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1. Streszczenie 

Precyzyjna replikacja DNA ma kluczowe znaczenie dla zapewnienia dokładnego 

dziedziczenia informacji genetycznej. Mechanizm replikacji DNA jest wysoce 

zakonserwowany ewolucyjnie, począwszy od prostych organizmów jednokomórkowych, 

takich jak drożdże, po komórki ludzkie. Za postęp oraz regulację kolejnych etapów 

procesu replikacji DNA odpowiedzialnych jest wiele pojedynczych białek oraz 

kompleksów białkowych. Replikacja DNA u eukariontów rozpoczyna się od związania 

kompleksu ORC z miejscami początków replikacji na nici DNA. Kolejnym krokiem jest 

stworzenie replisomu, czyli molekularnej maszyny zdolnej do rozpoczęcia i kontynuacji 

replikacji DNA. Kluczowym składnikiem replisomu jest kompleks helikazy CMG 

(Cdc45-MCM-GINS), który rozwija dwuniciowy DNA oraz koordynuje pracę innych 

składników replisomu, w tym polimeraz DNA. Grupa białek replikacyjnych takich jak 

Cdc6, Dbf4, Sld3, Sld7, Sld2 i Mcm10 bierze udział w regulacji etapów składania 

replisomu. Niemal wszystkie komórki w trakcie swojego życia przechodzą ograniczoną 

liczbę rund replikacyjnych, co oznacza, że ich potencjał podziałowy jest także 

ograniczony. Po jego wyczerpaniu komórki z reguły nie umierają od razu lecz wchodzą 

w fazę starzenia, w której trwają aż do śmierci. Starzenie się definiujemy zatem jako 

postępujący spadek integralności fizjologicznej, prowadzący do upośledzenia funkcji 

biologicznych, w tym płodności i rosnącej podatności na śmierć. Zaburzenia replikacji 

DNA często prowadzą do stresu replikacyjnego i są identyfikowane jako jeden  

z potencjalnych czynników determinujących tempo starzenia. Celem niniejszej rozprawy 

doktorskiej było sprawdzenie, w jaki sposób brak jednej kopii genów zaangażowanych  

w inicjację replikacji DNA, w heterozygotycznych komórkach Saccharomyces 

cerevisiae, wpływa na fizjologię i starzenie się komórek. Jako materiał badawczy 

wykorzystano szczepy drożdży pozbawione jednej kopii genów kompleksu ORC, 

określone jako ORC/orcΔ, szczepy pozbawione jednej kopii genów kompleksu CMG, 

określone jako CMG/cmgΔ oraz szczepy posiadające tylko jedną funkcjonalną kopię 

genów kodujących niezbędne białka replikacyjne, takie jak Cdc6, Dbf4, Sld3, Sld7, Sld2 

i Mcm10, określone jako lowPICC. Na podstawie zrealizowanych badań wykazano, że 

komórki posiadające tylko jedną kopię genów zaangażowanych w inicjację replikacji 

DNA, czyli ORC/orcΔ, CMG/cmgΔ oraz grupa szczepów lowPICC w większości 

wykazywały znaczny spadek poziomu ich transkryptów mRNA, zaburzenia cyklu 

komórkowego i wydłużony czas podwojenia oraz cechowały się zmianami w profilu 

biochemicznym. Wykazano również, że obniżenie ekspresji genów zaangażowanych  
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w inicjację replikacji znacząco wpływa na potencjał reprodukcyjny komórek,  

z wyjątkiem ORC6/orc6Δ i MCM2/mcm2Δ. Co ciekawe w odniesieniu do mutantów 

ORC/orcΔ i CMG/cmgΔ nie zaobserwowano różnic w całkowitym czasie przeżycia 

komórek aktywnych mitotycznie (model replikacyjnego starzenia). W przeciwieństwie 

do tego, heterozygoty lowPICC charakteryzowało skrócenie całkowitego czasu życia  

w tym modelu, czyli do pojawienia się fenotypu przyspieszonego starzenia. Wykazano 

także, że zaburzenia inicjacji replikacji DNA mają również wpływ na tempo starzenia 

komórek post-mitotycznych (chronologiczną długość życia) w każdym z badanych 

szczepów. Dodatkowo zaobserwowano korelację między poziomem RNA  

i polisacharydów w drożdżach, a ich potencjałem reprodukcyjnym, a także korelację 

między poziomem kwasów tłuszczowych, a czasem podwojenia komórek  

w heterozygotach CMG/cmgΔ. Ponadto zmniejszona ekspresja genów lowPICC 

doprowadziła do nieprawidłowej odpowiedzi na uszkodzenie DNA oraz wpłynęła  

na zawartość komórkowego i mitochondrialnego DNA. Co ważne, wykazano również 

silnie ujemną korelację pomiędzy zawartością makrocząsteczek komórkowych (RNA, 

białek, lipidów, polisacharydów), a procesem starzenia w tej grupie. Zaprezentowane  

w ramach rozprawy doktorskiej dane rzucają również nowe światło na potencjalną 

użyteczność drożdży w badaniu możliwych celów terapeutycznych w leczeniu raka. 
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2. Abstract 

Precise DNA replication is crucial to ensuring accurate inheritance of genetic 

information. The mechanism of DNA replication is highly evolutionarily conserved: from 

simple single-cell organisms such as yeast to human cells. Many individual proteins and 

protein complexes are responsible for the progress and regulation of subsequent stages  

of the DNA replication process. DNA replication in eukaryotes begins with the binding 

of the ORC complex to replication origins on the DNA strand. The next step is to 

formation a replisome - molecular machine which is able to starting and continuing DNA 

replication. The key component of the replisome is the CMG helicase complex (Cdc45-

MCM-GINS), which unwinds double-stranded DNA and coordinates the work of other 

components of the replisome, including DNA polymerases. A group of replication 

proteins such as Cdc6, Dbf4, Sld3, Sld7, Sld2 and Mcm10 are involved in the regulation 

of replisome assembly steps. Almost all cells do a limited number of replication rounds 

during their lifetimes, which means that their division potential is also limited. Upon it’s 

depletion, cells typically do not die immediately but enter the aging phase, which lasts 

until death. Aging is defined as a progressive decline in physiological integrity, leading 

to impaired biological functions, including fertility and increasing susceptibility to death. 

DNA replication disorders often lead to replication stress and are identified as one of the 

potential factors determining the rate of aging. The aim of this doctoral dissertation was 

to examine how the lack of one copy of genes involved in the initiation of DNA 

replication in heterozygous Saccharomyces cerevisiae cells affects cell physiology and 

aging. The research material used was yeast strains lacking one copy of the ORC complex 

genes, referred to as ORC/orcΔ, strains lacking one copy of the CMG complex genes, 

referred to as CMG/cmgΔ, and strains having only one functional copy of genes encoding 

essential replication proteins, such as Cdc6, Dbf4, Sld3, Sld7, Sld2 and Mcm10, referred  

to as lowPICC. Based on the conducted research, it was shown that cells with only one 

copy of the genes involved in the initiation of DNA replication, ORC/orcΔ, CMG/cmgΔ, 

and lowPICC strains mostly showed a significant decrease in the level of their mRNA 

transcripts, cell cycle disorders and prolonged doubling time, and were characterized  

by changes in the biochemical profile. It has also been shown that reducing the expression 

of genes involved in the initiation of replication significantly affects the reproductive 

potential of cells, with the exception of ORC6/orc6Δ and MCM2/mcm2Δ. Interestingly, 

in relation to the ORC/orcΔ and CMG/cmgΔ mutants, no differences were observed  

in the overall survival of mitotically active cells (replicative aging model). In contrast, 
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lowPICC heterozygotes were characterized by a shortened overall lifespan in this model, 

i.e. until the appearance of an accelerated aging phenotype. It has also been shown that 

disturbances in the initiation of DNA replication also influence the rate of aging of post-

mitotic cells (chronological lifespan) in each of the tested strains. Additionally,  

we observed a correlation between RNA level and polysaccharides in yeast and their 

reproductive potential, as well as a correlation between the level of fatty acids  

and the cell doubling time in CMG/cmgΔ heterozygotes. Moreover, reduced expression  

of lowPICC genes led to an abnormal response to DNA damage and affected cellular  

and mitochondrial DNA content. Importantly, a strong negative correlation was also 

demonstrated between the content of cellular macromolecules (RNA, proteins, lipids, 

polysaccharides) and the aging process in this group. The data presented as part  

of the doctoral dissertation also shed new light on the potential usefulness of yeast  

in the study of potential therapeutic targets in the treatment of cancer.  
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3. Wprowadzenie 

Proces replikacji genomowego DNA zachodzi w fazie S cyklu komórkowego i polega 

na precyzyjnym skopiowaniu podwójnej nici DNA. Określa się go jako 

semikonserwatywny, co oznacza, że każda z nowo powstałych cząsteczek DNA zawiera 

jedną nić macierzystą i jedną potomną. Powielenie DNA jest etapem koniecznym przed 

podziałem komórki i warunkuje przekazanie pełnej i wiernej informacji genetycznej 

komórkom potomnym. Replikacja chromosomalnego DNA jest silnie zakonserwowana 

ewolucyjnie u wszystkich eukariontów. Jest procesem złożonym, w którym bierze udział 

wiele komponentów białkowych, a precyzyjne i wydajne powielanie informacji 

genetycznej wymaga ściśle regulowanej i skoordynowanej współpracy między nimi. 

Umownie replikację DNA dzieli się na trzy etapy: inicjację, elongację oraz terminację 

[O’Donnell i in. 2013]. 

Szczegóły molekularne zdarzeń zachodzących w trakcie inicjacji replikacji DNA 

najszerzej zostały zbadane w drożdżach Saccharomyces cerevisiae. Replikacja DNA 

rozpoczyna się zawsze w ściśle określonych miejscach zwanych miejscami inicjacji 

replikacji, lub miejscami ori (ang. origin). To w ich obrębie dochodzi do przyłączania się 

kolejnych komponentów białkowych, umożliwiających inicjację replikacji, a także 

regulujących ten proces [Diffley 2011; O’Donnell i in. 2013]. Kompleks rozpoznający 

miejsce inicjacji replikacji ORC (ang. origin recognition complex) jako pierwszy 

rozpoznaje i wiąże się w obrębie miejsc ori [Bell i in. 1992; Bell i in. 1995; Matsuda i in. 

2007]. Kompleks ORC składa się z sześciu białek Orc1-6 i jest kompleksem wiążącym 

DNA zależnym od ATP [Chesnokov 2007]. Pierwszym organizmem, u którego 

zidentyfikowano ten heteroheksameryczny kompleks były drożdże S. cerevisiae  

[Bell i in. 1992]. Jednakże ortologi ORC1-5 zidentyfikowano w różnych organizmach, 

od muszki owocowej po ludzi, co w znacznym stopniu sugerowało, że geny te były silnie 

konserwowane ewolucyjnie [Gossen i in. 1995; Dhar i in. 2000]. Z kolei gen ORC6 nie 

wykazywał podobieństwa strukturalnego do innych białek Orc i był słabo konserwowany 

ewolucyjnie między S. cerevisiae a innymi eukariontami [Dhar i in. 2000]. Rolą 

kompleksu ORC jest tworzenie rusztowania dla wielu dodatkowych czynników 

replikacyjnych, w tym Cdc6, Cdt1 i Mcm2-7, które razem tworzą kompleks 

przedreplikacyjny (pre-RC) [Bell i in. 1992; Rao i in. 1995; Bell i in. 2002; Speck i in. 

2005; Randell i in. 2006]. ORC pozostaje związany z chromatyną od początku replikacji 

przez cały cykl komórkowy [Matsuda i in. 2007], ale jest aktywny jedynie w późnej 
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mitozie i wczesnej fazie G1 cyklu komórkowego. Zarówno Orc1, jak i Orc5 wiążą ATP, 

chociaż tylko Orc1 ma aktywność ATPazy [Klemm i in. 1997]. Orc5 i Orc6 są z kolei 

kluczowe dla stabilności całego kompleksu ORC [Semple i in. 2006].  

Podstawowa część systemu kontroli replikacji DNA ma na celu zapewnienie,  

że genom jest replikowany dokładnie raz na cykl komórkowy. Diffley i in. badając 

przebieg replikacji w modelu drożdży S. cerevisiae wykazali, że miejsca ori w fazie G1 

cyklu komórkowego wykazują wzór „przedreplikacyjny”. W przeciwieństwie do tego,  

od momentu inicjacji replikacji do przejścia przez mitozę, miejsce ori znajduje się  

w stanie „post-replikacyjnym” [Diffley i in. 1994]. Jak zatem można scharakteryzować 

te dwa etapy? Licencjonowanie odpowiada ładowaniu nieaktywnych prekursorów 

helikazy Mcm2–7 na podwójnej helisie DNA, w miejscu początku replikacji. Sekwencja 

miejsca ori jest rozpoznawana przez kompleks rozpoznający ORC i w jego obrębie 

dochodzi do przyłączenia tego kompleksu. Następnie kompleks ORC rekrutuje białka 

Cdc6 i Cdt1. Razem te trzy czynniki licencyjne, tj. Cdc6, Cdt1 oraz kompleks ORC 

kierują ładowaniem helikazy Mcm2-7 wokół dsDNA. Podczas późnej fazy M, Cdc6 

wiąże się z ORC, przekształcając go w aktywny kompleks zdolny do załadowania dwóch 

heksamerów Mcm 2-7 za pomocą białka Cdt1. W trakcie ładowania każdego  

z heksamerów Mcm 2-7, białka te tworzą przejściowy kompleks OCCM (ORC-Cdc6-

Cdt1-Mcm2-7). Po hydrolizie ATP, Cdc6 i Cdt1 są uwalniane z OCCM, a w miejscu ori 

z pomocą kolejnych Cdc6 i Cdt1 przyłączany jest drugi heksamer Mcm2-7.  

Tak załadowany kompleks MCM jest topologicznie połączony z DNA i tworzy podwójny 

heksamer. Ta forma nieaktywnej helikazy jest również określana jako kompleks 

przedreplikacyjny (pre-RC). Uproszczony schemat etapów montażu kompleksu pre-RC 

został przedstawiony na Rycinie 1. Podczas fazy G1 białko Cdc6 jest niestabilne,  

a dalsze etapy formowania pre-RC regulowane są przez kolejne komponenty białkowe 

[Remus i in. 2009; Evrin i in. 2009; Bruck i Kaplan 2015; Ticau i in. 2015; Yuan i in. 

2020].  
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Ryc. 1. Uproszczony schemat etapów montażu kompleksu pre-RC w trakcie inicjacji replikacji DNA. 

[Schemat wykonano na podstawie Symeonidou i in. 2012, przy użyciu aplikacji Canva pro]. 

 

Podczas fazy S nieaktywny pre-RC jest przekształcany w aktywną helikazę, która 

rozwija dsDNA, umożliwiając w ten sposób polimerazom DNA dostęp i kopiowanie 

dwóch nici matrycowych. Kompleks CMG, nazwany od jego składników: Cdc45, 

kompleksu helikazy Mcm2-7 i kompleksu GINS (składającego się z 4 białek: Sld5, Psf1, 

Psf2 i Psf3), jest składany w fazie S w sposób zależny od dwóch kinaz: kinazy Dbf4-

Cdc7 (DDK) i kinazy zależnej od cykliny fazy S (CDK). Białko Dbf4 to regulatorowa 

podjednostka kompleksu kinazy Cdc7-Dbf4 niezbędna dla aktywności kinazy Cdc7  

i inicjacji replikacji [Moyer i in. 2006; Zegerman i Diffley 2007; Aparicio i in. 2009]. 

Podczas stresu replikacyjnego w punkcie kontrolnym fazy S dochodzi do hamowania 

aktywacji kinazy zależnej od Dbf4 (DDK) oraz kinazy zależnej od cyklin (CDK),  
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co powoduje późny początek replikacji DNA. Kinaza Rad53 jest głównym efektorem 

punktu kontrolnego replikacji: wiąże i fosforyluje białko Dbf4, aby zapobiec 

uruchomieniu replikacji z miejsc ori [Bruck i Kaplan 2015; Chen i in. 2013]. W proces 

uruchamiania (aktywacji) miejsc ori (origin firing) zaangażowane są podjednostki 

pomocnicze helikazy: Cdc45 i GINS, czynniki regulujące takie jak Sld2, Sld3, Sld7  

i Dpb11, a także polimeraza DNA ε i Mcm10 [Masumoto i in. 2000; Miyazawa-Onami   

i in. 2017; Douglas i in. 2018].  

Odpowiednio, Sld3, Sld7 i Cdc45 są rekrutowane do pre-RC i składane w kompleks 

Cdc45-MCM-Sld3 ze zwiększonymi poziomami kinazy zależnej od Dbf4 [Heller i in. 

