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Replikacja DNA jest jednym z najwazniejszych procesow zachodzacych we wszystkich

zywych organizmach zaré6wno prokariotycznych, jak i eukariotycznych.
W przeciwienstwie do organizmoéw prokariotycznych, u Eukariota replikacja zachodzi w jadrze
komoérkowym, dodatkowo synteza DNA przebiega znacznie wolniej. Jednakze rekompensowane
jest to poprzez mozliwos¢ rozpoczecia tego procesu w wielu miejscach jednoczesnie. Rejony, w
ktorych rozpoczyna si¢ replikacja okreslane sag mianem origin replikacji. U wiekszosci zwierzat (z
wyjatkiem ssakéw) w stadium embrionalnym podczas syntezy DNA aktywne sa praktycznie
wszystkie miejsca inicjacji replikacji. Ma to na celu zapewnienie bardzo szybkiego powielenia
materiatu genetycznego. Doktadne kopiowanie materiatu genetycznego jest niezmiernie istotne dla
prawidtowego funkcjonowania komorki, jak i zachowania ciggtosci danego gatunku. Replikacja jest
procesem wieloetapowym, co moze by¢ czynnikiem powodujacym wystapienie biedu na ktoryms z
etapow. Jednakze organizmy wyksztatcity wiele mechanizmow, ktore scisle kontroluja jej przebieg.
Mimo ro6znic w szczegotach tego procesu, ogdélny schemat jego przebiegu wykazuje wiele
podobienstw, a co za tym idzie, podstawy regulacji mechanizméw dziatania replikacji sa podobne.
Zaburzenia w prawidtowym przebiegu tego procesu moga doprowadzi¢ do rozwoju szeregu chorob,
w tym nowotworow.

W zwigzku z tym, ze replikacja jest procesem endoenergetycznym, jej prawidtowe
funkcjonowanie zalezne jest miedzy innymi od przebiegu centralnego metabolizmu wegla.
Centralny metabolizm wegla (CCM, ang. Central Carbon Metabolism) to szereg przemian
substratow i produktow posrednich, dzigki ktorym komorka zostaje zaopatrzona w energie
niezbgdna do prawidlowego rozwoju i podziatu. Gtownym zrodiem energii potrzebnej do
prawidtowego funkcjonowania komorki jest glukoza. Do najwazniejszych szlakow sktadajacych si¢
na CCM naleza: glikoliza, cykl Krebsa, glukoneogeneza, oraz szlak pentzofosforanowy.
Nieprawidtowosci w dziataniu ktéregokolwiek ze szlakow CCM moga powodowaé problemy w
funkcjonowaniu komorki, w tym roéwniez problemy w przebiegu procesu replikacji.
Dotychczasowe, nieliczne badania nad rola enzymow roznych szlakoéw metabolicznych sugeruja, ze
niektore z nich mogg uczestniczy¢ w regulacji procesu replikacji oraz wptywac na jej wydajnos¢ w
organizmach bakteryjnych oraz drozdzach.

Jednym ze szlakow metabolicznych zaliczanych do centralnego metabolizmu wegla jest



