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Szereg zlozonych globalnych systeméw regulacyjnych, ktore rozwingly bakterie,
pozwalaja na szybkie i precyzyjne przystosowanie si¢ tych organizméw do zmieniajacych si¢
warunkéw $rodowiska naturalnego. Jednym z proceséw, ktorego precyzyjna regulacja jest
kluczowa dla przezycia organizmu jest replikacja DNA. Proces powielania materialu
genetycznego bakterii rozpoczyna si¢ w rejonie zwanym origin replikacji (w przypadku
Escherichia coli - oriC) i przebiega dwukierunkowo az do terminatorowego regionu zwanego
ter. Prawidlowe zaj$cie calego procesu wymaga obecnosci wielu biatek stanowiacych
skomplikowana strukturg biologiczna, na ktora skladaja si¢ przede wszystkim: inicjatorowe
biatkko DnaA, helikaza DnaB oraz transportujace helikazg¢ bialkko DnaC, holoenzym
polimerazy DNA 111 (tworzony przez co najmniej 10 podjednostek), prymaza DnaG oraz oraz
gyraza. Ponadto procz polimerazy DNA III E. coli posiada: polimerazg¢ DNA 1, o aktywnosci
polimerazy 5°->3’ oraz egzonukleazy zaré6wno 5°->3’ jak i 3°->5°, ktora bierze udziat w
usuwaniu starterOw, taczeniu fragmentéw Okazaki oraz naprawie DNA, polimeraz¢ DNA II,
ktorej gldéwna rola jest sprawdzanie poprawnosci replikacji oraz naprawa blgdow powstatych
w wyniku dzialania polimerazy DNA III, polimerazg DNA 1V, zaangazowana w nie-
ukierunkowang mutagenezg, a takze polimeraze¢ DNA V, bioraca udziat w odpowiedzi SOS i
posiadajaca zdolno$¢ syntezy na uszkodzonej matrycy DNA (z ang. translesion DNA
synthesis).

Przebieg replikacji to jej trzy podstawowe etapy: inicjacja, elongacja oraz terminacja.
W zakresie kontroli tych proceséw najbardziej poznane zostaly etapy inicjacji i terminacji.
Mechanizmy regulacji elongacji nie sa dobrze wyjasnione, mimo iz etap ten stanowi
kluczowy proces dla funkcjonowania komorki. Zaburzenie metabolizmu komorek w wyniku
niedoboru sktadnikéw odzywczych skutkuje nieprawidtlowos$ciami w procesie replikacji
DNA, a tym samym zaburzeniami stabilno$ci genetycznej. Replikacja DNA, podobnie jak
caly cykl komérkowy, zalezna jest od dostgpnosci sktadnikow pokarmowych. Co ciekawe,
cykl komérkowy E. coli i niektorych innych bakterii hodowanych w pozywce ubogiej w
sktadniki odzywcze jest bardzo podobny do cyklu komoérkowego komorki eukariotycznej.

Rozpoczyna si¢ on od fazy poprzedzajacej proces syntezy DNA 1 przebiega poprzez sam