2011]. Następnie kinazy zależne od cyklin fazy S fosforylują Sld3 i Sld2, aby promować 

ich wiązanie z Dbp11, co jest niezbędne do tworzenia kompleksu przedinicjacyjnego 

(pre-IC) [Muramatsu i in. 2010]. Uproszczony schemat etapów montażu kompleksu  

pre-IC został przedstawiony na Rycinie 2. Tworzenie kompleksu pre-IC obejmuje 

rekrutację kilku dodatkowych białek lub kompleksów (tzw. czynników uruchamiających) 

i uważa się, że umożliwia rozdzielenie podwójnego kompleksu MCM na pojedyncze 

heksamery [Miyazawa-Onami i in. 2017]. Fosforylacja DDK napędza rekrutację Cdc45  

i Sld3 do podwójnego heksameru Mcm2-7. Sld3 wiąże się z fosforylowanymi peptydami 

w Mcm4 i Mcm6, co wskazuje, że Sld3 rekrutuje Cdc45 do fosforylowanego podwójnego 

heksameru Mcm2-7. Sld7 wiąże i stabilizuje Sld3 i zmniejsza jego powinowactwo  

do białka Cdc45 (Ryc. 2.) [Tanaka i in. 2011; McGuffee i in. 2013]. Kiedy Sld3 zostaje 

zastąpiony przez kompleks GINS (Sld5-Psf1-Psf2-Psf3), powstaje kompleks helikazy 

CMG (Cdc45-MCM-GINS) [Sheu i in. 2016]. Białka Sld2, Sld3 i Dpb11 są wymagane 

do rozpoczęcia replikacji DNA, ale nie przemieszczają się wraz z widełkami 

replikacyjnymi. Sld3 i Cdc45 wiążą się we wczesnej fazie inicjacji replikacji podczas 

fazy G1 cyklu komórkowego, natomiast Sld2, GINS, polimeraza ε i Dpb11 tworzą 

kompleks przejściowy na początku fazy S [Ogiwara i in. 2006; Mantiero i in. 2011; 

Dhingra i in. 2015;]. Samo utworzenie kompleksu CMG nie jest jednak wystarczające do 

zainicjowania odwijania helisy DNA w miejscu ori. Do aktywacji CMG niezbędne jest 

również białko Mcm10. Białko Mcm10 aktywuje kompleks CMG, stymulując odwijanie 

DNA i wiązanie RPA (kompleksu białka replikacyjnego A) z otrzymanym ssDNA, 

umożliwiając tym samym przejście z fazy inicjacji do fazy elongacji replikacji DNA 

[Ricke i Bielinsky 2004; van Deursen i in. 2012; Watase i in. 2012; Lõoke i in. 2017]. 

Aktywna helikaza CMG jest następnie sprzęgana z polimerazą DNA, Pol ε dla nici 

wiodącej lub Pol δ dla nici opóźnionej (Ryc. 2) [Kunkel i Burgers 2008; Douglas i Diffley 
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2016]. Dzięki aktywności białek Sld2, Sld3, Sld7, Dpb11 oraz Mcm10 przyłączanie  

i aktywowanie poszczególnych elementów maszynerii replikacyjnej zachodzi w ściśle 

określonej kolejności. Czynniki te określają także, które miejsca inicjacji są uruchamiane 

w danej rundzie replikacyjnej [Ilves i in. 2010]. 

 

Ryc. 2. Uproszczony schemat etapów montażu kompleksu pre-IC i obraz replisomu w trakcie inicjacji 

replikacji DNA. [Schemat wykonano na podstawie Symeonidou i in. 2012, przy użyciu aplikacji Canva 

pro]. 

Drożdże pączkujące Saccharomyces cerevisiae od wielu lat stanowią jeden  

z podstawowych organizmów modelowych wykorzystywanych powszechnie w wielu 
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dziedzinach nauki. Ten jednokomórkowy grzyb jest dobrym układem eksperymentalnym 

z kilku powodów. Drożdże S. cerevisiae są łatwe i tanie w hodowli, szybko rozmnażają 

się bezpłciowo przez pączkowanie, a ich obserwacja nie jest skomplikowana. 

Jednocześnie badania prowadzone z wykorzystaniem S. cerevisiae są bezpieczne  

i nieszkodliwe dla środowiska oraz nie budzą dylematów moralno-etycznych. Ponadto 

genom S. cerevisiae został w pełni zsekwencjonowany, a wiele genów tego 

jednokomórkowca posiada swojego homologa w komórkach wyższych organizmów 

eukariotycznych, w tym i człowieka. Dodatkowo drożdże można łatwo poddać 

mutagenezie ukierunkowanej, transformacji a następnie selekcji mutantów  

z zastosowaniem markerów auksotroficznych lub innych markerów selekcyjnych,  

np. oporności na genetycynę. Dzięki temu istnieje możliwość wprowadzania mutacji 

punktowych, czy też dysrupcji całych genów, co pozwala na badanie roli tych genów lub 

ich braku w komórce [Karathia i in. 2011]. Z powyższych względów drożdże  

S. cerevisiae stanowią prosty i użyteczny model do badania przebiegu procesów 

fizjologicznych komórki, w tym i starzenia. 

Starzenie się jest definiowane jako złożony, wieloczynnikowy proces biologiczny, 

który dotyczy wszystkich żywych organizmów. Jest to również proces, z którego nie ma 

wyjścia i kończy się śmiercią [López-Otín i in. 2013]. W wyniku starzenia, wraz  

z upływem czasu, dochodzi do nagromadzenia się wewnątrzkomórkowych uszkodzeń, 

upośledzenia funkcji tkanek i narządów, a w konsekwencji do śmierci organizmu. Tempo 

starzenia się jest pod pewną kontrolą genetyczną: zakres fenotypu starzenia się oraz 

długość życia jest różna u różnych gatunków, w tym także u człowieka. Ponadto tempo 

procesu starzenia podlega także wpływom czynników środowiskowych. Jak do tej pory 

powstało wiele hipotez i teorii, które próbują wyjaśnić przebieg oraz przyczyny starzenia 

[Harman 1981; López-Otín i in. 2013; de Cabo i in. 2014]. Istotą procesu starzenia się 

jest akumulacja uszkodzeń makrocząsteczek komórkowych przez całe życie. Integralność 

i stabilność DNA jest stale narażona na działanie egzogennych czynników fizycznych, 

chemicznych i biologicznych, a także na endogenne zagrożenia takie jak błędy replikacji 

DNA, spontaniczne reakcje hydrolityczne i reaktywne formy tlenu. Zmiany genetyczne 

wynikające z zewnętrznych lub wewnętrznych uszkodzeń są bardzo zróżnicowane  

i obejmują mutacje punktowe, translokacje, aberracje chromosomowe, skracanie 

telomerów, a także zaburzenia genetyczne spowodowane integracją wirusów lub 

transpozonów. W celu zminimalizowania tych zmian, organizmy żywe posiadają złożoną 
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sieć mechanizmów reparacji DNA, które łącznie są w stanie poradzić sobie z większością 

powstałych uszkodzeń DNA [López-Otín i in. 2013]. 

Drożdże piekarnicze są uważane także za ważny układ modelowy, za pomocą którego 

z powodzeniem można badać procesy starzenia i pozwalają na odrębne analizy zarówno 

starzenia komórek aktywnych mitotycznie jak i komórek będących w fazie  

post-mitotycznej. W oparciu o układ modelowy drożdży pączkujących opracowano dwa 

główne modele starzenia: model replikacyjnego starzenia oraz model chronologicznego 

starzenia [Longo i in. 2012]. Model replikacyjnego starzenia (RLS – replicative life span) 

odwzorowuje procesy starzenia się komórek aktywnych mitotycznie. W modelu tym, 

według standardowego podejścia, starzenie określone jest przez liczbę komórek 

potomnych jaką komórka matka jest w stanie wyprodukować w trakcie swojego życia 

przed nieodwracalnym zatrzymaniem cyklu komórkowego. W rzeczywistości  

to standardowe podejście nie odzwierciedla jednak czasu życia komórki, lecz jej potencjał 

reprodukcyjny. Analizę potencjału reprodukcyjnego wykonuje się poprzez fizyczne 

odseparowanie komórek potomnych (córek), od komórki matki z wykorzystaniem 

mikroskopu wyposażonego w mikromanipulator. To co kluczowe, w przypadku analiz 

komórek aktywnych mitotycznie, analizuje się pojedyncze komórki, a nie populację 

komórek drożdży.  
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Ryc. 3. Pączkująca komórka drożdży Saccharomyces cerevisiae (szczep BY4743). Zdjęcie SEM;  

pow. 10 000x [fot. M. Mołoń]. 

 

Późniejsze analizy i metody pozwoliły na dokładne określenie czasu życia komórek 

aktywnych mitotycznie i zaproponowano wprowadzenie parametru całkowitej długości 

życia komórki (TLS - total life span). Definiowana jest ona jako suma czasu, w którym 

komórka zachowuje zdolność do pączkowania (reprodukcyjna długość życia) i czasu,  

w którym przeżywa od ostatniego podwojenia, aż do śmierci (po reprodukcyjna długość 

życia) [Minois i in. 2005]. Zakłada się, że badania nad starzeniem replikacyjnym 

pozwalają na poznanie mechanizmów starzenia komórek aktywnych mitotycznie 

[Steinkraus i in. 2008]. Z kolei model chronologicznego starzenia (CLS - chronological 

life span) przybliża wiedzę na temat regulacji długości życia komórek, które nie mają 

aktywności mitotycznej. W modelu tym długość życia określa się na podstawie 

przeżywalności populacji komórek, które pozostają w fazie post-mitotycznej (fazie 

stacjonarnej). Podczas analiz CLS hodowle prowadzone są z wykorzystaniem płynnych 

podłoży syntetycznych suplementowanych odpowiednimi aminokwasami lub zasadami 

azotowymi i źródłem węgla (najczęściej glukozą). Zatrzymanie cyklu komórkowego jest 
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możliwe po wyczerpaniu źródła węgla. Następnie monitoruje się przeżywalność komórek 

na podstawie ich zdolności do wznowienia podziałów mitotycznych (zdolność  

do tworzenia kolonii) w świeżej pożywce YPD [Fabrizio i Longo 2003]. Wiadomo, że na 

starzenie się drożdży wpływa wiele czynników, w tym między innymi ograniczenie 

kalorii [Kaeberlein i in. 2005], związki przeciwstarzeniowe [Stępień i in. 2020; Czachor 

i in. 2020; Kwong i in. 2021], zaburzenia biogenezy rybosomów [Steffen i in. 2008; 

Borkiewicz i in. 2019; Mołoń i in. 2020], dysfunkcja mitochondriów [Delaney i in. 2013], 

czy zwiększony poziom reaktywnych form tlenu, prowadzący do uszkodzeń 

oksydacyjnych [Ludovico i Burhans 2014] lub tworzenia się pozachromosomalnych 

kółek rDNA (ERCs) [Sinclair i in. 1997; Mołoń i in. 2018].  

Zaburzenia na poziomie replikacji DNA są także często wymieniane jako potencjalne 

czynniki determinujące proces starzenia. Jednak wciąż niewiele wiadomo na temat 

bezpośredniego związku między inicjacją replikacji a starzeniem. Dlatego głównym 

celem niniejszej pracy była analiza wpływu redukcji liczby kopii genów kodujących 

białka zaangażowane w proces inicjacji replikacji DNA na procesy starzenia w modelu 

replikacyjnego oraz chronologicznego starzenia drożdży S. cerevisiae. 

W badaniach wykorzystano heterozygotyczne mutanty w tle genetycznym szczepu 

referencyjnego BY4743. Wybór układu heterozygotycznego podyktowany był faktem,  

że wszystkie z analizowanych genów są niezbędne do przeżycia (essential genes), a zatem 

delecja obu ich kopii jest letalna. Na potrzeby niniejszej pracy szczepy heterozygotyczne 

dla kompleksu ORC oznaczono jako ORC/orcΔ, dla kompleksu CMG jako CMG/cmgΔ, 

natomiast heterozygoty posiadające tylko jedną funkcjonalną kopię genów kodujących 

niezbędne białka replikacyjne, takie jak Cdc6, Dbf4, Sld3, Sld7, Sld2 i Mcm10 jako 

szczepy lowPICC (szczepy z niższą kontrolą pre-IC). 
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4. Cele pracy 

Celem pracy wykonanej w ramach przygotowania rozprawy doktorskiej było: 

 Określenie wpływu zaburzeń inicjacji replikacji DNA na starzenie 

heterozygotycznych mutantów drożdży S. cerevisiae w modelu replikacyjnego 

oraz chronologicznego starzenia. 

 Określenie poziomu transkryptów mRNA genów zaangażowanych w inicjację 

replikacji DNA u heterozygot ORC/orcΔ, CMG/cmgΔ oraz lowPICC. 

 Weryfikacja wpływu zaburzeń inicjacji replikacji DNA na tempo wzrostu oraz 

cykl komórkowy u analizowanych heterezygot. 

 Określenie wpływu zaburzeń inicjacji replikacji DNA na skład biochemiczny 

komórki (biochemiczny odcisk palca) w zakresie polisacharydów, białek, lipidów 

oraz kwasów nukleinowych, jak również ich korelacji z parametrami 

starzeniowymi.  
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5. Hipotezy 

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA mają istotny wpływ na starzenie replikacyjne 

i chronologiczne drożdży S. cerevisiae. 

 Obniżenie liczby kopii genów zaangażowanych w inicjację replikacji DNA 

ma kluczowy wpływ na potencjał reprodukcyjny komórki. 

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA powodują wydłużenie tempa wzrostu  

i zmiany na poziomie cyklu komórkowego. 

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA mają wpływ na skład makrocząsteczek 

komórki w zakresie polisacharydów, białek, lipidów oraz kwasów nukleinowych. 
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6. Materiały i metody 

6.1. Szczepy użyte w badaniach 

Do badań wykorzystano heterozygotyczne komórki drożdży Saccharomyces 

cerevisiae w tle genetycznym szeroko wykorzystywanego szczepu referencyjnego 

BY4743. Wybór takiego układu był podyktowany faktem, że delecja obu kopii genu jest 

letalna w przypadku wszystkich analizowanych genów zaangażowanych w proces 

inicjacji replikacji.  

 

Tab. 1 Szczepy drożdży wykorzystane w pracy 

 

Szczep Genotyp Źródło 

BY4743 a/α  

Typ dziki 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0  

 

Open 

Biosystems 

ORC1/orc1 

YML065W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YML065w::kanMX4/YML065w  

Open 

Biosystems 

ORC2/orc2 

YBR060C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YBR060c::kanMX4/YBR060c  

Open 

Biosystems 

ORC3/orc3 

YLL004W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YLL004w::kanMX4/YLL004w  

Open 

Biosystems 

ORC4/orc4 

YPR162C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YPR162c::kanMX4/YPR162c  

Open 

Biosystems 

ORC5/orc5 

YNL261W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YNL261w::kanMX4/YNL261w  

Open 

Biosystems 

ORC6/orc6 

YHR118C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YHR118c::kanMX4/YHR118c  

Open 

Biosystems 

CDC45/cdc45 

YLR103C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YLR103c::kanMX4/YLR103c  

Open 

Biosystems 

MCM2/mcm2 

YBL023C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YBL023c::kanMX4/YBL023c  

Open 

Biosystems 

MCM3/mcm3 

YEL032W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YEL032w::kanMX4/YEL032w  

Open 

Biosystems 

MCM4/mcm4 

YPR019W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3D1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YPR019w::kanMX4/YPR019w  

Open 

Biosystems 
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MCM5/mcm5 

YLR274W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YLR274w::kanMX4/YLR274w  

Open 

Biosystems 

MCM6/mcm6 

YGL201C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YGL201c::kanMX4/YGL201c  

Open 

Biosystems 

MCM7/mcm7 

YBR202W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YBR202w::kanMX4/YBR202w  

Open 

Biosystems 

PSF1/psf1 

YDR013W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YDR013w::kanMX4/YDR013w  

Open 

Biosystems 

PSF2/psf2 

YJL072C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YJL072c::kanMX4/YJL072c  

Open 

Biosystems 

PSF3/psf3 

YOL146W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YOL146w::kanMX4/YOL146w  

Open 

Biosystems 

SLD5/sld5 

YDR489W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YDR489w::kanMX4/YDR489w  

Open 

Biosystems 

CDC6/cdc6 

YJL194W  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YJL194w::kanMX4/YJL194w  

Open 

Biosystems 

DBF4/dbf4 

YDR052C  

 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YDR052c::kanMX4/YDR052c 

Open 

Biosystems 

SLD3/sld3 

YGL113W  

BY4743; Mat a/α; his3Δeu2Δ0/leu2Δ0; lys2Δ0/LYS2; 

MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YGL113w::kanMX4/YGL113w  

Open 

Biosystems 

SLD7/sld7 

YOR060C  

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2D0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YOR060c::kanMX4/YOR060c  

Open 

Biosystems 

SLD2/sld2 

YKL108W 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YKL108w::kanMX4/YKL108w  

Open 

Biosystems 

MCM10/mcm10 

YIL150C  

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YIL150c::kanMX4/YIL150c  

Open 

Biosystems 

BY4743 a/α  

pWJ1344 

 BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0 

[RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2020; Stępień i 

in. 2024b 

ORC1/orc1 

YML065W  

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YML065w::kanMX4/YML065w [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2020 

ORC2/orc2 

YBR060C  

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YBR060c::kanMX4/YBR060c [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2020 
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ORC3/orc3 

YLL004W  

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YLL004w::kanMX4/YLL004w [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2020  

ORC4/orc4 

YPR162C  

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YPR162c::kanMX4/YPR162c [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2020  

ORC5/orc5 

YNL261W  

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YNL261w::kanMX4/YNL261w [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2020  

ORC6/orc6 

YHR118C  

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YHR118c::kanMX4/YHR118c [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2020  

CDC6/cdc6 

YJL194W 

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YJL194w::kanMX4/YJL194w [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2024b 

DBF4/dbf4 

YDR052C  

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YDR052c::kanMX4/YDR052c[RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2024b  

SLD3/sld3 

YGL113 

pWJ1344W  

BY4743; Mat a/α; his3Δeu2Δ0/leu2Δ0; lys2Δ0/LYS2; 

MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YGL113w::kanMX4/YGL113w [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2024b  

SLD7/sld7 

YOR06 

pWJ13440C  

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2D0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YOR060c::kanMX4/YOR060c [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2024b  

SLD2/sld2 

YKL108W 

pWJ1344 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YKL108w::kanMX4/YKL108w [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2024b  

MCM10/mcm10 

YIL150C 

pWJ1344  

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YIL150c::kanMX4/YIL150c [RAD52-YFP, LEU2] 

Stępień i in. 

2024b  

BY4743 a/α  

YTE32 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0 

RFA1/RFA1-YFP::LEU2 

Stępień i in. 