szlak pentozofosforanowy (PPP). Szlak ten obejmuje szereg reakcji prowadzacych do utleniania
heksoz do pentoz. Sktada si¢ z dwoch faz: fazy oksydacyjnej — ztozonej z trzech nieodwracalnych
reakcji oraz fazy nieoksydacyjnej — tworzonej przez szereg odwracalnych przemian katalizowanych
przez enzymy allosteryczne. W fazie oksydacyjnej dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD)
przeksztatca glukozo-6-fosforan do NADPH i 6-fosfoglukonolaktonu, ktory jest nastepnie
hydrolizowany przez fosfoglukonolaktonaze (PGLS) do 6-fosfoglukonianu (6PG). Pierwsze dwa
etapy moga by¢ rowniez katalizowane przez dehydrogenaze heksozo-6-fosforanowa (H6PD).
Nastegpnie 6-fofoglukonian za posrednictwem 6-fosfoglukonodehydrogenazy (PGD) przeksztatcany
jest w NADPH i rybulozo-5-fosforan (Ru5P), ktory przechodzi do fazy nieoksydacyjne;j.
Poczatkowo izomeraza rybulozo-5-fosforanowa (RPI) i epimeraza rybulozo-5-fosforanowa (RPE)
przeksztatca rybulozo-5-fosforan w rybozo-5-fosforan (R5P) i ksylulozo-5-fosforan (Xu5P).
Nastgpnie, w zaleznosci od zapotrzebowania komorki, RSP moze zosta¢ przeksztatcony np. w
prekursory nukleotydow. Wowczas dziatanie podejmuja takie enzymy jak pirofosfokinaza rybulozo-
5-fosforanu (PRPS), rybokinaza (RBKS) i fosfoglukomutaza (PGM), ktore przeksztalcaja je
odpowiednio do pirofosforanu pirofosforylu (PRPP), D-rybozy (D-Rib) i D-rybozo-1-fosforanu (D-
Rib-1P). Dodatkowo R5P wraz z Xu5P moze zostac przeksztatcony przez transketolaze (TKT) do 3-
fosforanu aldehydu glicerynowego (G3P) i sedoheptulozo-7-fosforanu (S7P). Nastepnie
transaldolaza (TALDO) przeksztatca S7P i G3P do fruktozo-6-fosforanu (F6P) i erytrozo-4-
fosforanu (E4P). G3P z aldehydem octowym moze zostaé przeksztatcony przez aldolaze
dezoksyrybozo-fosforanowg (DERA) do  2deoksy-D-rybozo-5-fosforanu  (2d-D-Rib-5P).
Ostatecznie, dzigki RBKS i PGM, 2d-D-Rib-5P moze zosta¢ przeksztatcony w 2-deoksy-D-ryboze
(2d-D-Rib) i 2-deoksy-D-rybozo-1-fosforan (2d-DRib-1P). Jezeli komorka jest aktywna i wzrasta
jej zapotrzebowanie na NAPDH, wieksze stezenie NADP* przyspiesza tempo przebiegu cyklu.
Zaobserwowano, ze w komorkach prokariotycznych replikacja DNA zalezy od dostgpnosci
substancji odzywczych. Sztuczne wywotanie gtodu powodowato hamowanie inicjacji replikacji w
komorkach Escherichia coli oraz elongacji replikacji DNA
w specyficznych miejscach chromosomu u Bacillus subtilis. Wptyw na tempo replikacji ma nie
tylko niedobdr nukleotydéw 1 energii. Jak pokazujg badania przeprowadzone na modelu
bakteryjnym, wydajnos¢ procesu replikacji zmienia si¢ w zaleznosci od obecno$ci lub braku
okreslonych enzyméw wchodzacych w sktad poszczegdlnych szlakow metabolicznych. W
badaniach tych jednoznacznie wykazano, ze efekt mutacji w genach replikacyjnych powodujacych
spadek tempa replikacji moze zostaé zniesiony poprzez wprowadzenie dodatkowych delecji
okreslonych genow kodujacych enzymy metaboliczne. Podobne zaleznosci pojawiajg si¢ rowniez u

innych organizméw, w tym drozdzy. W niniejszej pracy przedstawiam wyniki moich badan



rozszerzajacych dotychczasowg wiedze o dane na temat tego zjawiska w komorkach ludzkich.

Pierwszym celem mojej pracy byla teoretyczna analiza mozliwosci powigzania szlaku
pentozofosforanowego z regulacjg replikacji DNA (Konieczna 1 wsp. 2015). Kolejnym
postawionym przeze mnie zadaniem bylo sprawdzenie, czy wyciszenie ekspresji poszczego6lnych
genow metabolicznych szlaku pentozofosforanowego wptynie w istotny sposob na przebieg procesu
replikacji w komorkach eukariotycznych. Wszystkie zaplanowane eksperymenty w ramach moje;j
pracy doktorskiej wykonatam na ludzkich fibroblastach pochodzacych od zdrowej osoby (HDFa,
ang. Human Dermal Fobroblasts, adult). Jest to o tyle istotne, ze wigkszo$¢ dotychczasowych badan
przeprowadzano na komorkach bakteryjnych lub nowotworowych. Jak wiadomo, w tych drugich z
wymienionych komorek procesy metabolizmu i replikacji sg czg¢sto bardzo mocno zaburzone, a co
za tym idzie, trudno jednoznacznie wskaza¢, czy obserwowane powigzania rzeczywiscie wystepuja
w zdrowej komorce. W kolejnym etapie pracy zbadatam wptyw podwdjnego wyciszenia ekspresji
genéw — zarOwno metabolicznych, jak 1 replikacyjnych na przebieg replikacji i podziatow
komoérkowych.