proces replikacji DNA oraz faz¢ po zakonczeniu replikacji do momentu podziatu komorki.
Natomiast w pozywce bogatej w skladniki odzywcze, dzigki rozpoczgciu nowej rundy
replikacji DNA zanim poprzednia si¢ zakonczy, caly cykl komoérkowy jest zdecydowanie
krotszy. Wystgpowanie réznic w przebiegu cyklu komérkowego w zaleznosci od dostepnosci
pokarmu $wiadczy o jego istotnym powiazaniu z metabolizmem komérkowym, a szczegdlnie
z centralnym metabolizmem weglowym. Centralny metabolizm wegla (z ang. central carbon
metabolism, CCM) jest szeregiem procesow, dzigki ktorym poprzez przemiany substratow i
ich produktéw posrednich uzyskiwana jest energia niezbedna do rozwoju 1 rozmnazania
komorki. Metabolity posrednie powstajace w wyniku tych przemian stanowia pule substratow
wyjsciowych dla szlakow syntez  makroczasteczek. Glikoliza, glukoneogeneza, szlak
pentozofosforanowy i cykl kwasow trikarboksylowych tworza rdzen szlakéw metabolizmu
wegla, glukoza natomiast stanowi najczestszy substrat wykorzystywany w reakcjach
energetycznych, ktore stanowia podstawe funkcjonowania catej komorki. Niemniej jednak
komoérka moze wykorzystywaé rézne zwiazki organiczne wcielajac je do szlakow przemian
na odpowiednich etapach. Zaburzenie jakiegokolwiek ze szlakéw centralnego metabolizmu
wegla moze skutkowaé zaburzeniem catego cyklu komorki, w tym replikacji DNA. W
zalezno$ci od tego na jakim etapie to zakldcenie wystapi, komorka w ogole si¢ nie podzieli,
nie zreplikuje swojego materialu genetycznego badz bedac w trakcie wydluzania nici
potomnej DNA nie uruchomi wszystkich mechanizméw odpowiedzialnych za sprawdzenie
wiernos$ci syntezy nici potomnej. Obecnie mechanizm taczacy ze soba tak wazne dla komorki
procesy jakimi sa replikacja DNA 1 centralny metabolizm wegla nie jest poznany.

Enzymy centralnego metabolizmu weglowego naleza do bardzo istotnych dla
funkcjonowania organizméw, a niektore z nich sa wielofunkcyjne. Powiazanie migdzy
metabolizmem wegla a replikacja DNA moze dotyczy¢ nieznanych dotad funkcji
enzymatycznych, co jest w zgodzie z faktem, iz niektore z biatek metabolicznych moga
znajdowac¢ si¢ w strukturach i funkcjonalnych kompleksach nie zwiazanych z CCM. Dla
przyktadu, enzymy CCM moga przejawia¢ aktywnosci katalityczne zwigzane z funkcjami w
naprawie DNA, takie jak glikozydaza uracylu czy kinaza biatkowa. Wirulencja patogendéw
bakteryjnych moze zaleze¢ od enzyméw glikolitycznych eksponowanych na powierzchni
komorek. W przypadku wielu proceséw chorobotworczych, enzymy CCM oddziatuja
wowczas z protezami w celu degradowania §luzu na btonach $luzowych, sprzyjajac inwazji.
Powiazanie ze soba replikacji DNA 1 CCM moze odbywac si¢ na drodze nieznanego dotad
mechanizmu. Mechanizm ten moze mie¢ wpltyw na zmiany w cyklu komérkowym, a tym

samym na podziat komorki, replikacjg i segregacj¢ chromosomu.



Pierwszym celem mojej pracy bylo zbadanie czy istnicja specyficzne reakcje
metaboliczne (szlakow glikolizy, glukoneogenezy, szlaku pentozofosforanowego, cyklu
Krebsa i szlaku metabolizmu pirogronianu) powiazane z procesem replikacji DNA u bakterii
Escherichia coli. Badanie przeprowadzone w 2007 roku przez zesp6t dr Janniere pozwolily na
zidentyfikowanie gendéw kodujacych enzymy CCM, ktére moga modulowaé aktywnos¢
aparatu replikacyjnego. Zauwazono wowczas, iz u bakterii Bacillus subtilis efekty niektorych
mutacji w genach replikacyjnych byly niwelowane przez mutacje w genach kodujacych
enzymy uczestniczace w koncowych etapach glikolizy. Taki system sugeruje istnienie
zaleznych od metabolizmu zmian w niektorych enzymach replikacyjnych, przez co mozliwa
jest koordynacja replikacji DNA w odpowiedzi na stan fizjologiczny komorki. W zwiazku z
tym zadaliSmy sobie pytanie czy zjawisko to charakterystyczne jest tylko dla jednego rodzaju
bakterii, czy tez jest raczej bardziej powszechne?