2024b  

CDC6/cdc6 

YJL194W  

YTE33 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YJL194w::kanMX4/YJL194w RFA1/RFA1-

YFP::LEU2 

Stępień i in. 

2024b  

DBF4/dbf4 

YDR052C  

YTE34 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YDR052c::kanMX4/YDR052c RFA1/RFA1-

YFP::LEU2 

Stępień i in. 

2024b  

SLD3/sld3 

YGL113W  

YTE37 

BY4743; Mat a/α; his3Δeu2Δ0/leu2Δ0; lys2Δ0/LYS2; 

MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YGL113w::kanMX4/YGL113w RFA1/RFA1-

YFP::LEU2 

Stępień i in. 

2024b  

SLD7/sld7 

YOR060C  

YTE38  

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2D0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YOR060c::kanMX4/YOR060c RFA1/RFA1-

YFP::LEU2 

Stępień i in. 

2024b  
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SLD2/sld2 

YKL108W  

YTE36 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YKL108w::kanMX4/YKL108w RFA1/RFA1-

YFP::LEU2 

Stępień i in. 

2024b  

MCM10/mcm10 

YIL150C  

YTE35 

BY4743; Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

YIL150c::kanMX4/YIL150c RFA1/RFA1-YFP::LEU2 

Stępień i in. 

2024b  

ndt80Δ/ndt80Δ Mat a/α; his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 

lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 

yhr124w:: kanMX4/ yhr124w:: kanMX4 

Open 

Biosystems 

 

6.2. Warunki wzrostu 

Komórki drożdży hodowano w standardowym, bogatym podłożu YPD (1 % ekstrakt 

drożdżowy, 1 % pepton, 2 % glukoza) przy użyciu wytrząsarki obrotowej (150 obr./min.) 

lub na stałej pożywce YPD wzbogaconej 2% agarem. Doświadczenia przeprowadzono  

w temperaturze 28°C. 

Do analizy chronologicznej długości życia (CLS) zastosowano pożywkę SDC (synthetic 

complete dextrose), która składała się z 0,67% YNB (yeast nitrogen base) (bez 

aminokwasów) i 2% glukozy. Podłoże zostało dodatkowo suplementowane L-histydyną 

(60 mg/L), L-leucyną (180 mg/L) i uracylem (60 mg/L) zgodnie z wymaganiami 

auksotroficznymi analizowanego tła genetycznego BY4743. 

 

6.3. Analiza kinetyki wzrostu komórek  

Testy wzrostu przeprowadzono w płynnym podłożu. Zawiesiny komórek drożdży 

inkubowano w temperaturze 28°C przez 12 godzin z ciągłym wytrząsaniem (przy użyciu 

inkubatora Heidolph 1000 przy 1200 obr./min). Kinetykę wzrostu oceniano mierząc 

absorbancję przy λ = 600 nm przy użyciu czytnika mikropłytek Anthos 2010 typ 17550 

w odstępach 2-godzinnych przez okres 12 godzin. W drugim podejściu określano gęstość 

komórek na mL hemocytometrycznie przy użyciu komory Malassez (Carl Roth, Lauda-

Konigshofen, Niemcy). 

 

6.4. Określenie średniego czasu podwojenia 

Dla każdego analizowanego szczepu obliczono średni czas podwojenia, zgodnie  

z wcześniej opisaną metodyką [Mołoń i in. 2016]. Czas podwojenia określono podczas 

rutynowej analizy potencjału reprodukcyjnego komórek. Nie uwzględniono czasów 

dwóch pierwszych cykli reprodukcyjnych (czasy pierwszego i drugiego podwojenia  
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są znacznie dłuższe niż w przypadku starszych komórek). Dane reprezentują średnie 

wartości z dwóch niezależnych eksperymentów (w każdym eksperymencie wykorzystano 

45 komórek) wraz z odchyleniem standardowym (SD). Wartości uznano za istotne 

statystycznie przy p < 0,001, stosując jednoczynnikową analizą wariancji (ANOVA)  

z testem post hoc wielokrotnego porównania (test Dunnetta). 

 

6.5. Test wydajności sporulacji 

Heterozygotyczne komórki analizowanych szczepów hodowano w podłożu YPD, 

opłukano dwukrotnie w sterylnym buforze PBS, a następnie umieszczono w pożywce  

do sporulacji zawierającej 0,1% ekstraktu drożdżowego, 1% octanu potasu, 0,05% 

glukozy, 2% agaru na 14 dni w temperaturze 28°C [Krol i in. 2018]. Komórki następnie 

zawieszono w sterylnej wodzie. Komórki oraz spory zliczano hemocytometrycznie przy 

użyciu komory Malassez (co najmniej 300 na próbkę). Średnią i SD obliczono z danych 

dla co najmniej trzech niezależnych hodowli każdego z analizowanych szczepów. 

Wydajność sporulacji analizowanych heterozygot wyrażono procentowo w porównaniu 

z wydajnością sporulacji szczepu referencyjnego BY4743. 

 

6.6. Pomiar aktywności metabolicznej komórek 

Aktywność metaboliczną komórek drożdży oznaczono za pomocą markera 

fluorescencyjnego FUN-1 zgodnie z protokołem producenta (Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA) z niewielkimi modyfikacjami [Kwolek-Mirek i Zadrąg-Tęcza 2014]. 

Fluorescencję zawiesiny komórek mierzono po 15 minutach inkubacji w ciemności  

i w temperaturze 28°C przy użyciu czytnika mikropłytek TECAN Infinite 200 (Grodig, 

Austria) przy λex = 480 nm i λem = 520 nm. Aktywność metaboliczną komórek wyrażono 

jako zmianę stosunku fluorescencji czerwonej (λ = 575 nm) do zielonej fluorescencji  

(λ = 535 nm). Średnią i SD obliczono na podstawie danych z co najmniej czterech 

niezależnych eksperymentów dla każdego szczepu. 

Sonda FUN1 wnika do komórki barwiąc jej cytoplazmę, co jest obserwowane jako 

zielona fluorescencja. Żywe komórki metabolizują barwnik, co powoduje powstawanie 

struktur w ich wakuolach, obserwowanych jako fluorescencja czerwona, i jednocześnie 

prowadzi do zmniejszenia sygnału zielonej fluorescencji z cytoplazmy. Zatem czym 

wyższa aktywność metaboliczna komórki, tym większe przesunięcie fluorescencji  
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w kierunku widma czerwonego. Komórki martwe nie wykazują struktur o czerwonej 

fluorescencji.  

 

6.7. Analiza cyklu komórkowego i zawartości DNA metodą cytometrii 

przepływowej 

Komórki hodowano do OD600nm 0,3–0,5 i 1 mL hodowli zebrano przez odwirowanie, 

przemyto wodą, a następnie utrwalono schłodzonym (-20°C) 70% etanolem (Polmos, 

Warszawa, Polska) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Utrwalone komórki 

następnie przemyto dwukrotnie buforem FACS 0,2 MTris-HCl (Sigma-Aldrich, 

Burlington, MA, USA), pH 7,4, 20 mM EDTA (Merck, Darmstadt, Niemcy)  

i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C w buforze FACS z dodatkiem  

1 mg/mL RNazy A (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) w celu wyeliminowania 

RNA. Komórki następnie przemyto solą fizjologiczną buforowaną fosforanami (PBS)  

i barwiono przez noc w temperaturze 4°C w ciemności przy użyciu 100 µL roztworu 

jodku propidyny (50 µg/mL w PBS; Calbiochem, San Diego, Kalifornia, USA).  

Po dodaniu 900 µL PBS komórki sonikowano trzy razy (po 10 s) w łaźni ultradźwiękowej 

Branson 2800 (Branson Ultrasonic Corporation, Danbury, CT, USA), przed analizą 

zawartości DNA FACS. Analizę przeprowadzono przy użyciu analizatora FACS Calibur 

(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). W pojedynczym teście zliczono ogółem 

10 000 komórek. 

Analizę FACS wykorzystano w dwóch testach. Pierwszy do oceny zmian na poziomie 

cyklu komórkowego analizowanych heterozygot oraz do analizy zmian zawartości DNA 

podczas analiz starzenia chronologicznego. W każdym przypadku przeprowadzono  

co najmniej trzy niezależne powtórzenia biologiczne dla każdego szczepu i w wybranych 

punktach czasowych podczas testu CLS. Komórki analizowano pod kątem zawartości 

DNA i wielkości komórek, wykorzystując odpowiednio kanały FL2 i FSC. 

Reprezentatywne histogramy zostały zaprezentowane w pracy. 

Obliczono średni procent komórek w fazach G1, S i G2 cyklu komórkowego  

z co najmniej trzech niezależnych powtórzeń biologicznych i obliczono również 

odchylenie standardowe (SD). Zastosowanie dwóch szczepów kontrolnych, 

haploidalnego i diploidalnego, umożliwiło bramkowanie komórek w odpowiedniej fazie 

cyklu komórkowego. 
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6.8. Barwienie mitochondrialnego DNA za pomocą DAPI w teście in vivo 

Komórki z wczesnej fazy wykładniczej hodowano w ciemności przez dodatkową  

1 godzinę w temperaturze 28°C z wytrząsaniem z dodatkiem 4′,6-diamidyno-2-

fenyloindolu (DAPI; Invitrogen) do końcowego stężenia 1 µg/mL. Następnie komórki 

odwirowano (800 g), przemyto dwukrotnie PBS, zawieszono w 50 µL PBS i umieszczono 

na szkiełku mikroskopowym. Obrazowanie przeprowadzono przy użyciu aparatu 

cyfrowego Zeiss AxioCam 807c (Zeiss, Oberkochen, Niemcy), zamontowanego  

na mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss Axio Imager.M2 obsługiwanym przez 

oprogramowanie Zeiss ZEN, stosując DIC (dla jasnego pola) oraz filtr Zeiss 49  

(dla DAPI). 

Analizę sygnałów fluorescencyjnych mtDNA przeprowadzono podobnie do analizy 

ognisk Rfa1 opisanej poniżej. Przygotowano maski binarne dla komórek i sygnałów 

mtDNA (po wcześniejszej dekonwolucji) i wykorzystano je do segmentacji. 

Intensywność sygnałów fluorescencyjnych obliczono poprzez konwersję masek 

binarnych mtDNA na obszary zainteresowania w oprogramowaniu Fidżi i obliczenie 

średniej wartości zintegrowanej gęstości (suma intensywności pikseli na danym 

obszarze) dla każdego zestawu surowych obrazów. W każdym z trzech powtórzeń 

biologicznych analizowano co najmniej 200 komórek, zaś średnio na każdy szczep 

przeanalizowano około 900 komórek. Dla każdego szczepu zliczano dane dotyczące 

całego mtDNA. Istotność statystyczną obliczono za pomocą testu t Welcha. 

 

6.9. Izolacja RNA i analiza RT-qPCR 

Do ekstrakcji mRNA użyto zestawu do izalacji RNA z drożdży RiboPure RNA 

Purification Kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA; AM1926) zgodnie z instrukcjami 

producenta. Do ekstrakcji mRNA z całonocnych hodowli zebrano 2 x 107 komórek. 

Jakość i wydajność RNA sprawdzano za pomocą czytnika TECAN Infinite 200. Próbki 

przechowywano w stężeniu 300 µg/µL w porcjach po 5 mg w temperaturze -80°C. 

Jakość próbek określono analizując stężenie RNA (260 nm) i jego czystość (280/230 nm) 

w 20-krotnie rozcieńczonym roztworze każdej próbki w wodzie wolnej od nukleaz  

na spektrometrze UV-1800 (Shimadzu, Tokio, Japonia). Aby usunąć resztkowe 

kompleksy dsDNA, ssDNA i RNA–DNA, próbki inkubowano przez 30 minut  

w temperaturze 37°C (TBD-100, Biosan, Ryga, Łotwa) z 50 U DNAazy wolnej od RNazy 

(10 U/µL, A&A Biotechnology, Gdynia , Polska) w buforze zawierającym 50 mM  
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Tris-HCl (pH = 8,0) i 5 mM MgCl2. Po 5 minutach inkubacji reakcję zatrzymano przez 

ogrzewanie w temperaturze 75°C, a następnie ochłodzenie do 4°C. 

Odwrotną transkrypcję przeprowadzono w dwóch etapach. Syntezę pierwszej nici 

przeprowadzono przy użyciu zestawu TranScriba Kit (A&A Biotechnology, Gdynia, 

Polska) w termocyklerze MasterCycler® (Eppendorf, Hamburg, Niemcy) w następujący 

sposób: średnio 1026 µg (σ = 0,015) RNA z każdej próbki inkubowano z 1 µL startera 

oligo(dT)18 w 65°C przez 5 min w łącznej objętości 9,5 µL (woda wolna od nukleaz),  

a następnie schłodzono do temperatury 4°C. Po dodaniu mieszaniny reakcyjnej 

składającej się z 4 µL 5× buforu reakcyjnego, 0,5 µL inhibitora RNazy (40 U/µL), 2 µL 

dNTP (10 mM) i 4 µL rekombinowanej odwrotnej transkryptazy MMLV (20 U/µL) 

całość uzupełniono sterylną wodą do 20 µL, reakcję prowadzono w temperaturze 42°C 

przez 60 min, następnie zatrzymano w 70°C na 5 min, a otrzymany cDNA 

przechowywano w -20°C do dalszej analizy. W drugim etapie zmierzono względną liczbę 

transkryptów za pomocą ilościowej reakcji PCR w aparacie Light Cycler® 96 (Roche, 

Bazylea, Szwajcaria). Mieszanina reakcyjna składała się z: 7,5 µL RT PCR Mix  

SYBR ® A (Taq 0,1 U/µL, MgCl2 4 mM, 0,5 mM każdego dNTP w 2 x buforze 

reakcyjnym zawierającym SYBR ® Green, A&A Biotechnology, Gdynia, Polska),  

0,56 µL każdego startera (10 mM, Genomed, Warszawa, Polska, Tab. 2), 0,75 µL cDNA 

(wcześniej rozcieńczonego w stosunku 1:5 w sterylnej wodzie), całość uzupełniono  

do 15 µL sterylną wodą. Reakcję przeprowadzono przy następującym profilu 

termicznym: wstępna denaturacja przez 180 s w temperaturze 95°C, następnie 40 cykli 

obejmujących denaturację w temperaturze 95°C przez 30 s, przyłączanie starterów  

w temperaturze 55°C przez 30 s i wydłużanie starterów w temperaturze 72°C. °C przez 

30 s przy pojedynczym pomiarze. Każdą reakcję zakończono poprzez analizę topnienia 

produktów o następującym profilu termicznym: 95°C przez 10 s, 65°C przez 60 s, 

następnie do 97°C z 5 odczytami/°C. Każdą próbkę poddano obróbce w co najmniej 

dwóch powtórzeniach biologicznych i trzech powtórzeniach technicznych, a reakcje PCR 

przeprowadzono w obecności kontroli negatywnej z odczynnikiem i kontroli pozytywnej 

z DNA drożdży. Potencjalne zanieczyszczenie izolatów RNA DNA wykluczono poprzez 

wstępną reakcję PCR ze starterami ACT1, które następnie rozdzielono metodą poziomej 

elektroforezy żelowej. Całość analizy przeprowadzono zgodnie z zasadami dobrej 

praktyki postępowania z RNA. 
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Tab. 2 Startery wykorzystane w analizie RT-qPCR 

Nazwa 

genu 

Starter 5′- > 3’ (F) Starter 5′- > 3’ (R) 

ACT1 AAGCTTTGTTCCATCCTTCT GTACCACCGGACATAACG 

ORC1 TGGGTATACGCACGAAGAGC TCTCACGTCTTCAGGCAAC 

ORC2 ATTACGCTCCGCTCCTCTG CTTCAGCACCACTGCTGGTA 

ORC3 ACTGAGCAGATGTCCTACATTCA GCCCGTTAATCGGGTTCTCT 

ORC4 AGCTCGTCTATCACCGCAAG CCAGGGTCGCTGTCTTTACA 

ORC5 GGATTCCTCACGAAGTGCAGA GGTAGAGCTGCTTATGGACG 

ORC6 AACCAGGAAACGACGGTTTG TTGTTTCGTTCTCCCCGCTTC 

CDC45 TAAATTGCTTGAACTGGACG TCATCTTCGTCTTCTTCGTC 

MCM2 GCAAAGACGAAGAAGGAGAA ATTCCGAGTAACTGTTAGCC 

MCM3  CTTGGAAGCTTTCGTTCAAA GTGGACAGATCTGATAAGCT 

MCM4  GTACCAACGTCAGTATCCAG GTATAGTTCTTCGTCGGTAGT 

MCM5 TTTGGATTCTGAACACGTCT TGTTGTGTGTCTGCAATTTC 

MCM6 CATGAGAGAAAATGGTGCTC ACCTTCGGATCTCTTCAATG 

MCM7  GGAGACTGAGGAATGAGAGA TCAGTTTCATCCTCGACAAC 

PSF1 TTTATCCGGCTCTTTAGTGC ATCAGACTGCCTTACGAAAA 

PSF2 GGTTCTTTGGATCGCTCTAT CGGCAACTCACTAAACCTAT 

PSF3  AGAACCTGTACCTTTTGTGG TGGCTAGACTGAAGAAATGC 

SLD5  GCCTATGCCTAACGAATCTA ATTGGCGCAAATAAAGTGAG 

CDC6 TTTGTCCTGGTTTGAATTGC TTTATTTGCAATGTTGGGCC 

DBF4 AAGCGTCATGAGTAAGAACA CTGTGTCTATTTTCCTTTGATGT 

SLD3 CAGACCCTAAAGAGTACATAGAA TTTGTAACTGTCACTTCCGT 

SLD7 ACAACAATCTCAACAAAGGAAG GGAGGCCACCCAAAATTAG 

SLD2 GTGAAACGCCAATTAAACTTTC GTGGAGGATTAATAGTTGGACT 

MCM10 CCGATAATCACAAACGAATTAGA TAGGTGGGCGAATTTTAGC 

 

6.10. Oznaczanie częstotliwości ognisk Rad52 i Rfa1 metodą mikroskopii 

fluorescencyjnej 

Test tworzenia ognisk Rad52-YFP przeprowadzono zgodnie z wcześniej opisaną 

metodą w [Krol i in. 2018] z drobnymi modyfikacjami. Badane szczepy transformowano 

plazmidem pWJ1344 niosącym fuzję RAD52::YFP [Torres-Rosell i in. 2007]. 

