Korelacje pomiedzy ekspres gendw kodupcych enzymy cyklu Krebsa a kontroy
replikacji DNA w komérkach ludzkich
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Powielanie materialu genetycznego jest kluczowynmocgsem biologicznym,
niezkednym do zycia wszystkich organizmowywych. W komérkach eukariotycznych
replikacja DNA zachodzi podczas fazy S interfazyd€as tego procesu podwojna BINA
ulega rozpleceniu, dgki obecndci helikazy, ktora rozrywa wrania wodorowe mdzy
matrycowymi némi DNA. Stabilng¢ chromosomu jest zapewniona ¢kiitopoizomerazie,
ktéra moduluje struktgrprzestrzeng czagsteczek DNA. Aktywowana przez helikagrimaza
syntezuje na obu niciach DNA krétkie (11+/-1 nukietbw) komplementarne odcinki
starterowego RNA (startery). Polimeraza DNA do gdgjezych nici (nici matrycowych),
na drodze komplementarw, dobudowuje nowe nici. Po zalazeniu wydhiania nici
nukleaza DNA usuwa startery, ligaza DNAczy fragmenty Okazaki oraz katalizuje
tworzenie wjzan fosfodiestrowych. W miejscu usgtych starterébw polimeraza DNA
uzupetnia powstate luki. Nieusyte bkdy podczas replikacji ¢&to skutkug zaburzeniami

funkcji komorek, ktére u cztowieka mggrowadzé do powstawania nowotworow.

Centralny metabolizm ggla (z ang. central carbon metabolism, CCM) jestegiem
przemian, dziki ktérym uzyskiwana jest energia niedma do rozwoju i rozmr@ania
komorek. Do szlakow CCM zaliczamy: glikadizcykl Krebsa, glukoneogengzykl kwasow
pentozofosforanowych. Kluczawrola centralnego metabolizmu ¢gla jest wytworzenie
energii, gtdbwnie w formie ATP 4tznie 12 czsteczek z jednej gzteczki glukozy) oraz
czynnikdw redukujcych. Cykl Krebsa, zwany ta& cyklem kwasu cytrynowego lub cyklem
kwasow trojkarboksylowych, jest sgnieakcji chemicznych majych na celu generowanie
energii poprzez utlenianie octanu do dwutlenkgghe oraz dostarczania czynnikéw
redukupcych. Cykl kwasu cytrynowego przebiega w maciermatfix) mitochondrialnej
eukariontow. Substratem cyklu jest acetylokoenzynfadetylo-CoA, czynny octan), ktory
po pohkczeniu ze szczawiooctanem daje cytrynian (koenzymdRcza s¢), a nasfpnie
w wyniku kolejnych reakcji izomeryzacji, dehydrogefi, hydratacji, dehydratacji
i dekarboksylacji zostaje utleniony do dwochgsieczek dwutlenku ggla. Jednoczmie

regeneruje i czasteczka szczawiooctanu. W wyniku utleniania z j¢dmszty octanu



powstaj dodatkowo 3 cgsteczki NAD i jedna FAD oraz GTP (guanozynotrifosforan,
rownowanik ATP).

Najnowsze badania na modelu bakteryjnfgarcillus subtilis wskazuj na istnienie
bezpdredniego zwizku midzy centralnym metabolizmemcegla a regulag replikacji
DNA. Zaobserwowano,zi temperaturo-wrdiwos¢ mutantow replikacyjnych nie zosta
zniesiona poprzez wprowadzenie dodatkowych mutaagenach enzymow glikolitycznych.
Fakt ten potwierdzajtakze wyniki bada na innym modelu bakteryjnynkscherichia coli.
Mutacje w genach kodagych acetylotransferazfosforanowy (ata) oraz kinaz octanovy
(ackA), enzymy biogce udziat w szlaku metabolizmu pirogronianu, zrnosiénotyp
temperaturo-wrdiwosci wywotany obecn¢ria mutacji w genachdnaA, dnaG oraz dnaN.
Ponadto, delecja gendow kodoych izomerag glukozo-fosforanow (pgi) oraz
acetylotransferazfosforanow (pta) supremowata negatywne efekty mutacji w geainaB

(1).