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie skonstruowatam szczepy bakterii Escherichia coli
niosace kombinacje mutacji w genach replikacyjnych, nadajacych komoérkom fenotyp
temperaturo-wrazliwosci oraz w genach centralnego metabolizmu wegla. Do badan wybratam
szczepy bakteryjne z mutacjami w genach dnaA (kodujacym biatko odpowiedzialne za
inicjacj¢ replikacji), dnaC (biatko transportujace helikaz¢ DnaB do nici DNA), dnaG
(prymaza), dnakE (podjednostka alfa DNA polimerazy Ill) i dnaN (podjednostka beta DNA
polimerazy IIl) oraz dostepne z kolekcji Keio szczepy z delecjami w genach kodujacych
enzymy metaboliczne. Nastgpnie analizowatam efekty supresji mutacji w genach
odpowiedzialnych za replikacjc DNA, ktorej efektem fenotypowym byta temperaturo-
wrazliwos¢, przez mutacje w genach metabolicznych (szlakow glikolizy, glukoneogenezy,
pentozofosforanowego, metabolizmu pirogronianu oraz cyklu Krebsa). Zaobserwowatam, ze
fenotyp temperaturo-wrazliwosci w przypadku obecnosci mutacji dnaA46, dnaG(ts) oraz
dnaN159 niwelowany jest przez mutacje w genach kodujacych acetylotransferazg
fosforanowa (Pta) oraz kinazg octanowa (AckA), biorace udziat w szlaku metabolizmu
pirogronianu. Przy obecnosci mutacji dnaB8 supresja obserwowana jest rowniez w przypadku
mutacji w genach kodujacych enzymy izomerazy glukozo-fosforanowej (Pgi) katalizujacej
reakcje szlakow glikolizy i glukoneogenezy oraz acetylotransferazy fosforanowej (Pta). Efekt
mutacji w genie dnaG jest z kolei niwelowany przez mutacj¢ w genach fosfogliceromutazy I
(GpmA\) szlaku glikolizy/glukoneogenezy [1].

Proces replikacji DNA musi by¢ bardzo doktadny, aby nie naraza¢ komorki na
pojawianie si¢ mutacji wynikajacych z bledow jakie popetnia polimeraza DNA III podczas

syntezy nici potomnej. Wytworzone zostaly specjalne mechanizmy pozwalajace sprawdzaé



wiernos$¢ tego procesu. Wysoka doktadnos¢ replikacji DNA zachowana jest przede wszystkim
dzigki obecnosci podjednostek alfa (DnaE) i epsilon (DnaQ) polimerazy DNA III. Biatko
DnaE to katalityczna podjednostka polimerazy, ktora rowniez odpowiedzialna jest za
precyzyjne dotaczanie nukleotydow do nowo syntetyzowanego tancucha DNA. DnaQ z kolei
posiada aktywnos¢ korektorska 5°->3’. Nieobecnos¢ ktoregos z bialek skutkuje pojawieniem
si¢ spontanicznych mutacji i chroniczna indukcja odpowiedzi SOS u bakterii. Oprécz genow
dnakE i dnaQ, produkty genu dnaX réwniez biora udzial w utrzymywaniu wiernosci i
doktadnosci procesu replikacji. Ostatnio przeprowadzone badania wskazaty, ze doktadnos¢
procesu replikacji DNA dotyczy zaréwno nici ciaglej jak i opoznionej.