Transformanty hodowano do fazy wykładniczej (około 7 x 106 kom./mL) w płynnej 

pożywce YPD w temperaturze 28°C z wytrząsaniem. Pobrano porcję 1,5 mL każdej 

hodowli, odwirowano (1000 x g) i ponownie zawieszono w 30 µL 1 x PBS, a 3,5 µL 

zawiesiny komórek umieszczono na szkiełkach mikroskopowych w celu oceny odsetka 

komórek spontanicznie tworzących ogniska Rad52-YFP . Do pozostałej hodowli dodano 

H2O2 do końcowego stężenia 1mM lub zeocynę do końcowego stężenia 100 µg/mL  

i komórki inkubowano przez dodatkową godzinę w tych samych warunkach. Następnie 

zebrano porcję szczepów traktowanych H2O2 lub zeocyną w celu zbadania odsetka 
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komórek tworzących ogniska Rad52-YFP wywołane stresem. Obrazowanie 

przeprowadzono przy 100-krotnym powiększeniu w kanałach DIC i YFP mikroskopu 

fluorescencyjnego Olympus BX-51 obsługiwanego przez oprogramowanie cellSens 

Dimension i udokumentowano przy użyciu kamery DP-72. Zliczono liczbę komórek  

i ognisk Rad52 w komórkach, a średni procent komórek z ogniskami Rad52 obliczono 

po przeszukaniu co najmniej 300 komórek w każdym z trzech powtórzeń biologicznych, 

co dało łączną liczbę co najmniej 900 komórek. Wyniki przedstawiono jako kwartyle 

danych, ze średnią, medianą, SD i wartościami p obliczonymi przy użyciu testu t Welcha 

dla dwóch próbek. 

Ogniska Rfa1-YFP analizowano przy użyciu podobnego schematu eksperymentalnego, 

jak opisano powyżej, z tą różnicą, że zastosowano szczepy z fuzją RFA1-YFP::LEU2  

w locus genomowym RFA1. Obrazowanie przeprowadzono przy użyciu aparatu 

cyfrowego Zeiss AxioCam MRc5 (Zeiss, Oberkochen, Niemcy), zamontowanego  

na mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss Axio Imager.M2 obsługiwanym przez 

oprogramowanie Zeiss Axio Vision 4.8, przy użyciu DIC (dla jasnego pola) i filtru 38HE 

(dla YFP). 

Ponieważ w przeciwieństwie do ognisk Rad52-YFP, ogniska Rfa1-YFP rzadko 

występują pojedynczo na komórkę, przyjęliśmy półautomatyczne zliczanie ich liczby 

zgodnie z metodologią zastosowaną dla innego ogniska naprawczego Rad51-YFP  

i opisaną w [Antoniuk-Majchrzak i in. 2023]. W skrócie, liczbę ognisk Rfa1-YFP 

policzono za pomocą kilku programów do przetwarzania obrazu w następujący sposób: 

(1) maski binarne komórek uzyskano za pomocą oprogramowania Cellpose 

(RRID:SCR_021716, [Stringer i in. 2021]; (2) maski binarne ognisk Rfa1 wykonano 

poprzez wstępne przetwarzanie obrazu w Fiji (ImageJ 2) ((RRID:SCR_002285, 

[Schindelin i in. 2012]) z wtyczką MorphoLibJ [Legland i in. 2016]; (3) powstałe obrazy 

wykorzystano w celu wygenerowania masek prawdopodobieństwa za pomocą 

segmentacji semantycznej w ilastik [Berg i in. 2019] (4), następnie zliczono wystąpienia 

odpowiednich ognisk w obszarach poszczególnych komórek za pomocą programu 

CellProfiler [Stirling i in. 2021]. Komórki analizowano w każdym z trzech powtórzeń 

biologicznych. Wyniki przedstawiono jako kwartyle danych, z zaznaczoną średnią, 

medianą i SD. Istotność statystyczną wyników sprawdzono za pomocą testu t Welcha. 
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6.11. Analizy starzenia replikacyjnego 

Eksperyment prowadzono zgodnie z procedura opisaną w [Mołoń i Żebrowski 2017]. 

Drożdże hodowano w bogatej pożywce YPD do fazy logarytmicznej. Następnie 10 µL 

każdej hodowli pipetowano na oddzielne szalki z podłożem YPD z dodatkiem barwnika 

floksyny B w stężeniu 10 μg/mL. Dla każdej próby poddano mikromanipulacji  

45 pojedynczych komórek. Analiza została określona przez mikromanipulację za pomocą 

mikroskopu optycznego Nikon Eclipse E200 z dołączonym mikromanipulatorem.  

6.11.1. Określenie potencjału reprodukcyjnego komórek 

Liczba pączków utworzonych przez każdą komórkę została wykorzystana  

do określenia jej potencjału reprodukcyjnego. Wyniki prezentują pomiary 

wykonane dla co najmniej 90 analizowanych komórek, w dwóch niezależnych 

powtórzeniach biologicznych.  

6.11.2. Określenie całkowitej długości życia 

Całkowita długość życia to długość życia pojedynczej komórki drożdży 

wyrażona w jednostkach czasu i została obliczona jako suma długości życia 

reprodukcyjnego (czas między pierwszym a ostatnim pączkowaniem)  

i długości życia po reprodukcyjnego (czas od ostatniego pączkowania  

do śmierci). Floksyna B wybarwiała komórki martwe na kolor różowy,  

co pozwoliło na określenie całkowitego czasu życia analizowanych komórek. 

Podczas mikromanipulacji szalki utrzymywano w temperaturze 28°C przez 

15 godzin i w temperaturze 4°C w nocy. Eksperyment prowadzono  

do momentu śmierci ostatniej analizowanej komórki. Wyniki prezentują 

pomiary wykonane dla co najmniej 90 analizowanych komórek, w dwóch 

niezależnych powtórzeniach biologicznych. 

 

6.12. Analizy chronologicznej długości życia  

Chronologiczną długość życia komórek inkubowanych w pożywce minimalnej 

(SDC) mierzono w sposób opisany wcześniej [Czachor i in. 2020]. Drożdże hodowano  

w SDC zawierającej 0,67% YNB (Bacto) (bez aminokwasów) i 2% (w / v) glukozy, 

uzupełnionej L-histydyną (60 mg/L), L-leucyną (180 mg/L) ) i uracylem (60 mg/L). 

Chronologiczną długość życia monitorowano w pożywce SDC mierząc żywotność  

po 2, 4, 7, 14, 21 i 28 dniach hodowli. Do ilościowego pomiaru przeżycia zastosowano 

barwienie jodkiem propidyny. Komórki zawieszano w PBS i barwiono fluorescencyjnie 
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za pomocą 5 µg/mL jodku propidyny (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) przez 15 

minut w ciemności w temperaturze pokojowej. Zdjęcia sygnałów fluorescencyjnych 

wykonano za pomocą mikroskopu Olympus BX-51 (Olympus, Tokio, Japonia) 

wyposażonego w aparat cyfrowy DP-72 i oprogramowanie cellSens Dimension v1.0. 

Martwe komórki były widoczne w czerwonym kanale fluorescencji (λex = 480 nm; λem 

= 520 nm). Dane reprezentują średnie wartości z trzech niezależnych eksperymentów.  

Do analizy klonogenności (CFU) we wskazanych punktach czasowych (dzień 2, 7, 14, 

21 i 28) komórki pobrano z hodowli wyjściowej, zliczono hemocytometrycznie przy 

użyciu komory Malassez, przemyto, rozcieńczono i wysiano na szalkach z podłożem 

bogatym YPD wzbogaconym 2% agarem. Szalki inkubowano 48 godzin w 28°C,  

po czym  zliczono CFU/mL. 

 

6.13. Spektroskopia Ramana 

Do pomiarów spektroskopii Ramana wykorzystano spektrometr Nicolet NXR 9650 

FT-Raman Spectrometer wyposażony w laser Nd:YAG (1064 nm) i detektor InGaAs. 

Próbki drożdży liofilizowano. Widma Ramana mierzono przy mocy lasera 0,5 W  

w zakresie od 250 cm-1 do 2000 cm-1 ; otrzymane widma uśredniono z 64 skanów. 

Średnica zastosowanej wiązki laserowej wynosiła 50 µm, a rozdzielczość widmowa  

8 cm−1. Widma Ramana przetwarzano za pomocą oprogramowania Omnic/Thermo 

Scientific i programów OriginLab. 

W celu wykazania podobieństwa szczepów heterozygotycznych do analizy hierarchicznej 

skupień drożdży typu dzikiego (HCA) i analizowanych heterozygot zastosowano metodę 

skupień Warda. Metody te zastosowano w zakresach Ramana dla polisacharydów, 

lipidów, białek, RNA i kwasów nukleinowych. Do przeprowadzenia analizy  

i sporządzenia wykresów wykorzystano program OriginLab. 

Do zilustrowania korelacji pomiędzy składem chemicznym w poszczególnych 

analizowanych szczepach drożdży zastosowano analizę głównych składników (PCA). 

PCA to technika nieparametryczna stosowana do wydobywania informacji dotyczących 

podobieństw i różnic między próbkami. Metody te zastosowano w zakresach widm 

Ramana odpowiadających polisacharydom, lipidom, białkom i RNA. Analizę i generację 

wykresów przeprowadzono przy użyciu oprogramowania OriginLab. 
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6.14. Analiza wrażliwości komórek drożdży wobec wybranych czynników 

stresowych przy użyciu testu kropelkowego 

Szczepy hodowane w płynnej pożywce YPD nanoszono na szalki z pożywką YPD 

zawierające wskazane stężenia analizowanych stresorów, tj. Calcofluor White, Congo 

Red, SDS, chlorku sodu (NaCl), zeocyny lub kamptotecyny, a następnie inkubowano 

przez 2 dni w temperaturze 28°C. Szok cieplny zastosowano poprzez ekspozycję 

komórek na temperaturę 46°C przez 20 minut. Wzrost na szalkach z pożywką YPD bez 

stresorów służył jako kontrola. Pokazano reprezentatywne wyniki z dwóch niezależnych 

eksperymentów. Kolory reprezentują zdolność komórek analizowanych heterozygot  

do wzrostu w danych warunkach. Każdy „+” odzwierciedla wzrost kolonii w miejscu,  

w którym umieszczono krople zawierające odpowiednio 50 000, 5000, 500 i 50 komórek. 

 

6.15.  Analiza statystyczna 

Wyniki reprezentują średnie wartości ± SD dla wszystkich badanych próbek  

z co najmniej dwóch niezależnych eksperymentów. Różnice między WT  

a heterozygotycznymi szczepami diploidalnymi oszacowano za pomocą 

jednoczynnikowej analizy ANOVA i testów post hoc Dunnetta,. Wartości uznano  

za istotne, gdy p  < 0,05. Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu programu 

Statistica 10.0, dla analiz tempa wzrostu, czasu podwojenia, wydajności sporulacji, 

aktywności metabolicznej, parametrów mierzonych w starzeniu drożdży, RT-qPCR. Dla 

oceny korelacji pomiędzy parametrami starzenia w modelu replikacyjnego starzenia 

drożdży, a zawartością lipidów, białek, kwasów nukleinowych  

i polisacharydów wykorzystano współczynnik korelacji Pearsona. Analizę 

przeprowadzono przy użyciu programu Excel 2016. Dla spektroskopii Ramana 

przeprowadzono analizy HCA i PCA przy użyciu oprogramowania PAST 3.0 i Origin 

2018. Dla analiz cyklu komórkowego, zawartości mtDNA oraz częstości występowania 

ognisk Rad52-YFP i Rfa1-YFP do oceny statystycznej wykorzystano oprogramowanie 

OriginPro. W tym przypadku różnice między WT, a heterozygotycznymi szczepami 

diploidalnymi oszacowano za pomocą testów t-Studenta i t-Welcha.    
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7. Wyniki 

7.1. Wpływ delecji pojedynczej kopii genów zaangażowanych w inicjację 

replikacji DNA na tempo wzrostu, częstotliwość sporulacji oraz aktywność 

metaboliczną 

Pierwszym etapem badań w ramach realizowanego projektu badawczego było 

porównanie kinetyki tempa wzrostu i średniego czasu podwojenia komórek szczepów 

heterozygotycznych pozbawionych jednej kopii genów kodujących białka zaangażowane 

w proces inicjacji replikacji DNA. Oprócz rzeczywistej liczby komórek w hodowli 

płynnej, standardowe wyniki pomiarów gęstości optycznej (OD) zależą również  

od morfologii komórek, tj. ich wielkości, przezroczystości, ziarnistości, czy grubości 

ściany komórkowej . Dlatego w analizie kinetyki tempa wzrostu zastosowano dwa 

podejścia. Pierwsze z nich opiera się na pomiarach zmian gęstości optycznej hodowli  

w czasie (Ryc. 4A, 5A i 6A). Z kolei druga metoda polegała na manualnym zliczaniu 

gęstości analizowanych hodowli w wybranych punktach czasowych z wykorzystaniem 

technik hemocytometrycznych (Ryc. 4B, 5B i 6B). Jak pokazano na rycinach 4A i B,  

5A i B oraz 6A i B, prawie wszystkie analizowane heterozygoty wykazują wolniejsze 

tempo wzrostu w porównaniu ze szczepem referencyjnym niezależnie od zastosowanej 

metody.  
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Ryc. 4. Kinetyka wzrostu, częstotliwość sporulacji oraz aktywność metaboliczna heterozygotycznych 

szczepów pozbawionych jednej kopii genu kodującego podjednostkę kompleksu ORC. Porównanie 

krzywych wzrostu dla odpowiednich szczepów heterozygotycznych i kontroli WT (BY4743). Gęstość 

hodowli określono mierząc gęstość optyczną przy λ = 600 nm (A) lub liczbę komórek na mL (B). Średni 

czas podwojenia dla tych samych szczepów co w (A) w okresie reprodukcji. Słupki błędów wskazują 

odchylenia standardowe (SD) z dwóch niezależnych eksperymentów (C). Częstotliwość sporulacji 

heterozygotycznych szczepów drożdży pod względem genów kodujących podjednostki kompleksu ORC  

i WT (BY4743) (D). Aktywność metaboliczną komórek oszacowano za pomocą barwienia FUN-1. Dane 

wyrażono jako średnią ± SD z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Słupki wskazują SD (E). 

Istotność statystyczną oceniano za pomocą testu ANOVA i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05;  

** p < 0,01; *** p < 0,001) w porównaniu z WT. 
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Powyższe dane potwierdzają analizy czasu podwojenia. Jak pokazano na Ryc. 4C, 5C  

i 6C średni czas podwojenia analizowanych komórek był istotnie statystycznie dłuższy 

dla prawie wszystkich szczepów w porównaniu z typem dzikim (WT). Wyjątek stanowił 

czas podwojenia szczepu ORC6/orc6Δ, który był podobny do czasu podwojenia szczepu 

typu dzikiego. 

Sporulacja jest kluczowym procesem niezbędnym do przetrwania drożdży  

w warunkach naturalnych. Dlatego następnie zbadano wpływ zmniejszenia poziomu 

białek zaangażowanych w inicjację replikacji DNA na częstotliwość sporulacji.  

Jak pokazano na Ryc. 4D, 5D oraz 6D prawie wszystkie testowane szczepy wykazały 

zmienioną wydajność sporulacji; jednakże tendencja tych zmian nie była taka sama  

w przypadku wszystkich heterozygot. Szczepy ORC2/orc2Δ, ORC5/orc5Δ  

oraz MCM10/mcm10Δ miały niższą wydajność sporulacji w porównaniu ze szczepem 

kontrolnym (Ryc. 4D i 6D). Brak pojedynczej kopii genu w ORC3 i ORC6 również 

prowadził do zmniejszenia zdolności drożdży do sporulacji, ale wynik ten nie był istotny 

statystycznie. Natomiast znaczące zmniejszenie, około 90%, wydajności sporulacji 

zaobserwowano wyłącznie w szczepie MCM2/mcm2Δ. Co ciekawe, szczepy 

MCM7/mcm7Δ, PSF2/psf2Δ oraz DBF4/dbf4Δ wykazały około 80% wzrost wydajności 

sporulacji (Ryc. 5D i 6D). W przypadku innych szczepów, tj. ORC4/orc4Δ, 

MCM3/mcm3Δ, MCM4/mcm4Δ, MCM5/mcm5Δ, MCM6/mcm6Δ, PSF1/psf1Δ, 

PSF3/psf3Δ, SLD5/sld5Δ, CDC6/cdc6Δ i SLD2/sld2Δ odnotowano łagodną poprawę 

wydajności sporulacji. Z kolei szczepy CDC45/cdc45Δ, SLD3/sld3Δ oraz SLD7/sld7Δ 

charakteryzowały się wydajnością sporulacji na poziomie WT (Ryc. 6D). Podczas analiz 

wydajności sporulacji wykonano również dysekcję tetrad. Jak pokazano w publikacjach 

realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej, w przypadku wszystkich analizowanych 

heterozygot, po dysekcji tetrad rosły jedynie dwie spory, co potwierdza, że geny 

zaangażowane w inicjację replikacji są niezbędne do życia (dane nie zostały umieszczone 

w autoreferacie). 
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Ryc. 5. Kinetyka wzrostu, częstotliwość sporulacji oraz aktywność metaboliczna heterozygotycznych 

szczepów pozbawionych jednej kopii genu kodującego podjednostkę kompleksu helikazy CMG. 