Wyniki dotychczasowych badawskazuy, ze zaangzowanie enzymow CCM
w regulacg procesu replikacji mae dotyczy takze organizmow eukariotycznych)( Migdzy
innymi wiadomo, ze cz$¢ z enzymOw metabolicznych [np. LDH (dehydrogenaza
mleczanowa), HK (heksokinaza), PFK (fosfofruktokiag GAPDH (dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego), ALDO (aldolazajtj@becna wadrze komérkowym. Poza
tym, badania przeprowadzone na komorkach ludzkiaiczplakoraka jajnika wykazaty,
ze delecja genu syntazy cytrynianowelCS powoduje rozregulowanie metabolizmu
komorkowego i obrienie wydajnéci proliferaciji. Inne badania przeprowadzone rowme
komérkach nowotworowych pokazatye wyciszenie ekspresji geneBDHA (kodupcego
dehydrogenaz bursztynianow) powoduje spadek tempa proliferacji. Z kolei dgegendw
FH (kodupgcego fumarag) i SDHA/B (kodujgcych dehydrogenaz bursztynianow)

w komoérkach Hela doprowadzita do akumulacji fumararbursztynianu, co ostatecznie
spowodowato zatrzymanie cyklu komoérkowego.

Dotychczasowe badania nad peraniem replikacji DNA z centralnym
metabolizmem wgla przeprowadzone zostaly na komodrkach prokaraotych
oraz na komorkach nowotworowych. Te drugie chargktgs sie wieloma zmianami w
funkcjonowaniu szlakow metabolicznych oraz procespikacji. Zatem celem moich bada
bylo okrelenie wptywu wydajnéci ekspresji gendw metabolicznych na procesy rapjik
i naprawy DNA w zdrowych komérkach pochadych z organizmu ludzkiego. To kryterium

spetnialy fibroblasty linii HDFa (ang. Human Dernfabroblasts adoult). Poza prawidtowo



funkcjonupcymi podstawowymi procesami, komorki te aktywnigetizsic przez cate ludzkie
zycie. W moich badaniach wybratam cykl Krebsa jake€ centralnego metabolizmuggia,
ktorego zaburzenia magvptywaé na regulag replikacji DNA.W dalszych etapach mojej
pracy, w celu sprawdzenia efektu wyciszenia ek§ipgsnow metabolicznych na cykl
komdrkowy wybratam geny cyklu Krebsa kogltg nasfpujasce enzymy: akonitgz2 (gen
ACO2), syntaz cytrynianows 1 (genCSl), dehydrogenagzizocytrynianows 2 (genIDH2),
dehydrogenag izocytrynianows 3 (gen IDH3B), dehydrogenaz a-ketoglutaranow (gen
OGDH), tiokinaz bursztynianow 2 (gen SUCLG2), dehydrogenaz bursztynianow (gen
SDHA), fumaraz (gen FH), dehydrogenaz jabiczanow 1 (gen MDH1), dehydrogenaz
jabtczanow 2 (gen MDH2). Ekspresj genow wyciszatam pojedynczo, z zastosowaniem
krotkich interferugcych siRNA (ang. small interferring RNA), ktéregckac sk

z komplementarnym fragmentem mRNA danego genu pojyoglyciszenie jego ekspresji.
Poziom mRNA po przeprowadzeniu transfekcji (wproneadu siRNA) poddawatam analizie
z wykorzystaniem odwrotnej transkrypcji i dlmowej] reakcji téicuchowej polimerazy
(ang. RealTimePCR lub gPCR). Poziom wyciszenia o8§yn80-90% z nielicznymi
wyjatkami: IDH3B - 40%, OGDH - 60%, SDHA — 70%. W celu zbadania cytotoksycznego
wptywu sSiRNA i odczynnikado transfekcji zyam testu MTT, a tate analizowatam
wcielanie bromodeoksyurydyny (ang. bromodeoxyuadiBrdU) do nowo powstagego
DNA oraz okrélatam zywotnos¢ komoérek za pomac cytometru przeptywowego
z oprogramowaniem ,Count and viability”. Wszystkigkonane analizy potwierdzity brak
cytotoksycznego dziatania siRNA oraz odczynnikdrdasfekcji na komorki HDFa.