Efektem mutacji dnaQ49 i dnaX36 jest pojawienie si¢ bardzo duzej liczby
spontanicznych mutacji, dlatego tez wykorzystujac t¢ zalezno$¢, w kolejnym etapie moich
badan, sprawdzilam czy polaczenie centralnego metabolizmu wegla z replikacja DNA
zwiazane jest tylko z wydajna synteza nici potomnej, czy ma réwniez wpltyw na doktadnos¢
tego procesu. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze wzrost efektu mutatorowego w
szczepach z mutacja w genach dnaQ49 i dnaX36 niwelowany jest w obecno$ci mutacji w
genach kodujacych enzymy: hydratazg akonitynianowa B (AcnB), dehydrogenaze
izocytrynianowa specyficzna dla NADP+ (Icd), kinazg octanowa (AckA) i acetylotransferazg
fosforanowa (Pta). Jedynie w przypadku mutacji w genie dnaX, réwniez dysfunkcja
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu (Zwf) powoduje obnizenie poziomu spontanicznych
mutacji [2]. Efekty supresji we wszystkich otrzymanych supresorach dla kazdej z mutacji dna
moga zosta¢ zniesione poprzez kontrolowana ekspresj¢ dzikiego typu genu, znajdujacego si¢
pod kontrola promotora obecnego na plazmidzie.

Aby zbadaé inne efekty fenotypowe mutacji dna wykorzystatam charakterystyczny
efekt tworzenia filamentow przez temperaturo-wrazliwe szczepy hodowane w podwyzszone;j
temperaturze. Hodowanie bakterii w temperaturze restrykcyjnej prowadzi do rozregulowania
procesu replikacji, wskutek czego komorka nie moze si¢ podzieli¢ 1 tworzy wydluzone
struktury filamentow. Aby zbada¢ ksztalt komorki oraz potozenie nukleoidu w pojedynczych
mutantach replikacyjnych oraz podwdjnych mutantach supresorowych, zidentyfikowanych w
poprzednim etapie mojej pracy, wykonatam analiz¢ przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego [3].

Dlugos¢ komorki w szczepach dnaA46, dnaB8, dnaG(ts), dnaE486 oraz dnaN159
waha si¢ w granicach od 10 do ok. 30 um. Obecnos¢ dodatkowej mutacji w genach pta, ackA,
poi, tktB i gpmA, podobnie jak w przypadku supresji temperaturo-wrazliwosci, suprymuje

efekt filamentacji. Kontrolowana produkcja biatka metabolicznego, ktérego gen jest obecny



na plazmidzie, powoduje ponowne zaburzenie podziatu komorki, tworzenie filamentow i
wydtuzenie oraz rozproszenie nukleoidu.

Niekorzystne energetycznie procesy, ktore zmniejszaja zdolno$¢ przezywania bakterii
regulowane sa poprzez tzw. odpowiedz $cista. Odpowiedz $cista to przede wszystkim zespot
odpowiedzi fizjologicznej bakterii na stres zwiazany z brakiem odpowiednich skladnikéw
pokarmowych (gtéd aminokwasowy). Jej alarmonami sg czterofosforan guanozyny i
pieciofosforan guanozyny (ppGpp i pppGpp, okreslane wspdlnie jako (p)ppGpp). Funkcje
(p)ppGpp przejawiaja si¢ poprzez bezposrednie oddzialtywanie z polimeraza RNA, powodujac
zmiany w globalnych procesach metabolicznych, takich jak ekspresja wielu genow czy
replikacja DNA. Nukleotydy te biora udzial rowniez w regulacji procesu inicjacji replikacji
DNA poprzez zahamowanie replikacji z oriC, u bakterii Escherichia coli, czy negatywna
regulacje replikacji niektorych plazmidow. Ostatnie doniesienia wykazaly, ze u bakterii
Bacillus subtilis, (p)ppGpp moze regulowac replikacj¢ DNA réwniez na poziomie elongacji,
powodujac zatrzymanie widetek replikacyjnych podczas odpowiedzi $cistej wskutek
zahamowania aktywnosci prymazy DnaG. Prymaza DnaG to biatko, ktore podczas replikacji
DNA syntetyzuje krotkie fragmenty RNA tzw. startery na nici opoznionej. Enzym ten jest
niezwykle istotny, gdyz jakiekolwiek zaburzenie jego dziatania skutkuje zahamowaniem
calego procesu replikacji DNA. Bardzo waznym czynnikiem transkrypcyjnym powiazanym z
(p)ppGpp 1 mogacym bra¢ udziat w polaczeniu replikacja DNA-metabolizm jest biatko DKSA,
ktore wzmacnia efekt dziatania czterofosforanu guanozyny na promotory rybosomalne, a
takze pozytywnie reguluje syntezg¢ aminokwasow przez ppGpp. Sugeruje si¢ takze, iz biatko
to moze bra¢ rowniez udziat wraz z ppGpp w naprawie DNA. Brak danych literaturowych
wskazujacych na jakikolwiek wptyw odpowiedzi $cistej 1 jej alarmonow na proces elongacji
replikacji u bakterii Escherichia coli, sktonit mnie do sprawdzenia, jaki wptyw alarmony
odpowiedzi Scistej oraz biatko DksA maja na etap elongacji replikacji DNA.