Porównanie krzywych wzrostu dla odpowiednich szczepów heterozygotycznych i kontroli WT (BY4743). 

Gęstość hodowli określono mierząc gęstość optyczną przy λ = 600 nm (A) lub liczbę komórek na mL (B). 

Średni czas podwojenia dla tych samych szczepów co w (A) w okresie reprodukcji. Słupki błędów wskazują 

odchylenia standardowe (SD) z dwóch niezależnych eksperymentów (C). Częstotliwość sporulacji 

heterozygotycznych szczepów drożdży pod względem genów kodujących podjednostki kompleksu CMG  

i WT (BY4743) (D). Aktywność metaboliczną komórek oszacowano za pomocą barwienia FUN-1. Dane 

wyrażono jako średnią ± SD z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Słupki wskazują SD (E). 

Istotność statystyczną oceniano za pomocą testu ANOVA i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05;  

** p < 0,01; *** p < 0,001) w porównaniu z WT. 
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Dodatkowo w przypadku białek kodujących składniki kompleksów ORC oraz CMG 

wykonano analizę aktywności metabolicznej. Do oceny aktywności metabolicznej 

badanych, heterozygotycznych szczepów użyto barwnika FUN-1. Aktywność 

metaboliczną komórek wyrażono jako zmianę stosunku fluorescencji czerwonej (λ = 575 

nm) do zielonej (λ = 535 nm). Im wyższy był stosunek fluorescencji czerwonej  

do zielonej, tym większą aktywność metaboliczną wykazywały badane komórki. 

Komórki większości badanych szczepów wykazywały tendencję do wyższej aktywności 

metabolicznej w porównaniu do WT. Jednakże wyniki te były istotne statystycznie 

jedynie dla szczepów ORC4/orc4Δ, MCM2/mcm2Δ i MCM4/mcm4Δ (p < 0,05) oraz 

szczepów MCM7/mcm7Δ i PSF1/psf1Δ (p < 0,01) (Ryc. 4E i 5E). W związku z tym,  

że komórki kompleksu lowPICC nie wykazały istotnych statystycznie zmian aktywności 

metabolicznej, wyniki nie zostały zamieszczone w publikacji Stępień i in. 2024b. 

 

 

Ryc. 6. Kinetyka wzrostu, częstotliwość sporulacji oraz aktywność metaboliczna heterozygotycznych 

szczepów pozbawionych jednej kopii genu kodującego czynniki białkowe zaangażowane w proces inicjacji 

replikacji DNA (lowPICC). Porównanie krzywych wzrostu dla odpowiednich szczepów 

heterozygotycznych i kontroli WT (BY4743). Gęstość hodowli określono mierząc gęstość optyczną przy  

λ = 600 nm (A) lub liczbę komórek na mL (B). Średni czas podwojenia dla tych samych szczepów  

co w (A) w okresie reprodukcji. Słupki błędów wskazują odchylenia standardowe z dwóch niezależnych 

eksperymentów (C). Wydajność sporulacji heterozygotycznych szczepów drożdży pod względem genów 

kodujących czynniki lowPICC i WT (BY4743) (D). Istotność statystyczną oceniano za pomocą testu 

ANOVA i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001) w porównaniu z WT. 
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7.2. Wpływ zaburzeń inicjacji replikacji DNA na cykl komórkowy 

Następnie skierowaliśmy pytanie, czy brak jednej kopii genów zaangażowanych  

w inicjację replikacji ma wpływ na cykl komórkowy. Przeprowadzono analizy metodą 

cytometrii przepływowej dla kompleksów ORC, CMG oraz lowPICC. Wiadomo,  

że podjednostki kompleksu ORC tworzą kompleks przed replikacją, dlatego spodziewano 

się, że brak jednej kopii genu ORC może wpływać na cykl komórkowy. Analiza 

zawartości DNA przeprowadzona metodą cytometrii przepływowej wykazała zaburzenia 

cyklu komórkowego u wszystkich analizowanych szczepów z grupy ORC/orcΔ. Zmiany 

te były głównie związane z wydłużeniem fazy G1 cyklu komórkowego. W konsekwencji 

liczba komórek zatrzymanych w fazie G2 cyklu była istotnie zmniejszona u wszystkich 

szczepów tej grupy w porównaniu z kontrolą (Ryc. 7A i B).  

 

 

Ryc. 7. Analiza cyklu komórkowego diploidalnego szczepu drożdży typu dzikiego BY4743  

i izogenicznych szczepów heterozygotycznych ORC1/orc1Δ, ORC2/orc2Δ, ORC3/orc3Δ, ORC4/ orc4Δ, 

ORC5/orc5Δ i ORC6/orc6Δ. Komórki pozbawione jednej kopii genu ORC wykazywały opóźnienie 

przejścia G1/S (A). (B) Po lewej stronie warunki bramkowania stosowane do obliczenia liczby komórek  

w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Po prawej wynik kwantyfikacji trzech powtórzeń 

biologicznych. 

 

W przypadku grupy szczepów CMG/cmgΔ najbardziej zauważalną zmianę 

zaobserwowano również w fazie G1 cyklu komórkowego. Komórki były zatrzymane  

w tej fazie we wszystkich szczepach z wyjątkiem SLD5/sld5Δ i MCM3/mcm3Δ. Jednakże 

szczep CDC45/cdc45Δ charakteryzował się także wydłużeniem fazy S, a szczep 

MCM7/mcm7Δ  wydłużeniem fazy G2 (Ryc. 8A i B).  
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Ryc. 8. Analiza cyklu komórkowego diploidalnego szczepu WT (BY4743) i izogenicznych 

heterozygotycznych szczepów CDC45/cdc45Δ, MCM2/mcm2Δ, MCM3/mcm3Δ, MCM4/mcm4Δ, 

MCM5/mcm5Δ, MCM6/mcm6Δ, MCM7/mcm7Δ, PSF1/psf1Δ , PSF2/psf2Δ, PSF3/psf3Δ i SLD5/sld5Δ. 

Komórki pozbawione jednej kopii genów kodujących podjednostki helikazy CMG wykazywały niewielkie 

opóźnienie w przejściu G1/S. (A) Przedstawiono reprezentatywne histogramy z trzech powtórzeń 

biologicznych. (B) Kwantyfikacja analizy cyklu komórkowego. Po lewej stronie histogramy szczepów 

kontrolnych, BY4741 (haploidalny) i BY4743 (diploidalny), z warunkami bramkowania zastosowanymi 

do obliczenia liczby komórek w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Wykres po prawej stronie 

przedstawia kwantyfikację wyników analizy cyklu komórkowego. Obliczono procent komórek  

w określonej fazie cyklu komórkowego, biorąc pod uwagę czas generacji szczepów i przedstawiono  

w odniesieniu do WT. Pokazano wartość średnią z pięciu powtórzeń biologicznych. Słupki wskazują SD. 

Istotność statystyczną w odniesieniu do fazy cyklu komórkowego kontroli WT oceniano za pomocą testu 

t-Studenta (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).  

 

Inicjacja replikacji musi być ściśle kontrolowana, aby zapewnić precyzyjną duplikację 

całego genomu w każdym cyklu komórkowym. Realizowane jest to głównie poprzez 

koordynację pierwszych etapów replikacji DNA: rozpoznania ARS (autonomously 

replicating sequence – sekwencja replikująca się autonomicznie), sukcesywnego 

budowania pre-IC i aktywacji replikacyjnej helikazy DNA. Dlatego kolejnym krokiem 

pracy była próba odpowiedzi na pytanie, czy i jak zmienia się cykl komórkowy  

w komórkach szczepów, z tzw. grupy lowPICC. Jak pokazano na Rycinie 9A,  
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u większości testowanych szczepów wykryto niewielkie zatrzymanie komórek 

analizowanych heterozygot w fazach G1 i S cyklu komórkowego. Obie fazy cyklu 

komórkowego były wydłużone w szczepach CDC6/cdc6Δ, DBF4/dbf4Δ i SLD2/sld2Δ.  

Z kolei w komórkach szczepu SLD3/sld3Δ faza G1 uległa istotnemu wydłużeniu (o 27%), 

natomiast faza S była najbardziej wydłużona w szczepach SLD7/sld7Δ  

i MCM10/mcm10Δ odpowiednio o 43% i 45%.  

Co ciekawe, jak pokazano na Rycinie 9B. analiza cytometrii przepływowej wykazała 

również różnice w zawartości DNA pomiędzy testowanymi szczepami, czego nie 

obserwowano podczas analiz kompleksu ORC i CMG. Zaobserwowano także znaczny 

wzrost wielkości komórek w populacji szczepu CDC6/cdc6Δ (Ryc. 9C).  

Dane te sugerują, że różnice w tempie wzrostu analizowanych szczepów (Ryc. 4A i B, 

5A i B, 6A i B ) nie wynikają po prostu ze zmian długości cyklu komórkowego, ale mogą 

mieć na to wpływ inne czynniki. Zaobserwowano następującą regułę: faza G1 była 

najbardziej wydłużona w przypadku obniżenia ekspresji genów podjednostek ORC; 

mniejszy efekt zaobserwowano w heterozygotach ze zmniejszoną ekspresją podjednostek 

kompleksu helikazy CMG, a jeszcze mniejszy, ale bardziej zróżnicowany (dotyczący 

zarówno fazy G1, jak i S cyklu komórkowego) efekt zaobserwowano dla szczepów  

z grupy lowPICC. 
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Ryc. 9. Analiza cyklu komórkowego dla heterozygotycznych mutantów lowPICC. Komórki WT (BY4743) 

oraz izogeniczne heterozygotyczne szczepy DBF4/dbf4Δ, CDC6/cdc6Δ, SLD7/sld7Δ, SLD2/sld2Δ, 

SLD3/sld3Δ i MCM10/mcm10Δ hodowano w temperaturze 28°C w pożywce YPD do fazy wykładniczej, 

następnie znakowano jodkiem propidyny, a zawartość DNA badano metodą cytometrii przepływowej.  

(A) Kwantyfikacja wyników analizy cyklu komórkowego. Obliczono procent komórek w określonej fazie 

cyklu komórkowego, biorąc pod uwagę czas generacji szczepów i przedstawiono w odniesieniu do WT. 

Pokazano średnią z trzech powtórzeń biologicznych. Słupki wskazują odchylenia standardowe. Istotność 

statystyczną w odniesieniu do fazy cyklu komórkowego kontroli WT oceniano za pomocą testu t-Studenta 

(* p < 0,05; ** p < 0,01). Pokazano zawartość DNA (B) i wielkości komórek (C) (średnia z trzech 

powtórzeń biologicznych) szczepów lowPICC w porównaniu z WT. 

 

7.3. Analiza zawartości mtDNA w szczepach lowPICC 

Jak pokazano na Rycinie 9, podczas analiz z wykorzystaniem technik cytometrii 

przepływowej w szczepach lowPICC wykazano różnice w zawartości DNA. 

Powszechnie wiadomo, że poziom mtDNA może również wpływać na całkowitą 

zawartość komórkowego DNA. Dlatego następnie postanowiono sprawdzić, czy 

przyczyną tego fenotypu (różnic w ogólnej zawartości DNA) są różnice w zawartości 

mtDNA. Jak zobrazowano na Rycinie 10, jedynie komórki szczepu SLD3/sld3Δ 

wykazywały zawartość mtDNA zbliżoną do obserwowanej w szczepie kontrolnym.  

Z kolei szczepy DBF4/dbf4Δ, SLD2/sld2Δ i CDC6/cdc6Δ wykazały akumulację mtDNA. 
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Co ciekawe, w szczepie DBF4/dbf4Δ zawartość mtDNA wzrosła o 40%, a dla 

SLD2/sld2Δ i CDC6/cdc6Δ odpowiednio o 22% i 13,5% (Ryc. 10A, B). W szczepach 

MCM10/mcm10Δ i SLD7/sld7Δ zaobserwowano odwrotny efekt; zawartość mtDNA 

spadła odpowiednio o 17% i 11%.  

 

Ryc. 10. Zmiany w zawartości mtDNA w komórkach szczepów lowPICC. Kontrolę WT i heterozygotyczne 

szczepy DBF4/dbf4Δ, CDC6/cdc6Δ, SLD7/sld7Δ, SLD2/sld2Δ, SLD3/sld3Δ, MCM10/mcm10Δ hodowano 

do fazy wykładniczej i barwiono DAPI in vivo. Sygnał DAPI dokumentowano za pomocą mikroskopii 

fluorescencyjnej. Następnie przeprowadzono segmentację komórek i sygnałów mtDNA na uzyskanych 

zdjęciach oraz zmierzono zintegrowaną gęstość sygnałów mtDNA na komórkę. (A) Reprezentatywna 

ilustracja wyników barwienia DAPI heterozygot lowPICC i przykład segmentacji zarówno komórek jak  

i sygnału mtDNA. (B) Wykres przedstawiający ilościowe wyniki intensywności sygnału fluorescencyjnego 

mtDNA wyświetlane jako średnia zintegrowana gęstość segmentowanego sygnału mtDNA na komórkę  

(tj. suma wartości pikseli w obszarze segmentowanego mtDNA). Analizowano co najmniej 300 komórek  

na każde z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Ramki reprezentują kwartyle danych. Poziome 

linie w ramkach przedstawiają wartości mediany. Kropka oznacza wartość średnią. Wąsy reprezentują 

odchylenie standardowe ze współczynnikiem = 1,5. Istotność statystyczną wyników sprawdzono  

za pomocą testu t Welcha. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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7.4. Analiza profilu ekspresji genów zaangażowanych w inicjację replikacji 

DNA w heterozygotycznych szczepach drożdży 

W związku z brakiem jednej kopii genów zaangażowanych w inicjację replikacji 

DNA skierowano pytanie dotyczące realnego poziomu ekspresji tych genów  

w heterozygotach. W idealnym świecie teoretycznie powinien on wynosić 50%. Dlatego 

następnie oceniono poziom ekspresji genów kodujących komponenty białkowe 

zaangażowane w inicjację replikacji DNA w heterozygotycznych szczepach. W tym celu 

przeprowadzono analizę PCR w czasie rzeczywistym. Jak pokazano na Rycinie 11 brak 

jednej kopii genów ORC1-6 doprowadził do istotnego zmniejszenia ich ekspresji  

(p < 0,05). Poziom ekspresji wszystkich analizowanych genów ORC został obniżony 

średnio o ponad 50%. Przy czym największe zmiany zaobserwowano w szczepach 

ORC3/orc3Δ i ORC5/orc5Δ, gdzie ekspresja odpowiedniego genu ORC została 

zmniejszona o niemal 70% w porównaniu z WT.  

 

 

Ryc. 11. Analiza RT-qPCR wykazała spadek ekspresji genów ORC w heterozygotycznych szczepach 

ORC/orcΔ. Względny stosunek ekspresji ORC1, ORC2, ORC3, ORC4, ORC5 i ORC6 znormalizowany  

do ACT1 i poziomu ekspresji w WT w odpowiednich szczepach heterozygotycznych obliczono dla  

co najmniej dwóch powtórzeń biologicznych i trzech powtórzeń technicznych. Wszystkie wyniki były 

istotne statystycznie (p < 0,05). 
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Eksperyment wykazał również istotne statystycznie obniżenie (p < 0,05) ekspresji 

wszystkich badanych genów kodujących białka kompleksu CMG, w porównaniu z typem 

dzikim, co zostało pokazane na Rycinie 12. Najistotniejsze obniżenie ekspresji 

zaobserwowano w genach odpowiedzialnych za kodowanie podjednostek kompleksu 

GINS oraz w genie MCM2, który wykazał obniżenie ekspresji o ponad 50%  

w porównaniu z WT.  

 

Ryc. 12. Analiza RT-qPCR wykazała spadek ekspresji genów kodujących składniki kompleksu CMG  

w odpowiednich szczepach CMG/cmgΔ. Względny stosunek ekspresji CDC45, MCM2, MCM3, MCM4, 

MCM5, MCM6, PSF1, PSF2, PSF3, SLD5 znormalizowany do ACT1 i poziomu ekspresji w WT  

w odpowiednich szczepach heterozygotycznych obliczono dla co najmniej dwóch powtórzeń 

biologicznych i trzech powtórzeń technicznych. Wszystkie wyniki były istotne statystycznie, p < 0,05.  

 

Określono także poziomy ekspresji odpowiednich genów we wszystkich 

heterozygotycznych szczepach lowPICC w porównaniu z ich ekspresją w szczepie 

referencyjnym (BY4743). Jak zostało zaprezentowane na Rycinie 13 wykazano istotne 

statystycznie obniżenie (p < 0,05) ekspresji wszystkich testowanych genów  

w odpowiednim szczepie grupy lowPICC w porównaniu z poziomem ekspresji tego 

samego genu w szczepie WT. Najbardziej wyraźne obniżenie ekspresji zaobserwowano 

dla genu MCM10 w szczepie MCM10/mcm10Δ. 
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Ryc. 13. Analiza RT-qPCR wykazała spadek ekspresji genów kodujących białka lowPICC w odpowiednich 

szczepach lowPICC. Względny stosunek ekspresji CDC6, DBF4, SLD3, SLD7, SLD2 i MCM10 

znormalizowany do ACT1 i poziomu ekspresji w WT w odpowiednich szczepach heterozygotycznych 

obliczono dla co najmniej dwóch powtórzeń biologicznych i trzech powtórzeń technicznych. Wszystkie 

wyniki były istotne statystycznie, p < 0,05. 

 

7.5. Częstość występowania ognisk Rad52-YFP oraz Rfa1-YFP  

Inicjacja replikacji jest kluczowym krokiem w życiu proliferujących komórek.  