Kolejnym etapem mojej pracy byta analiza cyklu keokeodvego z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego typu MUSE® z oprogramowanigCell cycle”. Okrglalam
procent komorek w poszczegolnych fazach podziatotguznego: G1, S, G2 i M. Podczas
wyciszania ekspresji genowSl, ACO2, SUCLG, SDHA, FH, MDH2 obserwowatam
op&nione o okoto 1-4h weégie komorek w fag S cyklu komorkowego. Dodatkowo
wyciszenie gendwCSsl, ACO2, FH, MDH2 powodowato mniejsz efektywnad¢ procesu
replikacji DNA o okoto 15-40% w stosunku do kontroktérg stanowity komorki
nietraktowane siRNAZ2). Dodatkowe potwierdzenie wptywu obenia wydajnéci ekspresji
wyzej wymienionych gendw na proces replikacji DNA staily obserwowane spadki

wydajnasci syntezy DNA podczas analiz zyciem BrdU.

W dalszej cezsci mojej pracy sprawdzatam efekty wyciszenia eksprgenow
zwigzanych z replikagj i napravs DNA na przebieg cyklu komorkowego linii HDFa.



Podczas wspnych bada sprawdzonych zostato 8 gendw kaghyich enzymy zaangawane
w replikacg lub napraw DNA: CDC6 (gen kodujcy biatko 6 cyklu podziatowego komorki),
DNA2 (gen kodujcy helikaz/nukleaz 2 replikacji DNA), HELQ (gen kodujcy helikaz),
LIG1 (gen koducy ligaz 1), LIG4 (gen kodujcy ligaz 4), TOP3B (gen kodujcy
topoizomeraz 3B), POLI (gen kodujcy polimeraz DNA iota), PRIM2 (gen koduicy
prymaz 2) (badania te wykonatam wspdlnie z mgr KarplfFornalewicz). Po okééeniu
wptywu wyciszenia ekspresji gendw replikacyjnycteperacyjnych na cykl komérkowy, do
dalszej pracy wybrane zostaty 4 gengOLI, LIG4, TOP3B oraz PRIM. Badania
przeprowadzone zostaly analogicznie dozeyyopisanych diwiadczéd z genami cyklu
Krebsa. Poziom wyciszenia ekspresji gendw wynosB-98%. Z kolei analizy
z wykorzystaniem testu MTT, BrdU, jak i cytometriprzeptywowej wykluczyty
cytotoksyczne dziatanie siRNA. Co e, wyciszanie ekspresji wybranych genow
kodujgcych biatka zaangawane w replikagji naprave DNA skutkowato mniej efektywnym
wejsciem komorek w fag S cyklu komorkowego i obsadbnym poziomem syntezy DNA

w stosunku do kontroli3).

Wyniki uzyskane z powiszych badé& nad wpltywem wyciszenia ekspresji
pojedynczych gendw metabolicznych lub replikacymyeperacyjnych na tempo proliferacji
komoérek i efektywn& wchodzenia komoérek w fazS pozwolity mi na postawienie
kolejnego pytania: czy wyciszenie ekspresji gen@dugcych enzymy cyklu Krebsa ma
wptyw na efekty powstgce w wyniku wyciszenia ekspresji genow replikacgmy
i reperacyjnych? W celu sprawdzenia efektéw wycigzekspresji gendéw cyklu Krebsa na
cykl komorkowy komorek z obmonym poziomem ekspresji genow zaargy@anych
w replikacg i napraw DNA przeprowadzitam podwojn transfekop komorek
z wykorzystaniem dwoch #aych siRNA (wyciszajcego ekspresjwybranego genu cyklu
Krebsa i wybranego genu replikacyjnego lub repgrego). Poziom wyciszenia zbadatam z
zastosowaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistymogarotnej transkrypcji. Uzyskane
wyniki jednoznacznie potwierdzityziwyciszenie byto rownie skuteczne, jak w przypadku
wyciszenia ekspresji pojedynczego genu. Badanietaysycznéci potwierdzito take brak
negatywnego wptywu podwdjnej Hoi siRNAna komoérki HDFa. Analiz cyklu
komdrkowego przeprowadzitam analogicznie do popridd bada z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego. Wyciszenie ekspresji g@@Ll, kodupcego polimeraz DNA
iota spowodowalo znaczne obenie liczby komérek w fazie S w stosunku do komoérek
nietraktowanych siRNA. Dodatkowe wyciszenie gendljgcego jeden z enzyméw cyklu