Wszystkie zaplanowane eksperymenty rozpoczynatam od wyciszania ekspresji wybranych
uprzednio genéw w badanych komoérkach. Wykonywatam to za pomocg komercyjnie dostepnych
siRNA. S3 to dwuniciowe fragmenty RNA, ktore po wprowadzeniu do komorki eukariotycznej,
dzicki obecno$ci w cytoplazmie odpowiedniej RNazy, podlegaja pocigciu do krotkich
jednoniciowych odcinkdw RNA, czyli rzeczywistych siRNA. W tej formie transportowane sg do
jadra, gdzie wiazac si¢ do homologicznych rejonow w nowo powstalym mRNA prowadza do jego
degradacji. Do analizy cyklu komorkowego niezbedna byta synchronizacja komoérek poddawanych
badaniom. Poniewaz w dalszej czg$ci pracy miatam analizowa¢ cykl komorkowy, synchronizacja
musiala odbywac si¢ bez stosowania substancji chemicznych, ktére mogtyby spowodowa¢ zmiany
w cyklu komorkowym. Ostatecznie do synchronizacji zastosowalam zmniejszajace si¢ stezenie
surowicy bydlecej w pozywce. W efekcie komorki zatrzymywaly sie w fazie GO/G1 cyklu
komorkowego. Nastepnie oznaczatam poziom mRNA w badanych komorkach. Przeprowadzatam
izolacj¢ RNA 1 reakcje¢ odwrotnej transkrypcji przy uzyciu komercyjnie dostgpnych zestawow.
Poziom wyciszenia ekspresji badanych gendéw sprawdzatam z wykorzystaniem reakcji PCR w
czasie rzeczywistym po odwrotnej transkrypcji. Dzigki temu poréwnywatam poziom ekspres;ji
gendéw poddanych wyciszeniu w stosunku do gendw referencyjnych
1 w odniesieniu do gendéw niewyciszonych. Poziom wyciszenia ekspresji wynosil 70-85% z
wyjatkiem genéw G6PD i RBKS, ktorych poziom wyciszenia wynidst 45-55% (Fornalewicz i wsp.,
2017). Nastegpnie przeprowadzatam analiz¢ cyklu komérkowego

z wykorzystaniem cytometru przeptywowego Muse Cell Analizator. Okre§latam procent komorek,



ktore znajdowaty si¢ w poszczegolnych etapach cyklu komorkowego oraz czas, w jakim wchodzity
w te etapy. Sprawdzenie wplywu stosowanych metod na stan komodrek okreslatam badajac ich liczbe
1 zywotno$¢ przy pomocy Muse Count and Viability Assay Kit. Tempo proliferacji komorek
okreslatam kolorymetrycznie za pomoca testu BrdU, Cell Proliferation ELISA, ktory pozwala na
ilosciowe oznaczenie poziomu syntezy DNA. Ostatecznie w celu sprawdzenia wydajnosci procesu
replikacji po wyciszeniu gendw metabolicznych 1 replikacyjnych wykrywalam i oznaczalam
ilosciowo zawarto$¢ bialek za pomocg analizy Western-blotting (Fornalewicz i wsp., 2017).
Analizujagc wyniki wykonanych przeze mnie dos$wiadczen moge¢ stwierdzi¢, ze podejmowane
dziatania nie wptywaty w negatywny sposob na liczbe komorek oraz ich zywotnosc.

W przypadku pojedynczego wyciszania ekspresji gendéw zauwazytam, ze znaczne obnizenie
ekspresji genéw H6PD, PRPS1 oraz RPE powodowalo zmniejszenie liczby komoérek wchodzacych
w faze S cyklu komérkowego oraz obnizato poziom syntezy DNA. Natomiast wyciszenie ekspresji
genow G6PD, RBKS oraz TALDO powodowato wzrost liczby komoérek wchodzacych w fazg S
cyklu komorkowego, przy jednoczesnym znacznym wzroscie poziomu syntezy DNA, z wyjatkiem
wyciszenia ekspresji genu RBKS (brak wptywu). Zaburzenia w ekspresji genu DERA spowodowaty
op6znienie w wejsciu komorek w faze S cyklu komdrkowego, nie zmieniajac liczby komoérek we
wspomnianej fazie. Wyciszenie ekspresji gendéw PGLS, RPIA oraz TKT nie powodowato zmian
w przebiegu cyklu komoérkowego (Fornalewicz i wsp., 2017).