Ze względu na to, że we wcześniejszych analizach wykazano istotne opóźnienie przejścia 

pomiędzy fazami G1/S w heterozygotycznych szczepach ORC/orcΔ, co było 

prawdopodobnie spowodowane ograniczonym dostępem do komponentów ORC, 

postanowiono odpowiedzieć na pytanie - czy zmniejszona dostępność składników ORC 

może prowadzić do zwiększonych uszkodzeń DNA, gdy komórki są narażone na stres 

oksydacyjny? W tym przypadku, jako marker uszkodzeń DNA, wykorzystano białko 

fuzyjne Rad52-YFP. Rekombinaza Rad52 jest rekrutowana do miejsc uszkodzeń DNA, 

odgrywając kluczową rolę podczas procesów obejmujących rekombinację homologiczną, 

takich jak naprawa dwuniciowych pęknięć DNA, wiązanie jednoniciowych przerw  

w DNA powstałych po replikacji, czy rekombinację mejotyczną [Mortensen i in. 2009]. 

Sprawdzono częstość powstawania ognisk Rad52-YFP w szczepach ORC/orcΔ  
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w warunkach kontrolnych (bez stresora) i po jednogodzinnym traktowaniu 1mM H2O2, 

jako induktora stresu oksydacyjnego. Co ciekawe, w warunkach kontrolnych 

zaobserwowano istotnie statystycznie zmniejszoną liczbę komórek z ogniskami  

Rad52-YFP w szczepie ORC2/orc2Δ (p < 0.001) w porównaniu do WT (Ryc. 14).  

Po indukcji stresu oksydacyjnego liczba komórek z ogniskami Rad52-YFP była istotnie 

zwiększona w szczepach ORC1/orc1Δ i ORC2/orc2Δ (p < 0.05), ale zmniejszona  

w szczepie ORC6/orc6Δ (p < 0.05) w porównaniu do WT (Ryc. 14). 

 

 

Ryc. 14. Częstość tworzenia ognisk Rad52-YFP w heterozygotach ORC/orcΔ. Szczep kontrolny BY4743 

i szczepy izogeniczne ORC1/orc1Δ, ORC2/orc2Δ, ORC3/orc3Δ, ORC4/orc4Δ, ORC5/orc5Δ  

i ORC6/orc6Δ sprawdzano pod kątem tworzenia ognisk Rad52-YFP w co najmniej 900 komórkach  

na każdy szczep. Zliczano liczbę ognisk obserwowanych przed i po jednogodzinnym traktowaniu 1mM 

H2O2 i obliczano średnią liczbę ognisk na komórkę. Słupki błędów przedstawiają odchylenia standardowe 

uzyskane z trzech niezależnych eksperymentów. Istotność statystyczną oceniano za pomocą testu ANOVA 

i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05, ** p < 0,01). 

 

Skierowano również pytanie, czy podobny fenotyp utrzymuje się w grupie szczepów 

lowPICC. W tym przypadku rozszerzono analizy o akumulację uszkodzeń regionów 

ssDNA. W analizie wykorzystano białka fuzyjne Rad52-YFP i Rfa1-YFP. Funkcja białka 

Rad52 została opisana powyżej, natomiast białko Rfa1 jest częścią kompleksu RPA 

(białko replikacyjne A), które wiąże jednoniciowy DNA (ssDNA) i ma kluczowe 

znaczenie w przebiegu replikacji, naprawie i utrzymaniu telomerów [Barbour i Wuttke 

2023]. Dlatego w celu identyfikacji jednoniciowych uszkodzeń DNA zastosowano białko 

fuzyjne Rfa1-YFP.  
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Jak zostało pokazane na Rycinie 15A, liczba komórek ze spontanicznie utworzonymi 

ogniskami Rad52-YFP istotnie wzrosła w szczepie SLD3/sld3Δ, natomiast znacząco 

spadła w szczepach DBF4/dbf4Δ i MCM10/mcm10Δ (wzrost bez stresora). W celu 

indukcji stresu genotoksycznego wykorzystano zeocynę (fleomycyna D1). Zeocyna jest 

stresorem powodującym dwuniciowe pęknięcia nici DNA. Traktowanie zeocyną zwykle 

powoduje wzrost odsetka komórek z ogniskami Rad52-YFP, ponieważ rekombinaza 

Rad52 jest rekrutowana do miejsca uszkodzenia, gdzie następuje naprawa DNA. Fenotyp 

zwiększenia liczby ognisk Rad52-YFP zaobserwowano w przypadku szczepu 

kontrolnego, jak również w analizowanych heterozygotach, ale z pewnymi wyjątkami. 

Ogólnie zaobserwowane fenotypy były bardzo zmienne. Szczep CDC6/cdc6Δ prawie nie 

reagował na zeocynę. W szczepie SLD7/sld7Δ wzrost liczby komórek z ogniskami 

Rad52-YFP powstałymi po traktowaniu zeocyną był nieistotny statystycznie,  

ale na uwagę zasługuje fakt, że liczba komórek z ogniskami wywołanymi stresem 

genotoksycznym w tym szczepie była istotnie obniżona w porównaniu z WT 

traktowanym zeocyną. Z kolei, w szczepach DBF7/dbf4Δ i SLD3/sld3Δ liczba ognisk 

Rad52-YFP wywołanych stresem wzrosła istotnie w porównaniu z kontrolą traktowaną 

zeocyną. Jednocześnie odsetek komórek samoistnie tworzących ogniska Rad52-YFP  

w szczepie SLD3/sld3Δ był niemal czterokrotnie wyższy niż w DBF7/dbf4Δ.  

W pozostałych dwóch szczepach, SLD2/sld2Δ i MCM10/mcm10Δ, odsetek ognisk 

Rad52-YFP wywołanych stresem wzrósł istotnie w porównaniu z nietraktowaną kontrolą 

dla odpowiednich szczepów, ale zakres wzrostu był różny (odpowiednio około dwu-  

i czterokrotny). 

Następnie skoncentrowano się na analizie liczby ognisk białka fuzyjnego Rfa1-YFP.  

Jak pokazano na Rycinach 15B, C i D w warunkach kontrolnych liczba komórek  

z ogniskami Rfa1-YFP była znacząco zwiększona w szczepie DBF4/dbf4Δ w porównaniu 

z WT. Co więcej, w populacji komórek zawierających ogniska Rfa1-YFP występowało 

więcej komórek zawierających po kilka ognisk na komórkę (w przeciwieństwie do ognisk 

Rad52-YFP, które przeważnie występują pojedynczo, a rzadko jako dwa lub więcej  

na komórkę). Taki fenotyp często towarzyszy zwiększonemu uszkodzeniu DNA  

(Ryc. 15D) lub nagromadzeniu jednoniciowych przerw w DNA. Co ciekawe, nawet jeśli 

częstość występowania komórek z ogniskami Rfa1-YFP była na poziomie WT, wszystkie 

szczepy lowPICC wykazały zwiększoną liczbę komórek z dużą liczbą (więcej niż trzy) 

ognisk Rfa1-YFP na komórkę, czego nie zaobserwowano w szczepie kontrolnym. 

Traktowanie zeocyną spowodowało znaczny wzrost populacji komórek zawierających  
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Ryc. 15. Analiza częstości pęknięć dwuniciowych DNA i regionu ssDNA w szczepach lowPICC. 

Kwantyfikacja częstotliwości ognisk Rad52-YFP (A) i Rfa1-YFP (B). Wykonano trzy powtórzenia 

biologiczne. Zliczono co najmniej 300 komórek (dla Rad52-YFP) lub 600 komórek (dla Rfa1-YFP)  

dla każdego szczepu przed i po traktowaniu zeocyną. Ramki reprezentują kwartyle danych. Poziome linie 

w ramkach przedstawiają wartości mediany. Kwadrat reprezentuje wartość średnią. Wąsy reprezentują 

odchylenie standardowe ze współczynnikiem = 1,5. Testowanie hipotez statystycznych przeprowadzono 

za pomocą testu t Welcha dla dwóch prób. * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001. Jasnozielone gwiazdki 

wskazują istotność statystyczną w porównaniu do nietraktowanego szczepu kontrolnego, ciemnozielone 

gwiazdki wskazują istotność statystyczną w odniesieniu do szczepu kontrolnego traktowanego zeocyną,  

a czarne gwiazdki odzwierciedlają zmiany istotne statystycznie dla szczepu pomiędzy warunkami 

kontrolnymi i traktowaniem zeocyną. Dla zachowania przejrzystości, na wykresie pominięto statystycznie 

istotną różnicę (p < 0,001) w liczbie ognisk Rfa1 pomiędzy komórkami nietraktowanymi i traktowanymi 

zeocyną (B). (C) Ogniska Rfa1-YFP zobrazowane w szczepach lowPICC. (D) Wykres pokazuje ilościowe 

określenie liczby komórek z odpowiednią liczbą ognisk Rfa1-YFP na komórkę. Średnią (±SD) odsetka 

komórek z jednym, dwoma, trzema lub większą liczbą ognisk Rfa1-YFP w komórkach zliczano w trzech 

niezależnych powtórzeniach biologicznych. Istotne statystycznie różnice  pomiędzy WT a danym szczepem 

lowPICC pokazano powyżej wyniku dla tego szczepu w warunkach kontrolnych. Podobnie postąpiono  

z wynikami uzyskanymi dla szczepów traktowanych zeocyną. Różnica w odsetku komórek z określoną 

liczbą ognisk Rfa1-YFP na komórkę pomiędzy szczepami nietraktowanymi i traktowanymi zeocyną była 
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istotna statystycznie (p < 0,01) dla każdego szczepu i dlatego została pominięta na wykresie. Gwiazdki 

reprezentujące istotność statystyczną wyników dla określonej subpopulacji komórek są pokazane w tym 

samym kolorze co ta populacja. 

 

ogniska Rfa1-YFP, w tym wzrost liczby ognisk na komórkę. Ponadto liczba komórek 

zawierających ogniska Rfa1-YFP po indukcji zeocyną znacząco spadła w szczepach 

SLD7/sld7Δ i MCM10/mcm10Δ, głównie tych z wieloma ogniskami (Ryc. 15B). 

 

7.6. Wpływ zaburzeń inicjacji replikacji DNA na starzenie komórek aktywnych 

mitotycznie (starzenie replikacyjne) 

Tempo starzenia się komórek stanowi kluczowy wyznacznik oceny ich stanu 

fizjologicznego. Zdecydowana większość komórek przechodzi w swoim życiu określoną 

liczbę podwojeń. Warto zaznaczyć w tym miejscu, że w przypadku drożdży S. cerevisiae 

nie możemy powiedzieć, że komórki dzielą się. Jest to związane z wyboru sposobu 

rozmnażania bezpłciowego przez pączkowanie. W związku z tym komórki drożdży  

S. cerevisiae pączkują. Starzenie na poziomie komórkowym wiąże się zatem z utratą 

przez komórkę zdolności proliferacyjnych, czy jak w przypadku drożdży pączkujących 

do pączkowania. Do takiego stanu może doprowadzić nie tylko wyczerpanie potencjału 

reprodukcyjnego danej komórki, ale także stres komórkowy, m.in. stres oksydacyjny, 

osmotyczny, czy działanie związków uszkadzających DNA. W związku z tym kolejnym 

krokiem realizowanego projektu w ramach rozprawy doktorskiej była próba odpowiedzi 

na pytania: czy w komórkach drożdży o obniżonej ekspresji kluczowych genów 

kodujących białka zaangażowane w proces inicjacji replikacji DNA uległy zmianie: 

potencjał reprodukcyjny, czas życia reprodukcyjnego, czas życia po reprodukcji  

i całkowita długość życia. W celu oceny tempa starzenia się komórek aktywnych 

mitotycznie, zastosowano model replikacyjnego starzenia. Potencjał reprodukcyjny 

heterozygotycznych komórek drożdży oceniono wykorzystując standardową metodę 

polegającą na określeniu liczby komórek potomnych (córek) wytworzonych przez 

pojedynczą komórkę - matkę. Jest to możliwe dzięki zastosowaniu techniki 

mikromanipulacji oraz dzięki utrzymaniu asymetrii pomiędzy komórką matką i córką 

(Ryc. 3). Ponadto dzięki zastosowaniu w analizach floksyny B (marker wykorzystywany  

do barwienia martwych komórek) była możliwość określenia parametrów czasowych,  

tj. czas reprodukcji, czasu po reprodukcji oraz całkowitej długości życia komórek. 
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Ryc. 16. Fenotypy starzenia się komórek z obniżoną ekspresją genów kodujących podjednostki kompleksu 

ORC. Porównanie potencjału rozrodczego (A), długości życia reprodukcyjnego (B), długości życia  

po reprodukcyjnego (C) i całkowitej długości życia (D) diploidalnego referencyjnego szczepu drożdży 

BY4743 (WT) i izogenicznych szczepów heterozygotycznych. Istotność statystyczną oceniano za pomocą 

testu ANOVA i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). W nawiasach podano 

średnią wartość dla łącznie 90 komórek z dwóch niezależnych eksperymentów. 

 

Jak pokazano na Rycinie 16A, 17A i 18A, prawie wszystkie analizowane heterozygoty 

wykazywały zwiększoną zdolność do reprodukcji w porównaniu z WT. Jedynie  

w przypadku szczepów ORC6/orc6Δ i MCM2/mcm2Δ zaobserwowane zmiany nie były 

istotne statystycznie. W prawie wszystkich przypadkach średni potencjał reprodukcyjny 

przekraczał 30 podwojeń wykonanych przez pojedynczą komórkę matkę, co stanowiło 

statystycznie istotny wzrost w porównaniu z kontrolą (p < 0,001). Co ciekawe, szczepy 

MCM3/mcm3Δ, MCM4/mcm4Δ, PSF3/psf3Δ, SLD5/sld5Δ, SLD3/sld3Δ, SLD7/sld7Δ  

i MCM10/mcm10Δ wykazywały najbardziej znaczący wzrost potencjału 

reprodukcyjnego, prawie 50% wyższy niż WT. W związku z tym, dane pochodzące  

z analizy potencjału reprodukcyjnego jednoznacznie pokazują, że obniżenie poziomu 

ekspresji genów kodujących białka zaangażowane w proces inicjacji replikacji DNA 

odgrywa kluczową rolę w zdolności reprodukcyjnej komórek. 
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Ryc. 17. Fenotypy starzenia się komórek z obniżoną ekspresją genów kodujących podjednostki kompleksu 

CMG. Porównanie potencjału rozrodczego (A), długości życia reprodukcyjnego (B), długości życia  

po reprodukcyjnego (C) i całkowitej długości życia (D) diploidalnego referencyjnego szczepu drożdży 

BY4743 (WT) i izogenicznych szczepów heterozygotycznych. Istotność statystyczną oceniano za pomocą 

testu ANOVA i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). W nawiasach podano 

średnią wartość dla łącznie 90 komórek z dwóch niezależnych eksperymentów. 

 

Jak wspomniano wcześniej, ustalono również parametry czasowe dla komórek podczas 

rutynowej analizy starzenia replikacyjnego: czas reprodukcji, czas po reprodukcji oraz 

sumę tych dwóch czasów, czyli całkowitą długość życia. Dodatkowe wydłużenie czasu 

podwojenia komórek (Ryc. 4C, 5C i 6C) doprowadziło do statystycznie istotnego wzrostu 

długości życia reprodukcyjnego komórek (Ryc. 16B, 17B, 18B), we wszystkich badanych 

szczepach z wyjątkiem ORC6/orc6Δ i MCM2/mcm2Δ.  

Standardowe podejście do analiz starzenia komórek aktywnych mitotycznych zakłada 

jedynie analizę potencjału reprodukcyjnego (replicative lifespan). Do dnia dzisiejszego 

jest to jedyne podejście eksperymentalne w najlepszych laboratoriach na świecie 

wykorzystujących drożdże jako model eksperymentalny w badaniach nad starzeniem. 

Jednak komórki drożdży nie umierają bezpośrednio po ostatnim pączkowaniu.  

W związku z tym brak parametru czasu życia komórek pozostawia co najmniej niedosyt, 

kiedy chcemy odnieść wyniki z modelu drożdżowego do innych układów 

eukariotycznych, w tym i ludzi. Po zaprzestaniu reprodukcji komórki drożdży żyją 

jeszcze przez określony czas, zwany życiem po reprodukcyjnym lub  
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post-reprodukcyjnym. Czas trwania tego okresu życia komórek zależy od wielu 

czynników i często determinuje długowieczność komórek. Dlatego też dla badanych 

heterozygot określono także czas życia po reprodukcji. Jak pokazano na Rycinie 16C, 

17C i 18C wszystkie analizowane szczepy, z wyjątkiem ORC6/orc6Δ, cechowały się 

istotnym skróceniem czasu życia po reprodukcji. Co ciekawe, szczep MCM2/mcm2Δ, 

którego potencjał reprodukcyjny i reprodukcyjny czas życia był podobny do WT, 

wykazał istotną różnicę w skróceniu czasu życia po reprodukcji (p < 0,05).  

Określono także całkowitą długość życia komórek aktywnych mitotycznie, która jest 

sumą czasu życia reprodukcyjnego i po reprodukcji (Ryc. 16D, 17D i 18D). Nasze 

badania pokazują, że wśród całego zestawu analizowanych szczepów fenotyp 

przyspieszonego starzenia zaobserwowano jedynie w heterozygotach DBF4/dbf4Δ, 

MCM10/mcm10Δ (p < 0,05) oraz SLD2/sld2Δ (p < 0,001) (Ryc. 17D). Co ciekawe, choć 

w większości badanych szczepów nie wykazano istotnych statystycznie różnic w zakresie 

całkowitej długości życia, to przeciętnie jest ono nieco krótsze w porównaniu z grupą 

kontrolną.  

