Streszczenie

Precyzyjna replikacia DNA ma kluczowe znaczenie dla zapewnienia doktadnego
dziedziczenia informacji genetycznej. Mechanizm replikacji DNA jest wysoce
zakonserwowany ewolucyjnie, poczawszy od prostych organizméw jednokomodrkowych,
takich jak drozdze, po komorki ludzkie. Za postep oraz regulacj¢ kolejnych etapow procesu
replikacji DNA odpowiedzialnych jest wiele pojedynczych biatek oraz kompleksow
biatkowych. Replikacja DNA u eukariontow rozpoczyna si¢ od zwigzania kompleksu ORC
z miejscami poczatkéw replikacji na nici DNA. Kolejnym krokiem jest stworzenie replisomu,
czyli molekularnej maszyny zdolnej do rozpoczecia i kontynuacji replikacji DNA. Kluczowym
sktadnikiem replisomu jest kompleks helikazy CMG (Cdc45-MCM-GINS), ktéry rozwija
dwuniciowy DNA oraz koordynuje prace innych sktadnikow replisomu, w tym polimeraz
DNA. Grupa biatek replikacyjnych takich jak Cdc6, Dbf4, S1d3, S1d7, S1d2 i Mcm10 bierze
udziat w regulacji etapow sktadania replisomu. Niemal wszystkie komorki w trakcie swojego
zycia przechodza ograniczong liczbg rund replikacyjnych, co oznacza, ze ich potencjat
podziatowy jest takze ograniczony. Po jego wyczerpaniu komorki z reguty nie umierajg od razu
lecz wchodza w faze starzenia, w ktorej trwajg az do $mierci. Starzenie si¢ definiujemy zatem
jako postepujacy spadek integralnosci fizjologicznej, prowadzacy do uposledzenia funkcji
biologicznych, w tym plodnosci i rosngcej podatnosci na $mierc. Zaburzenia replikacji DNA
czesto prowadza do stresu replikacyjnego i sg identyfikowane jako jeden z potencjalnych
czynnikow determinujgcych tempo starzenia. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto
sprawdzenie, w jaki sposob brak jednej kopii genéw zaangazowanych w inicjacj¢ replikacji
DNA, w heterozygotycznych komodrkach Saccharomyces cerevisiae, wplywa na fizjologi¢
i starzenie si¢ komorek. Jako materiat badawczy wykorzystano szczepy drozdzy pozbawione
jednej kopii genow kompleksu ORC, okreslone jako ORC/orcA, szczepy pozbawione jednej
kopii genéw kompleksu CMG, okreslone jako CMG/cmgA oraz szczepy posiadajace tylko
jedng funkcjonalng kopie genéw kodujacych niezbedne biatka replikacyjne, takie jak Cdc6,
Dbf4, S1d3, S1d7, S1d2 i Mcm 10, okreslone jako lowPICC. Na podstawie zrealizowanych badan
wykazano, ze komorki posiadajace tylko jedng kopi¢ genow zaangazowanych w inicjacje
replikacji DNA, czyli ORC/orcA, CMG/cmgA oraz grupa szczepow lowPICC w wigkszosSci
wykazywaly znaczny spadek poziomu ich transkryptow MRNA, zaburzenia cyklu
komorkowego i wydluzony czas podwojenia oraz cechowaly si¢ zmianami w profilu
biochemicznym. Wykazano rowniez, ze obnizenie ekspresji gendw zaangazowanych

w inicjacj¢ replikacji znaczaco wptywa na potencjat reprodukcyjny komorek, z wyjatkiem



ORC6/orc6A i MCM2/mcm2A. Co ciekawe w odniesieniu do mutantéw ORC/orcA
i CMG/cmgA nie zaobserwowano roéznic w catkowitym czasie przezycia komorek aktywnych
mitotycznie (model replikacyjnego starzenia). W przeciwienstwie do tego, heterozygoty
lowPICC charakteryzowato skrocenie calkowitego czasu zycia w tym modelu, czyli
do pojawienia si¢ fenotypu przyspieszonego starzenia. Wykazano takze, ze zaburzenia inicjacji
replikacji DNA maja réwniez wplyw na tempo starzenia komorek post-mitotycznych
(chronologiczng dlugo$é¢ zycia) w kazdym z badanych szczepoéw. Dodatkowo zaobserwowano
korelacje migdzy poziomem RNA i polisacharydow w drozdzach, a ich potencjatem
reprodukcyjnym, a takze korelacj¢ migdzy poziomem kwasow tluszczowych, a czasem
podwojenia komorek w heterozygotach CMG/cmgA. Ponadto zmniejszona ekspresja genow
lowPICC doprowadzita do nieprawidtowej odpowiedzi na uszkodzenie DNA oraz wplyneta
na zawarto$¢ komorkowego i mitochondrialnego DNA. Co wazne, wykazano rowniez silnie
ujemng korelacj¢ pomigdzy zawarto$cia makroczasteczek komorkowych (RNA, biatek,
lipidéw, polisacharydéw), a procesem starzenia w tej grupie. Zaprezentowane w ramach
rozprawy doktorskiej dane rzucajg rowniez nowe $wiatto na potencjalng uzytecznos$¢ drozdzy

w badaniu mozliwych celow terapeutycznych w leczeniu raka.