W kolejnym etapie prowadzonych badan, zbadatam efekty wyciszenia genow replikacyjnych
dla prymazy 2 (gen PRIM2), polimerazy DNA iota (gen POLI), ligazy 4 (gen LIG4) oraz
topoizomerazy 1l (gen TOP3B). Znaczne wyciszenie ekspresji analizowanych gendéw
replikacyjnych — okoto 65-80% powodowalo opdznienie wejscia komorek w faze S lub w znacznym
stopniu zmniejszato liczbg komoérek wchodzacych
w te faze (wyniki uzyskane wspdlnie z mgr Anetg Wieczorek).

W oparciu o dotychczasowe wyniki moich badan oraz dostgpne dane literaturowe,
sugerujace istnienie bezposrednich powigzan pomigdzy enzymami szlakow metabolicznych a
replikacja 1 naprawa DNA, postanowilam sprawdzi¢ czy obnizenie poziomu ekspresji konkretnych
genow kodujacych enzymy szlaku PPP bedzie w stanie przynajmniej czeSciowo zltagodzié
negatywne efekty wyciszenia ekspresji wyzej wymienionych genow dla bialek replikacyjnych lub
naprawczych. W tym celu przeprowadzitam analogiczne badania, jak opisane powyzej. W
przypadku podwdjnego wyciszenia ekspresji gendéw metabolicznych (szlak PPP) oraz
replikacyjnych/naprawczych: POLI, PRIM2, TOP3B, LIG4 otrzymalam nastepujace wyniki:
obnizenie ekspresji TOP3B zostaje w pewnym stopniu zniwelowane przez wyciszenie ekspresji

pojedynczych gendw metabolicznych, takich jak RBKS, TKT oraz TALDO. Co ciekawe, wyciszenie



ekspresji genu RBKS jako jedyne rowniez supremowato negatywne efekty zwigzane z wyciszeniem
genu PRIM. Z kolei negatywne efekty wyciszenia ekspresji genéw POLI oraz LIG zostaty
czesciowo zniesione poprzez dodatkowe zmniejszenie poziomu ekspresji genow takich jak H6PD,
RPIA, RBKS oraz TALDO. Dodatkowo skutki uposledzenia ekspresji genu POLI zostaty po czesci
zniwelowane dzigki obnizeniu poziomu ekspresji G6PD, PGLS, RPE oraz TKT (Wieczorek i wsp.,
2018).

Podsumowujac, w oparciu o uzyskane przeze mnie wyniki badan oraz dotychczas
opublikowane dane literaturowe, mozna wnioskowa¢ 0 $cistym zaangazowaniu poszczegdlnych
enzymow metabolicznych, a w tym przypadku wchodzacych w sktad szlaku PPP, w regulacje cyklu
komorkowego oraz proceséw replikacji i naprawy DNA. Za prawidtowoscia takiego toku myslenia
przemawia chocby fakt, iz obnizenie ekspresji okreslonych genéw metabolicznych supremowato
negatywne skutki obnizenia ekspresji poszczegodlnych genow dla biatek
replikacyjnych/naprawczych, a takze istotnie wplywato na proces syntezy DNA w tych komorkach.
Jednakze na podstawie przedstawionych powyzej danych niemozliwe jest okreslenie doktadnych
mechanizmow obserwowanych efektow. Mozna tylko przypuszczac, ze ze wzgledu na obecnosé
niektorych enzymow w jadrze komorkowm moga one by¢ nawet bezposrednio zaangazowane w
regulacje¢ procesu replikacji lub naprawy DNA poprzez oddziatywania biatko-biatko. Rownie
prawdopodobne wydaje si¢ takze, ze wptywaja one na tempo podziatow komoérkowych poprzez
zaburzenie proporcji dostepnych nukleotydow (czg$¢ z enzymoOw uczestniczy w syntezie ich
prekursoréw) czy bilansu energetycznego w komorce. Dlatego tez, aby modc jednoznacznie

odpowiedzie¢ na te pytania, konieczne beda dalsze analizy.