 

Ryc. 18. Fenotypy starzenia się komórek z obniżoną ekspresją genów kodujących białka lowPICC. 

Porównanie potencjału rozrodczego (A), długości życia reprodukcyjnego (B), długości życia  

po reprodukcyjnego (C) i całkowitej długości życia (D) diploidalnego referencyjnego szczepu drożdży 

BY4743 (WT) i izogenicznych szczepów heterozygotycznych. Istotność statystyczną oceniano za pomocą 

testu ANOVA i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). W nawiasach podano 

średnią wartość dla łącznie 90 komórek z dwóch niezależnych eksperymentów. 
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Skorelowano także długość życia reprodukcyjnego i po reprodukcyjnego  

z potencjałem reprodukcyjnym w badanych grupach heterozygotycznych szczepach,  

tj. ORC/orcΔ, CMG/cmgΔ oraz lowPICC. We wszystkich grupach zaobserwowano silnie 

dodatnią korelację między długością życia reprodukcyjnego, a potencjałem 

reprodukcyjnym oraz silnie ujemną korelację między długością życia  

po reprodukcyjnego, a potencjałem reprodukcyjnym.  

 

 

Ryc. 19. Korelacja pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym, a długością życia reprodukcyjnego (A)  

oraz pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym a długością życia po reprodukcyjnego (B) szczepu typu 

dzikiego (BY4743) i izogenicznych heterozygotycznych szczepów ORC/orcΔ. 

 

 

Ryc. 20. Korelacja pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym a długością życia reprodukcyjnego (A)  

oraz pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym a długością życia po reprodukcyjnego (B) szczepu typu 

dzikiego (BY4743) i izogenicznych heterozygotycznych szczepów CMG/cmgΔ. 

 

Wartość współczynnika korelacji Pearsona dla korelacji pomiędzy długością życia 

reprodukcyjnego, a potencjałem reprodukcyjnym wyniosła odpowiednio 0,927 dla grupy 

szczepów ORC/orcΔ (Ryc. 19A), 0,955 dla grupy CMG/cmgΔ (Ryc. 20A) oraz 0,946 dla 

grupy lowPICC (Ryc. 21A). Z kolei w przypadku korelacji między długością życia po 
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reprodukcyjnego, a potencjałem reprodukcyjnym współczynnik korelacji Pearsona 

wyniósł odpowiednio -0,909 dla grupy szczepów ORC/orcΔ, (Ryc. 19B), -0, 861 dla 

grupy CMG/cmgΔ (Ryc. 20B) oraz -0,760 dla grupy lowPICC (Ryc. 21B). 

 

Ryc. 21. Korelacja pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym a długością życia reprodukcyjnego (A)  

oraz pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym a długością życia po reprodukcyjnego (B) szczepu typu 

dzikiego (BY4743) i izogenicznych heterozygotycznych szczepów CDC6/cdc6Δ, DBF4/dbf4Δ, 

SLD3/sld3Δ, SLD7/sld7Δ, SLD2/sld2Δ oraz MCM10/mcm10Δ. 

 

7.7. Wpływ zaburzeń inicjacji replikacji DNA na tempo starzenia się komórek 

post-mitotycznych (starzenie chronologiczne) 

W biogerontologii drożdży wykorzystuje się również, tzw. model starzenia 

chronologicznego. Jest to model starzenia populacji komórek znajdujących się w fazie 

post-mitotycznej. W praktyce chronologiczna długość życia (chronological life span -

CLS) jest miarą przeżycia populacji drożdży w fazie stacjonarnej. Służy zatem do oceny 

przeżycia komórek niepączkujących, co czyni go odpowiednim modelem starzenia się 

post-mitotycznych komórek ssaków, w tym ludzi. Monitorowanie przeżywalności 

komórek w fazie stacjonarnej jest stosunkowo prostą metodą, która nie wymaga 

mikromanipulacji, ułatwiając w ten sposób badania przesiewowe nad długowiecznością. 

Do analizy CLS komórki hodowano na podłożu syntetycznym uzupełnionym glukozą  

i niezbędnymi markerami auksotroficznymi. W tych warunkach, po wyczerpaniu źródła 

węgla (glukozy) komórki zaprzestają proliferacji i rozpoczyna się proces starzenia. 

W odniesieniu do szczepów pozbawionych jednej kopii genu kodującego podjednostki 

kompleksów białkowych ORC oraz CMG zastosowano dwa podejścia do analizy CLS: 

znakowanie fluorescencyjne martwych komórek jodkiem propidyny oraz standardową 

metodę oceny przeżycia poprzez zliczanie jednostek tworzących kolonie (colony forming 

unit - CFU). Jak pokazano na Rycinie 22A, wszystkie analizowane heterozygotyczne 
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szczepy ORC/orcΔ znacząco zwiększyły przeżywalność aż do 7. dnia, w porównaniu  

ze szczepem typu dzikiego BY4743 (p < 0,001). W 14. dniu eksperymentu, chociaż 

przeżywalność wszystkich analizowanych szczepów była średnio wyższa niż w WT, 

istotność statystyczną wykazano jedynie dla ORC3/orc3Δ i ORC4/orc4Δ. Pomimo 

wysokiego wskaźnika przeżycia w 14. dniu (barwienie fluorescencyjne), mniej niż 20% 

komórek analizowanych heterozygot miało zdolność do tworzenia kolonii (Ryc. 22B).  

W 21. dniu doświadczenia komórki szczepów ORC/orcΔ wykazały 100% śmiertelność, 

co oznaczało, że szczep WT charakteryzuje się maksymalnie dłuższym CLS  

w porównaniu z heterozygotami ORC/orcΔ. Co ciekawe, pomimo niewielkiego odsetka 

żywych komórek w populacji WT, komórki te nie wykazały zdolności do tworzenia 

kolonii (Ryc. 22B). W związku z powyższym nasze badania dają podstawę twierdzić,  

że standardowo wykorzystywany test CFU w przypadku analiz starzenia 

chronologicznego nie jest wystarczający i nie odzwierciedla w pełni tempa starzenia 

komórek nieaktywnych mitotycznie. Dlatego uzupełnienie tych wyników o analizy 

przeżywalności innymi metodami wydają się być kluczowe.  

 

 

Ryc. 22. Chronologiczna długość życia diploidalnego szczepu drożdży typu dzikiego BY4743  

i izogenicznych szczepów ORC1/orc1Δ, ORC2/orc2Δ, ORC3/orc3Δ, ORC4/orc4Δ, ORC5/orc5Δ  

i ORC6/orc6Δ. Przeżycie określono poprzez barwienie jodkiem propidyny (A). Klonogenność określono 

na podstawie jednostki tworzącej kolonie (CFU) (B). Słupki błędów przedstawiają odchylenia standardowe 

uzyskane z trzech niezależnych eksperymentów. Istotność statystyczną oceniano za pomocą testu ANOVA 

i testu post hoc Dunnetta (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). 

 

Jak pokazano na Rycinie 23A również komórki wszystkich heterozygot kompleksu 

CMG/cmgΔ wykazały fenotyp opóźnionego starzenia podczas pierwszych 14. dni 

doświadczenia, z wyjątkiem SLD5/sld5Δ. Co ciekawe, żaden ze szczepów nie był zdolny 
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do tworzenia kolonii po upływie 21. dni eksperymentu CLS (w tym WT), podczas gdy 

około 15% komórek w populacji szczepu WT zachowało swoją żywotność, co stanowi 

statystycznie istotną różnicę w porównaniu z heterozygotami CMG/cmgΔ (p < 0,001).  

 

 

Ryc. 23. Chronologiczna długość życia diploidalnego szczepu WT (BY4743) i izogenicznych 

heterozygotycznych szczepów CDC45/cdc45Δ, MCM2/mcm2Δ, MCM3/mcm3Δ, MCM4/mcm4Δ, 

MCM5/mcm5Δ, MCM6 /mcm6, MCM7/mcm7Δ, PSF1/psf1Δ, PSF2/psf 2Δ, PSF3/psf3Δ i SLD5/sld5Δ. 

Przeżycie określono za pomocą barwienia jodkiem propidyny (A). Klonogenność określono na podstawie 

jednostki tworzącej kolonie (CFU) (B). Słupki błędów przedstawiają odchylenia standardowe uzyskane  

z trzech niezależnych eksperymentów. Istotność statystyczną oceniano za pomocą testu ANOVA i testu 

post hoc Dunnetta (* p  < 0,05, ** p  < 0,01, *** p < 0,001). 

 

Dla grupy mutantów lowPICC zastosowano standardowe podejście do CLS, opierające 

się na ocenie przeżycia komórek poprzez zliczanie jednostek tworzących kolonie (CFU). 

Te wyniki znajdują się w suplemencie elektronicznym publikacji [Stepien i in. 2024b]. 

Jak pokazano na Rycinie 24 w 4. dniu eksperymentu komórki szczepu CDC6/cdc6Δ, 

SLD7/sld7Δ oraz SLD2/sld2Δ wykazały istotną statystycznie wyższą klonogenność  

w porównaniu ze szczepem kontrolnym. W 7. dniu eksperymentu komórki wszystkich 

analizowanych heterozygot  charakteryzowały się wyższą zdolnością do tworzenia 

kolonii, jednakże w przypadku DBF4/dbf4Δ wartość ta nie była istotna statystycznie.  

W 14. dniu eksperymentu, istotny statystycznie wzrost klonogenności (p < 0,05) 

zaobserwowano wyłącznie dla szczepu SLD3/sld3Δ. W 21. dniu eksperymentu komórki 

żadnego z analizowanych szczepów, w tym WT nie miały zdolności tworzenia kolonii.  
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Ryc. 24. Chronologiczna długość życia diploidalnego szczepu WT (BY4743) i izogenicznych 

heterozygotycznych szczepów DBF4/dbf4Δ, CDC6/cdc6Δ, SLD2/sld2Δ, SLD3/sld3Δ, SLD7/sld7Δ  

i MCM10/mcm10Δ. Klonogenność określono na podstawie jednostki tworzącej kolonie (CFU). Słupki 

błędów przedstawiają odchylenia standardowe uzyskane z trzech niezależnych eksperymentów. Istotność 

statystyczną oceniano za pomocą testu ANOVA i testu post hoc Dunnetta (* p  < 0,05, ** p  < 0,01,  

*** p < 0,001). 

 

Nasze obserwacje mikroskopowe wykazały, że komórki drożdży wraz z wiekiem 

zwiększały swoje rozmiary. Ponieważ wiadomo, że wielkość komórki pozytywnie 

koreluje z ploidią, w trakcie analizy CLS przeprowadzono także testy mające na celu 

ocenę zmiany wielkości komórek oraz zawartości DNA w komórkach metodą cytometrii 

przepływowej. Ryciny 25A, C, E, G, I, K, M; 26A, C, E, G, I, K, M, O, R, T, V, X  

i 27A, C, E, G, I, K, M, przedstawiają analizę zawartości DNA w heterozygotycznych 

komórkach drożdży. Nasze badania wykazały, że podczas starzenia chronologicznego, 

prawdopodobnie na skutek głodzenia komórek (brak źródła węgla jest czynnikiem 

zatrzymującym cykl komórkowy), nastąpiła zmiana w zawartości DNA, objawiająca się 

redukcją ploidii. Fenotyp ten zaobserwowano u wszystkich badanych szczepów, w tym 

typu dzikiego, co sugeruje, że zjawisko to jest powszechne. W tym miejscu należy 

wspomnieć, że przeprowadzając analizę zawartości DNA, nie można rozróżnić profili 

FACS komórek żywych i martwych w analizowanej populacji. Jedną z możliwych 

hipotez pojawienia się komórek haploidalnych w populacji drożdży poddawanych 

eksperymentowi CLS jest sporulacja. Teoretycznie warunki mogłyby sprzyjać sporulacji 

ze względu na głodzenie i przebywanie komórek w środowisku kwaśnym przez kilka 
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tygodni. W celu zweryfikowania tej hipotezy, wykorzystano homozygotyczny szczep  

z delecją genu NDT80 ndt80Δ/ndt80Δ. Białko Ndt80 jest kluczowym czynnikiem 

transkrypcyjnym dla pomyślnego zakończenia mejozy i tworzenia spor. Dlatego 

homozygoty ndt80Δ/ndt80Δ nie mają zdolności do sporulacji i posłużyły jako szczep 

kontrolny. Wykluczono sporulację jako źródło zmian ploidii (dane w suplemencie 

elektronicznym publikacji – Stępień i in. 2024a), ponieważ komórki szczepu 

ndt80Δ/ndt80Δ również wykazywały fenotyp zmiany ploidii, a jak już wspomniano 

wcześniej nie mają zdolności do sporulacji. Intrygujące zjawisko redukcji ploidii podczas 

eksperymentu CLS zostało szczegółowo zbadane i omówione w osobnym, 

współautorskim manuskrypcie, w którym wykazano potencjalne powiązanie między 

szlakami autofagii, a spadkiem zawartości DNA obserwowanym w komórkach 

starzejących się chronologicznie [Enkhbaatar i in. 2023]. 

W odniesieniu do rozmiaru komórki, analiza wykazała systematyczny wzrost 

wielkości komórek w całym eksperymencie, z wyjątkiem szczepów MCM2/mcm2Δ  

i CDC45/cdc45Δ, które wykazywały większe rozmiary komórek już na początku 

eksperymentu CLS (Ryc. 25B, D, F, H, J, L, N; 26B, D, F, H, J, L, N, P, S, U, W, Y  

i 27B, D, F, H, J, L, N). Warto zauważyć, że najmniejsze komórki obserwowano  

na początku doświadczenia (2 dni), natomiast największe udokumentowano w 14. i 21. 

dniu badania.  
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Ryc. 25. Analiza zawartości DNA metodą cytometrii przepływowej podczas chronologicznego starzenia  

w wybranych punktach czasowych (A, C, E, G, I, K, M ). Pokazane są reprezentatywne histogramy.  

Dla każdego ze szczepów przeprowadzono trzy niezależne eksperymenty. Wielkość komórek 

diploidalnego szczepu BY4743 oraz szczepów izogenicznych ORC1/orc1Δ, ORC2/orc2Δ, ORC3/orc3Δ, 

ORC4/orc4Δ, ORC5/orc5Δ i ORC6/orc6Δ podczas chronologicznej analizy długości życia w wybranych 

punktach czasowych (B, D, F, H, J, L, N). Rozmiar komórki mierzony metodą rozproszenia czołowego 

(histogram FSC odzwierciedla wielkość komórek w populacji). Przebadano 10 000 komórek na próbkę. 
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Ryc. 26. Analiza zawartości DNA metodą cytometrii przepływowej podczas chronologicznego starzenia  

w wybranych punktach czasowych (A, C, E, G, I, K, M, O, R, T, V, X). Pokazane są reprezentatywne 

histogramy. Dla każdego ze szczepów przeprowadzono trzy niezależne eksperymenty. Wielkość komórek 

diploidalnego szczepu BY4743 oraz szczepów izogenicznych CD45/Cdc45Δ, MCM2/MCM2Δ, 

MCM3/MCM3Δ, MCM4/MCM4Δ, MCM5/MCM5Δ, MCM6/MCM6Δ, MCM7/PSF1Δ, PSF2/PSF2Δ, 

PSF3/psf3Δ i SLD5/sld5Δ podczas chronologicznej analizy długości życia w wybranych punktach 

czasowych (B, D, F, H, J, L, N, P, S, U, W, Y). Rozmiar komórki mierzony metodą rozproszenia czołowego 

(histogram FSC odzwierciedla wielkość komórek w populacji). Przebadano 10 000 komórek na próbkę. 
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Ryc. 27. Analiza zawartości DNA metodą cytometrii przepływowej podczas chronologicznego starzenia  

w wybranych punktach czasowych (A, C, E, G, I, K, M). Pokazane są reprezentatywne histogramy.  

Dla każdego ze szczepów przeprowadzono trzy niezależne eksperymenty. Wielkość komórek 

diploidalnego szczepu BY4743 oraz szczepów izogenicznych CDC6/cdc6Δ, DBF4/dbf4Δ, SLD3/sld3Δ, 

SLD7/sld7Δ, SLD2/sld2Δ i MCM10/mcm10Δ podczas chronologicznej analizy długości życia w wybranych 

punktach czasowych (B, D, F, H, J, L, N). Rozmiar komórki mierzony metodą rozproszenia czołowego 

(histogram FSC odzwierciedla wielkość komórek w populacji). Przebadano 10 000 komórek na próbkę. 

 

7.8. Wpływ zaburzeń inicjacji replikacji DNA na profil biochemiczny komórki 

Jak wykazano wcześniej, pewne zmiany w długości życia drożdży korelują  

ze zmienionym składem chemicznym komórki [Mołoń i Żebrowski 2017; Mołoń i in. 

2020]. Dlatego kolejnym etapem projektu była analiza składu chemicznego badanego 

materiału z wykorzystaniem metody spektroskopii Ramana. Widma wszystkich 

analizowanych szczepów i kontroli (BY4743) przedstawiono na Rycinach 28, 29 i 30  

z zaznaczonymi pozycjami pików (przesunięcie Ramana) i ich odpowiednimi 

intensywnościami. W widmach Ramana piki analizowano w obszarach odpowiadających 

białkom (850, 1004, 1035, 1280, 1453, 1610 cm-1), lipidom (1254, 1662, 1775 cm-1), 

polisacharydom (420, 520, 890, 960, 1090 cm-1) i RNA (400–800, 1330, 1390,  

1575 cm -1 ) [Rosch i in. 2005; Chan i in. 2007; De Gelder i in. 2007; Lemma i in. 2019]. 

Przesunięcia pozycji pików o kilka nanometrów lub pojawienie się dodatkowych pików 
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mogą oznaczać zmiany w składzie chemicznym i strukturze tych grup funkcyjnych.  

