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Replikacja DNA jest podstawowym procesem biologicznym, niezbednym dla
kazdego organizmu. Centralny metabolizm wegla (CCM) ma zasadnicze znaczenie jako
glowne zrédlo energii  wszystkich funkcji zyciowych organizméw, zapewniajac
uzyskanie energii z substancji odzywczych i dostarczanie prekursorow do dalszej
biosyntezy. We wczesniejszych badaniach zcharakteryzowano temperaturo-wrazliwe
mutanty Escherichia coli, ktore posiadaja mutacje w genach kodujacych biatka biorace
udziat w replikacji DNA. Ich swoistymi cechami jest filamentujagca morfologia komorki
i zachamowanie wzrostu w restrykcyjnej temperaturze. Zaobserwowano, ze defekt ten
moze by¢ tlumiony przez delecj¢ niektorych genéw kodujacych enzymy z CCM jak np:
pta, ackA ze szlaku przemiany octanu i gpmA z glikolizy/glukoneogenezy. Jedna z
mozliwo$ci wytlumaczenia tego zjawiska jest hipoteza, zaktadajaca, ze zwigksza si¢
poziom metabolitow w wyniku zaburzen pewnych enzyméw CCM, co moze by¢
odpowiedzialne za wplyw na replikacj¢ DNA.

Celem badan przeprowadzonych w ramach tej pracy doktorskiej bylo testowanie
powyzszej hipotezy poprzez zbadanie oddziatywania metabolitow: pirogronianu, octanu,
bursztynianu 1 fumaranu na wzrost 1 morfologi¢ komorek oraz replikacie DNA w
temperaturze restrykcyjnej szczepow: dnaA46(ts), dnaB8(ts), dnaC(ts), dnaE486(ts),
dnaG(ts), dnaN159(ts) i MG1655 (jako szczep kontrolny). Wzrost bakterii byt badany w
poréwnaniu do wzrostu bakterii szczepu typu dzikiego, w temperaturach permisywne;j 1
restrykcyjnej, w obecnosci r6znych stezen w/w metabolitow. W celu zbadania wplywu
metabolitow na syntez¢ DNA ocenialam kinetyke tego procesu przez pomiar wceielania
radioaktywnie znakowanej thymidyny do DNA. Analiza mikroskopowa miata na celu
zbadanie wptywu metabolitow na morfologi¢ bakterii.

Zahamowanie wzrostu mutantéw bakteryjnych bylo w roéznym stopniu
supremowane przez badane metabolity. Efekt filamentacji mutantow zostat
suprymowany w obecnosci wszystkich w/w metabolitow. Jednkaze proces replikacji
DNA, mierzony poprzez okreslenie kinetyki syntezy DNA w krotkim czasie po
wprowadzeniu warunkéw restrykcyjnych (podwyzszona temperatura) in vivo albo

rozpoczgcia reakcji in vitro, nie byt stymulowany przez zaden z badanaych metabolitow.



Uzyskane wyniki sugeruja, ze defekty obserwowane w mutantach replikacyjnych
moga by¢ znoszone przez specyficzne metabolity wystepujace w podwyzszonych
stezeniach w komorce. Efekty te sg jednak prawdopodobnie posrednie i nie wptywaja na
sam proces replikacji DNA. Niemniej jednak moje rezultaty stanowig kolejny dowod na

powiazania procesu regulacj replikacji DNA z centralnym metabolizmem wegla.



