-30) 0,0315 0,0436
tV(AAC)O (39-69) 0,0315 0,0438
tR(UCU)J2 (29-71) 0,0316 0,0440
tQ(UUG)B (40-65) 0,0316 0,0440
tQ(UUG)E2 (38-71) 0,0324 0,0455
tG(UCC)O (52-74) 0,0326 0,0430
tN(GUU)K (44-73) 0,0328 0,0192
tE(UUC)I (35-52) 0,0329 0,0450
tL(CAA)N (58-76) 0,0332 0,0464
tV(UAC)D (48-81) 0,0332 0,0469
tI(UAU)L (29-52) 0,0335 0,0471
tQ(UUG)D3 (40-62) 0,0338 0,0473
tA(AGC)K1 (59-76) 0,0347 0,0423
tA(AGC)K2 (59-76) 0,0348 0,0425
tA(AGC)L (59-76) 0,0349 0,0425
tV(UAC)D (31-53) 0,0352 0,0495
tW(UCA)Q (42-74) 0,0357 0,0497
tG(GCC)G1 (35-70) 0,0365 0,0099
tA(UGC)G (47-65) 0,0396 0,0025
tL(CAA)N (42-81) 0,0417 0,0002
tL(UAG)L2 (39-81) 0,0443 0,0205

Wartosé¢ p* Wartos¢ p**
tD(GUC)J3 (32-74) 0,0002 0,0124
tR(CCU)J (46-75) 0,0002 0,0006
tG(GCC)GL1 (38-70) 0,0003 0,0294
tT(UGU)G1 (46-72) 0,0004 0,0006
tD(GUC)J3 (39-70) 0,0005 0,0002
tA(AGC)L (38-76) 0,0006 0,0007
tE(CUC)I (30-71) 0,0006 0,0009
tG(CCC)D (39-71) 0,0007 0,0007
tD(GUC)J3 (43-71) 0,0007 0,0004
tD(GUC)G1 (39-75) 0,0009 0,0124
tL(UAA)J (39-81) 0,0009 0,0012
tW(CCA)M (37-71) 0,0010 0,0014
tN(GUU)P (49-74) 0,0012 0,0380
tY(GUA)F2 (47-73) 0,0012 0,0006
tT(UGU)H (38-70) 0,0013 0,0019
tQ(UUG)L (42-75) 0,0014 0,0031
tR(CCG)L (47-68) 0,0015 0,0020
tW(CCA)M (52-69) 0,0019 0,0026
tE(CUC)D (33-74) 0,0019 0,0136
tL(CAA)N (62-80) 0,0022 0,0010
tR(UCU)J2 (8-32) 0,0022 0,0032
tA(UGC)Q (44-72) 0,0029 0,0042
tI(AAU)L2 (49-73) 0,0030 0,0044
tL(GAG)G (39-81) 0,0030 0,0020
tM(CAU)D (74-93) 0,0031 0,0045
tA(UGC)G (47-76) 0,0031 0,0045
tG(CCC)D (52-69) 0,0036 0,0055
tV(AAC)G3 (52-77) 0,0038 0,0028
tL(CAA)N (42-73) 0,0048 0,0001
tG(CCC)O (43-71) 0,0052 0,0087
tL(UAA)J (56-83) 0,0056 0,0045
tL(UAA)J (44-80) 0,0057 0,0077
tA(AGC)L (39-71) 0,0063 0,0011
tL(CAA)N (31-48) 0,0077 0,0113
tG(GCC)D2 (35-70) 0,0090 0,0118
tT(AGU)N2 (43-76) 0,0105 0,0230
tL(UAA)J (64-87) 0,0114 0,0141
tL(UAA)D (64-86) 0,0114 0,0141
tG(GCC)GL1 (41-70) 0,0123 0,0012
tS(AGA)L (1-24) 0,0133 0,0028
tA(UGC)G (30-52) 0,0153 0,0198
tW(CCA)M (29-50) 0,0156 0,0202
tR(ACG)L (31-52) 0,0159 0,0206
tA(UGC)G (34-76) 0,0167 0,0098
tI(AAU)L2 (30-53) 0,0172 0,0226
tD(GUC)J3 (30-68) 0,0173 0,0228
tR(ACG)L (42-71) 0,0178 0,0240
tV(AAC)L (42-73) 0,0179 0,0237
tA(UGC)G (30-69) 0,0183 0,0246
tK(CUU)M (30-51) 0,0183 0,0243
tD(GUC)J3 (30-50) 0,0184 0,0243
tL(UAA)J (49-74) 0,0185 0,0246
tC(GCA)B (29-51) 0,0186 0,0247
tE(UUC)I (44-71) 0,0191 0,0331
tQ(UUG)B (36-71) 0,0191 0,0256
tG(UCC)G (31-51) 0,0194 0,0260
EX(XXX)L (60-83) 0,0194 0,0397
tE(UUC)I (30-50) 0,0195 0,0259

Tab.55 tRF wykazujace istotno$c¢ statystyczna w porownaniu obu bibliotek stresowych z
warunkami optymalnymi we frakcji polisoméw. p* - poréwnanie hodowli w warunkach stresu glodu

cukrowego (AlkB+ i AIkB-) z hodowla w warunkach optymalnych (AlkB+ i AlkB-). Warto$¢ p** -

pordéwnanie hodowli w warunkach stresu hiperosmotycznego (AlkB+ i AlkB-) z hodowlag w warunkach

optymalnych (AlkB+ i AIkB-).
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