Krebsa (za wytkiem ACO2) powodowato supresjnegatywnych skutkdw wyciszenia »ej
wspomnianego genu replikacyjnego, a nawet, jak aygadkul DH3, wzrost liczby komdrek
w fazie S powyej tej okr&lonej dla komorek nietraktowanych siRNA. Podobnekef
obserwowatam rownie podczas podwdjnego wyciszenia gebls4 oraz gendw:IDH2,
IDH3B, OGDH, SUCLG, MDH1 i MDH2, a take PRIM i IDH2. Wyciszenie ekspres;ji
IDH2supremowato rownie negatywne efekty wywotane olieniem wydajnéci ekspresiji
genu TOP3B. Poza tym istniala cala grupa kombinacji, w prajpa ktérych nie
obserwowatam istotnego wptywu wyciszenia eksprgginow kodujcych enzymy cyklu
Krebsa na zmiannegatywnych efektéw obirenia wydajnéci ekspresji gendéw zwranych

z replikacy i naprava DNA,a nawet obserwowatam ich nasilen®.(O zaangzowaniu
niektérych enzyméw cyklu Krebsa w replikadpNA swiadcz takze wyniki bada nad
syntea DNA z wykorzystaniem BrdU. Co bardzo iavee, we wszystkich analizowanych
przeze mnie przypadkach, dodatkowe wyciszenie golrregenow metabolicznych istotnie
zwigkszalo poziom nowo powstgiego DNA w poréwnaniu do komorek traktowanych

SiRNA przeciw genom replikacyjnyn3).

Podsumowujc, wyniki przedstawione w mojej pracy wskaguie zaburzenia cyklu
komérkowego wywotane wyciszeniem ekspresiji genow angaowanych
w replikacg/naprawe DNA mog by¢ czsciowo, a nawet catkowicie, znoszone przez
wyciszanie ekspresji genoéw kodaych poszczegolne enzymy zaamgaane w cykl Krebsa.
Biorac pod uwag specyfik obserwowanych supresji, wgj opisane wyniki mzna
interpretowa jako kolejny dowod genetyczny Beisty zwigzek pomédzy replikacy/naprava
DNA a CCM w komoérkach ludzkich. Jednak na obecnym etapie badaraz wswietle
dostpnej wiedzy literaturowej mag tylko przypuszczg iz by¢ maze ze wzgidu
na obecng&t niektérych z enzymow metabolicznych adijze komorkowym rola g&ci z nich
jest bezpérednio zwgzana z procesem replikacji, jak np. kinazy pirogroowej
odpowiedzialnej za bezpeedny fosforylacg histonu H3. Z drugiej strony, obserwowane
zmiany mog by¢ spowodowane niezrownow@nym poziomem metabolitow i wynikggymi
z tego powodu zaburzeniami w prawidtowym funkcjomows proceséw metabolicznych.
Niemniej jednak, niezalmie od molekularnego mechanizmu odpowiedzialnego
za obserwowane przeze mnie efekty, na podstawig/gsaych danych miana wnioskowa,
ze pohczenie replikacji/naprawy DNA oraz centralnego rhetemu wegla jest
powszechnym zjawiskiem biologicznym, obecnym nawettak odlegtych ewolucyjnie

organizmach, jak bakterie i ludzie.
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