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Rozw¢j komorki eukariotycznej odbywa si¢ poprzez kolejne, zachodzace po sobie
etapy cyklu komorkowego, podczas ktoérego dochodzi do jej wzrostu, powielenia materialu
genetycznego oraz podziatu na dwie komorki potomne. Wiele czynnikéw §rodowiskowych,
jak réwniez wewnatrzkomorkowych decyduje o tym, czy komorka przejdzie przez kolejne
fazy cyklu komodrkowego, czy tez wejdzie w stan spoczynku. Przebieg cyklu zalezy réwniez
od prawidlowego funkcjonowania proceséw metabolicznych, w tym centralnego metabolizmu
wegla (ang. central carbon metabolism, CCM) oraz replikacji DNA. Jednym z podstawowych
procesow CCM jest glikoliza. Stanowi ona gldéwna droge przemian glukozy w komorkach,
prowadzaca do jej przeksztalcenia w pirogronian. Szlak glikolityczny jest nie tylko zrodtem
energii komorkowej, ale takze zwiazkéw posrednich wykorzystywanych w pozostatych
szlakach metabolicznych. Do niedawna uwazano, ze metabolizm wegla oraz replikacja DNA
sa ze soba powigzane raczej w sposOb posredni, gltdéwnie poprzez dostarczang energie,
niezbedna do powielenia materiatu genetycznego, jak 1 wytwarzanie prekursoroOw substratow
w postaci deoksyrybonukleotydoéw. Jednak najnowsze wyniki badan przeprowadzonych
na organizmach prokariotycznych sugeruja istnienie duzo bardziej ztozonych zaleznosci
pomiedzy tymi dwoma procesami. Natomiast w przypadku komorek eukariotycznych brakuje
danych literaturowych na ten temat, a nawet jesli si¢ pojawiaja, to w wiekszosci pochodza
z prac nad komodrkami nowotworowymi lub pojedynczymi enzymami glikolitycznymi.
Dlatego tez celem tej pracy bylo przeprowadzenie analiz obejmujacych caty szlak, a nie tylko
jego wybrane enzymy, w zdrowych ludzkich komoérkach. Swoje badania przeprowadzitam
na fibroblastach linii HDFa reprezentujacych zdrowe, aktywnie dzielace si¢ komorki, nie

majace cech transformacji.

Do wyciszenia ekspresji poszczegdlnych gendéw kodujacych enzymy zaangazowane
w reakcje szlaku glikolizy wykorzystatam siRNA. Nastepnie po wyciszeniu ekspresji genow
przeprowadzitam analizy proliferacji komorkowej, a takze przebiegu cyklu komodrkowego
ze szczegdlnym uwzglednieniem wejscia komorek w faze replikacji DNA. Sprawdzitam

réwniez poziom syntezy DNA w badanych komoérkach. Wyciszenie ekspresji genu GAPDH



kodujacego dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego skutkowato obnizeniem o okoto
potowe liczby komorek. Poza tym powodowalo znaczny spadek poziomu syntezy DNA oraz
ilosci komorek w fazie S. Podobny efekt uzyskatam po wyciszeniu ekspresji genu HK2
kodujacego heksokinaze 2. Analiza cyklu komorkowego wykazata takze okoto 20-30%
obnizenie ilosci komodrek w fazie replikacji DNA po wyciszeniu ekspresji genow PFKM, TPI,
oraz LDHA, przy czym liczba komorek oraz poziom syntezy DNA spadat tylko o okoto 15%.
Z kolei wyciszenie ENO1 kodujacego a-enolaze opdzniato wejscie komorek w faze S o okoto
2 h w stosunku do komorek kontrolnych. Wptywalo roéwniez negatywnie na liczbe
fibroblastow oraz poziom syntezy DNA. Pomimo istnienia danych literaturowych
o negatywnym wplywie obnizenia aktywnos$ci niemal kazdego enzymu szlaku glikolizy
na proliferacje oraz zywotno$¢ komoérek nowotworowych, w przypadku zdrowych komorek
fibroblastow nie zaobserwowalam znacznego efektu wyciszenia ekspresji genow ALDOA,
PGK1, PGAM1 oraz PKM na przebieg cyklu komoérkowego oraz syntezy DNA. Posrod
proponowanych mechanizméw powigzania centralnego metabolizmu wegla z replikacja DNA
wskazuje si¢ takze na mozliwg rolg metabolitow, ktorych zaburzony poziom spowodowany
zmianami w aktywno$ci enzymdéw metabolizmu wegla moglby prowadzi¢ do zmian
w przebiegu syntezy DNA. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze w przypadku
suplementacji pozywki fosfoenolopirogoronianem w komoérkach z wyciszong ekspresja ENO1
dochodzito do nieznacznego zwigkszenia wydajnosci syntezy DNA w stosunku do komorek
kontrolnych, nietraktowanych siRNA. Natomiast dodanie pirogronianu w nieco wyzszych

stezeniach powodowato efekt odwrotny, niezaleznie od rodzaju wyciszanego genu.

Podsumowujac, wyniki mojej pracy sugeruja istnienie bardziej skomplikowanych
zalezno$ci pomiedzy podstawowymi procesami zachodzacymi we wszystkich komorkach,
jakimi sg glikoliza 1 replikacja DNA, niz do tej pory zaktadano. Ponadto jest to pierwsza tak
kompleksowa analiza skutkéw wyciszenia genow glikolitycznych i1 ich ewentualnego wptywu
na cykl komorkowy, w tym replikacje DNA, w zdrowych komoérkach ludzkich. Dane
te pozwalaja nie tylko poszerzy¢ nasza wiedz¢ na temat funkcjonalnego powigzania obu tych
procesoOw w komorce eukariotycznej, ale takze moga w przyszitosci umozliwi¢ modelowanie
mechanizmow regulacyjnych, czy przewidywa¢ ewentualne skutki dziatania ro6znych
czynnikow wplywajacych na funkcjonowanie danego organizmu. Ponadto moga one by¢
istotne przy planowaniu potencjalnych terapii antynowotworowych, ukierunkowanych

na zahamowanie procesu glikolizy.