Pomiar kinetyki syntezy starterow replikacji w uktadzie in vitro wykazat, iz
czterofosforan guanozyny (ppGpp) znacznie obniza wydajno$¢ syntezy starterow RNA.
Mniejsze zahamowanie zaobserwowatam w przypadku obecnosci pigciofosforanu guanozyny
(pppGpp). Dziatanie (p)ppGpp byto widoczne zaréwno w ukladzie doswiadczalnym w
obecnosci helikazy DnaB (oddziatujacej z DnaG), jak i przy braku DnaB [4]. Sugeruje to
bezposrednie oddzialywanie ppGpp z prymaza DnaG u Escherichia coli. Ponadto zbadane
zostato rowniez, w jaki sposob nukleotyd ten dziata bezposrednio na proces replikacji DNA in
vitro. Jednoczes$nie wiedzac, iz biatko DksA podobnie jak ppGpp stanowi gléwny regulator

transkrypcji w odpowiedzi na warunki glodowe sprawdzitam réwniez, czy nie ma ono



wptywu na proces replikacji in vitro. W wyniku przeprowadzonych badan wykazatam, ze
czterofosforan guanozyny podobnie jak w przypadku zaburzenia dziatania prymazy podczas
syntezy starterow in vitro, hamuje proces replikacji. Dodanie do mieszaniny reakcyjnej
innego regulatora transkrypcyjnego (DksA), ktory rowniez moglby wplynaé na proces
replikacji, nie wykazato istotnych zmian. Analiza kinetyki replikacji DNA in vivo z
zastosowaniem szczepow bakteryjnych Escherichia coli ppGpp-null, w warunkach glodu
aminokwasowego, nie wykazala istotnych roznic w przebiegu replikacji DNA, w odniesieniu
do szczepu bakteryjnego typu dzikiego [5]. Sprzeczne wyniki moga by¢ spowodowane
obecnoscia hipotetycznego, nieznanego czynnika, ktéry maskuje dziatanie bezposrednie
ppGpp na prymaze DnaG in vivo. Ponadto prymaza DnaG moze nie by¢ skutecznie
hamowana przez ppGpp w komorkach E. coli, ze wzgledu na konkurencje, w jaka wchodzi z
polimeraza RNA.

Zaobserwowane 1 przedstawione przeze mnie zaleznoSci ukazuja mozliwos¢
skorelowania dwoch bardzo waznych procesow, jakimi sa replikacja DNA oraz centralny
metabolizm wegla. Przeprowadzane do tej pory badania ograniczaly si¢ gltownie do
niezaleznego poznawania tych procesOw. Wyniki moich badan stanowia podstawg do
dalszych badan mechanizmu tego powiazania i wskazuja na poznanie dotad nie odkrytych

zjawisk oraz regulacji ich polaczen.
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