Te różnice w widmach Ramana mogą odzwierciedlać różnice w aktywności 

metabolicznej badanych szczepów drożdży. W rezultacie w uzyskanych widmach 

Ramana można dostrzec zauważalne zmiany w pasmach specyficznych dla lipidów, 

białek, RNA i polisacharydów. 

  

 

Ryc. 28. Widma ramanowskie szczepu dzikiego (WT) i heterozygotycznych szczepów ORC/orcΔ  

z regionami odpowiadającymi wibracjom grup funkcyjnych RNA, kwasów nukleinowych, 

polisacharydów, białek i lipidów. 
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Ryc. 29. Widma ramanowskie szczepu dzikiego (WT) i heterozygotycznych szczepów CMG/cmgΔ  

z regionami odpowiadającymi wibracjom grup funkcyjnych RNA, kwasów nukleinowych, 

polisacharydów, białek i lipidów. 

 

Ryc. 30. Widma ramanowskie szczepu dzikiego (WT) i heterozygotycznych szczepów lowPICC  

z regionami odpowiadającymi wibracjom grup funkcyjnych RNA, kwasów nukleinowych, 

polisacharydów, białek i lipidów. 
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W odniesieniu do heterozygotycznych szczepów ORC/orcΔ wydaje się, że zmiany w ich 

potencjale rozrodczym wiążą się ze znacząco obniżoną ekspresją genów ORC  

i wynikającymi z tego zmianami w przebiegu cyklu komórkowego, co w konsekwencji 

zmniejsza zużycie energii i prowadzi do wzrostu liczby wyprodukowanych komórek 

potomnych. Jednakże nie ma jednoznacznych dowodów na to, dlaczego pomimo 

zmniejszonej ekspresji ORC6 w przypadku tego heterozygotycznego szczepu 

(ORC6/orc6Δ) nie zaobserwowano podobnego fenotypu. Dlatego aby spróbować 

wyjaśnić ten fenomen na podstawie uzyskanych danych ze spektroskopii Ramana 

wykonano hierarchiczną analizę skupień identyfikując różnice w składzie chemicznym 

polisacharydów, lipidów, białek, RNA i kwasów nukleinowych pomiędzy mutantami 

ORC/orcΔ, a WT. Jak pokazano na Rycinie 31A w przypadku składu polisacharydów 

tylko trzy heterozygoty (ORC1/orc1Δ, ORC2/orc2Δ i ORC3/orc3Δ) były podobne  

do WT. Komórki pozostałych szczepów tworzyły odrębne grupy, dla których skład 

polisacharydów różnił się istotnie w porównaniu z WT. Również porównanie składu 

lipidów pozwoliło wyróżnić trzy grupy o podobnym składzie: (1) WT i ORC6/orc6Δ,  

(2) ORC1/orc1Δ i ORC2/orc2Δ oraz (3) ORC3/orc3Δ, ORC4/orc4Δ i ORC5/orc5Δ  

(Ryc. 31B). Z kolei, główne podobieństwo w składzie białek występowało pomiędzy 

szczepami WT i ORC1/orc1Δ, ORC5/orc5Δ i ORC6/orc6Δ, podczas gdy pozostałe 

heterozygoty wykazywały znaczącą różnicę w składzie białek w porównaniu z WT.  

Pod kątem przesunięcia Ramana charakterystycznego dla białek komórki ORC4/orc4Δ 

wykazywały największe zróżnicowanie i tworzyły osobną grupę (Ryc. 31C). Interesujące 

dane uzyskano również dla piku charakterystycznego dla RNA. W tym przypadku 

intensywność sygnału odpowiadającemu RNA ze szczepu ORC6/orc6Δ był podobny  

do WT. Pozostałe analizowane szczepy miały inny poziom RNA w porównaniu z WT  

i tworzyły dwie odrębne grupy (Ryc. 31D). W odniesieniu do składu kwasów 

nukleinowych ogólnie ORC5/orc5Δ wykazał duże podobieństwo z WT. Szczepy 

ORC4/orc4Δ i ORC6/orc6Δ utworzyły drugą grupę o podobnym składzie kwasów 

nukleinowych, które różniły się od WT. Trzecią grupę, różniącą się od WT, tworzyły 

heterozygoty ORC1/orc1Δ, ORC2/orc2Δ i ORC3/orc3Δ (Ryc. 31E). Na podstawie 

powyższych wyników sugerujemy, że brak zmian w widmie RNA i lipidów może 

determinować podobieństwo między potencjałem reprodukcyjnym, a krzywą wzrostu 

między WT a ORC6/orc6Δ. Uzyskane dane wskazują, że wykorzystanie technik 

spektroskopii ramanowskiej może być w przyszłości przydatnym narzędziem  
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do wykonywania szybkich badań przesiewowych w kierunku poszukiwania 

potencjalnych szczepów lub czynników, które mogą prowadzić do długowieczności.  

 

Ryc. 31. Hierarchiczna analiza skupień (HCA) szczepu kontrolnego (BY4743) i szczepów 

heterozygotycznych ORC1/orc1Δ, ORC2/orc2Δ, ORC3/orc3Δ, ORC4/orc4Δ, ORC5/orc5Δ i ORC6/orc6Δ 

uzyskanych ze spektroskopii Ramana różnych widmowych grup funkcyjnych: (A)-polisacharydy;  

(B)-lipidy; (C)-białka; (D)-RNA; (E)-kwasy nukleinowe. 

 

Dla grupy szczepów związanych z kompleksem CMG/cmgΔ i szczepu dzikiego uzyskane 

z pomiarów widma Ramana poddano analizie głównych składowych (PCA). Wykazano 

dodatnią korelację pomiędzy zawartością lipidów i RNA oraz silnie ujemną korelację 

dotyczącą zawartości polisacharydów w badanym materiale (Ryc. 32). W tej analizie 

wyróżniono sześć szczepów, które wykazują odmienny ogólny skład chemiczny w całej 

badanej grupie: WT, CDC45/cdc45Δ, MCM2/mcm2Δ, MCM4/mcm4, MCM6/mcm6Δ  

i PSF1/psf1Δ. Wykazano wysoką zawartość polisacharydów w szczepach WT, 

CDC45/cdc45Δ oraz MCM2/mcm2Δ i niską w szczepach MCM4/mcm4Δ, MCM6/mcm6Δ 

i PSF1/psf1Δ. Najwyższą zawartością lipidów i RNA charakteryzował się szczep 

MCM2/mcm2Δ, natomiast najmniejszą zawartość wykazały szczepy WT  

oraz PSF1/psf1Δ. 
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Ryc. 32. Analizy głównych składowych (PCA) heterozygot CMG/cmgΔ oraz kontroli (WT) metodą 

spektroskopii Ramana. PCA przedstawia zależności pomiędzy szczepami drożdży (szczep WT  

i CMG/cmgΔ) a ich składem lipidów, polisacharydów, i RNA. 

 

Analizę PCA wykonano także dla grupy szczepów lowPICC. Wykazano różnice 

pomiędzy analizowanymi szczepami w obrębie badanych grup funkcjonalnych (lipidy, 

polisacharydy, białka i RNA). Wyniki przedstawiono na Rycinie 33.  

Dwa heterozygotyczne szczepy drożdży (SLD7/sld7Δ i CDC6/cdc6Δ) istotnie różniły się 

składem chemicznym od pozostałych szczepów. W analizie PCA wyróżniono je jako 

odrębne punkty we wszystkich badanych grupach funkcjonalnych. W przypadku białek 

trzy szczepy (SLD7/sld7Δ, CDC6/cdc6Δ i DBF4/dbf4Δ) wyróżniały się na tle 

pozostałych analizowanych heterozygot. Co ciekawe, brak jednej kopii genu SLD7  

w istotny sposób wpływał na metabolizm komórek SLD7/sld7Δ, odróżniając je od innych 

szczepów lowPICC i WT. Wskazały na to zarówno otrzymane widma Ramana (Ryc. 30),  

jak i analiza PCA (Ryc. 33). 
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Ryc. 33. Analizy głównych składowych (PCA) heterozygot lowPICC oraz kontroli (WT) metodą 

spektroskopii Ramana. PCA przedstawia zależności pomiędzy szczepami drożdży (szczep WT  

i lowPICC) a ich składem lipidów, polisacharydów, białek i RNA 

 

Z poznawczego punktu widzenia interesujące wydają się również korelacje pomiędzy 

zawartością makrocząsteczek w komórkach, a parametrami starzenia. Dlatego następnie 

zbadano związek między parametrami starzenia replikacyjnego, a poziomem lipidów, 

polisacharydów, białek i RNA. Wyniki przedstawiono na Rycinach 34 i 35. Wykazano, 

że w grupie szczepów CMG/cmgΔ istnieje silnie ujemna korelacja pomiędzy poziomami 

polisacharydów i potencjałem reprodukcyjnym (Ryc. 34A), Zaobserwowano także 

umiarkowaną, ujemną korelację pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym a poziomami 

RNA (Ryc. 34B). Co więcej, po raz pierwszy odkryto także istotną korelację między 

podwyższonym poziomem kwasów tłuszczowych, a czasem podwojenia (Ryc. 34C). 

Odkryto także silnie ujemną korelację pomiędzy zawartością lipidów, białek, RNA  

i polisacharydów, a długością życia komórek dla szczepów lowPICC (Ryc. 35A, B, C, 

D). W związku z tym, wydaje się że utrzymanie zawartości tych makrocząsteczek  

w komórce na stosunkowo niskim poziomie zapewnia utrzymanie tempa starzenia  
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na poziomie szczepu WT. Z drugiej strony akumulacja tych makrocząsteczek w komórce, 

lub zwiększona ich synteza prowadzi do przyspieszonego starzenia i śmierci komórki,  

co zaobserwowano chociażby w heterozygotach SLD2/sld2Δ i DBF4/dbf4Δ. 

 

 

Ryc. 34. Zależność pomiędzy potencjałem reprodukcyjnym, a poziomem polisacharydów (A), potencjałem 

reprodukcyjny, a poziomem RNA (B) oraz czasem podwojenia i poziomem kwasów tłuszczowych (C) 

szczepów WT i izogenicznych szczepów CMG/cmgΔ.  

 

 

Ryc. 35. Zależność pomiędzy całkowitą długością życia, a zawartością lipidów (A), polisacharydów (B), 

białek (C) i RNA (D) szczepu WT (BY4743) i izogenicznych heterozygotycznych szczepów lowPICC. 
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Jako ostatni etap charakterystyki fenotypowej każdego ze szczepów, sprawdzono 

wrażliwość analizowanych heterezygot na wybrane stresory, wykorzystując technikę 

testów kropelkowych. Zestawione wyniki dla wszystkich analizowanych kompleksów 

przedstawiono na Rycinach 36, 37 oraz 38. Co ciekawe, wszystkie analizowane mutanty 

okazały się być mniej wrażliwe na działanie Calcofluor white i/lub Congo red, będących 

związkami toksycznymi względem ściany komórkowej. W obecności detergentu SDS, 

wywołującego nie tylko stres ściany komórkowej, lecz także stres oksydacyjny szczepy 

ORC6/orc6Δ, CDC45/cdc45Δ, SLD7/sld7Δ oraz SLD2/sld2Δ okazały się być mniej 

wrażliwe. Jako jedyny w tej próbie, wrażliwy okazał się szczep DBF4/dbf4Δ. Wykazano 

ponadto, że heterozygoty ORC2/orc2Δ, ORC3/orc3Δ, ORC4/orc4Δ, ORC5/orc5Δ, 

MCM2/mcm2Δ, MCM4/mcm4Δ, MCM6/mcm6Δ, SLD5/sld5Δ, SLD3/sld3Δ oraz 

MCM10/mcm10Δ są bardziej wrażliwe na stres osmotyczny indukowany obecnością  

1M NaCl, z kolei heterozygoty ORC1/orc1Δ, CDC45/cdc45Δ i MCM7/mcm7Δ, 

CDC6/cdc6Δ, DBF4/dbf4Δ oraz SLD7/sld7Δ okazały się być mniej wrażliwe wobec 

działania 1M NaCl, w porównaniu ze szczepem kontrolnym. Odkryto również, że szczep 

MCM2/mcm2Δ był wrażliwy na szok cieplny i induktory stresu genotoksycznego, takie 

jak zeocyna i kamptotecyna. W związku z tym, nasze badania wskazują jednoznacznie, 

że obniżenie poziomu białek zaangażowanych w inicjację replikacji DNA ma szeroki 

wpływ na reakcje odpowiedzi komórki na stres środowiskowy. 

 

Ryc. 36. Mapa cieplna przedstawiająca fenotyp wzrostu heterozygotycznych szczepów drożdży ORC/orcΔ 

narażonych na różne stresory. 
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Ryc. 37. Mapa cieplna przedstawiająca fenotyp wzrostu heterozygotycznych szczepów drożdży 

CMG/cmgΔ narażonych na różne stresory. 

 

 

Ryc. 38. Mapa cieplna przedstawiająca fenotyp wzrostu heterozygotycznych szczepów drożdży lowPICC 

narażonych na różne stresory. 
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8. Dyskusja 

Molekularne podstawy inicjacji replikacji u eukariontów są dość dobrze poznane  

i rzetelnie opisane. Jednakże dotychczas nie ma danych na temat wpływu obniżenia 

poziomu niezbędnych białek biorących udział w inicjacji replikacji na fizjologię  

i starzenie się komórki. Dlatego wydaje się, że zrozumienie mechanizmów 

kontrolujących inicjację replikacji może być pomocne w przyszłości w terapiach 

spowalniających proces starzenia się i zapewniających ochronę przed nowotworami. 

Starzenie jest wieloczynnikowym procesem biologicznym dotyczącym wszystkich 

organizmów żywych. W trakcie starzenia wraz z upływem czasu dochodzi  

do upośledzenia funkcji komórek i tkanek, a w rezultacie do śmierci [López-Otín i in. 

2013]. Z kolei starzenie komórkowe (tzw. senescencja) jest związane z zatrzymaniem 

cyklu komórkowego, które można indukować w komórkach w odpowiedzi na różne 

czynniki wewnętrzne i zewnętrzne, a także sygnały rozwojowe [Garcia-Prat i in. 2016]. 

Podczas starzenia wywołanego onkogenem aktywacja onkogenu powoduje 

hiperproliferację, która z kolei indukuje starzenie się komórek. Sygnały mitotyczne 

zwiększają wykorzystanie miejsc startu replikacji, co powoduje zatrzymanie replikacji  

i akumulację uszkodzeń DNA, ostatecznie aktywując ścieżki odpowiedzi na uszkodzenie 

DNA [Bartkova i in. 2006; Gorgoulis i Halazonetis 2010].  

U eukariontów replikacja chromosomów rozpoczyna się w wielu miejscach startu 

replikacji (ori), które są aktywowane w różnych punktach czasowych fazy S i kończy się, 

gdy podążające w przeciwnych kierunkach widełki replikacyjne spotykają się [Hyrien  

i Goldar 2010]. Choć wiadomo, że pewne miejsca ori aktywowane są wcześniej, a inne 

później, to zasady regulujące licencjonowanie i uruchamianie konkretnych miejsc ori 

wciąż nie są dokładnie poznane. Warto zauważyć, że lokalizacja miejsca startu replikacji 

na chromosomie, aktywna transkrypcja lub wystąpienie uszkodzenia DNA mogą mieć 

wpływ na jego wykorzystanie podczas replikacji [Zappulla i in. 2002; Early i in. 2004; 

Legouras i in. 2006; Eshaghi i in. 2007;]. Kompleks ORC (origin recognition complex), 

którego zadaniem jest rozpoznanie miejsca inicjacji replikacji, oraz czynniki licencyjne, 

takie jak Cdc6 i Cdt1, wspólnie promują ładowanie kompleksu helikazy MCM [Sugimoto 

i Fujita 2017; Bleichert 2019]. Wiązanie ORC z określonymi miejscami DNA jest zależne 

od ATP. W kompleksie ORC białka Orc1-5 zawierają domenę AAA+ (ATPazy związane 

z różnorodnymi aktywnościami komórkowymi) i są niezbędne do wiązania się z DNA. 

Co ciekawe, tylko Orc1, Orc2, Orc4 i Orc5 mają bezpośredni kontakt z DNA [Lee i Bell 
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1997; Clarey i in. 2006], natomiast Orc3 jest łącznikiem podjednostek mających kontakt 

z DNA, co stabilizuje cały kompleks. Z kolei podjednostka Orc6 nie zawiera domeny 

AAA+ i nie wiąże się z DNA, lecz rekrutuje białko Cdt1 i rdzeń helikazy replikacyjnej – 

kompleks Mcm2-Mcm7 (Mcm2-7) [Asano i in. 2007; Takara i Bell 2011]. Podczas  

fazy S aktywowane kinazy zależne od cyklin (CDK) i kinazy zależne od Dbf4 (DDK) 

wyzwalają inicjację replikacji DNA. Fosforylacja MCM przez CDK (cyclin dependent 

kinase) i Dbf4 jest konieczna do uruchomienia miejsca startu replikacji. Z kolei ORC oraz 

Cdc6 i Cdt1 są regulowane w dół przez fosforylację, aby zapobiec rekrutacji MCM [Hills 

i Diffley 2014]. Kompleks MCM, składający się z sześciu homologicznych białek  

Mcm2-7, tworzy pierścień helikazy. Kompleks ten jednak by mógł być aktywny wymaga 

dołączenia pięciu czynników pomocniczych, a mianowicie Cdc45 i czterobiałkowego 

kompleksu GINS, co ostatecznie prowadzi do powstania 11-podjednostkowego 

kompleksu CMG (Cdc45, MCM, GINS) [Ilves i in. 2010]. Istotna rola kompleksu GINS 

w utrzymaniu wierności replikacji u drożdży pączkujących została udowodniona. 

Zaburzenia w działaniu kompleksu GINS prowadzą do wzrostu częstości mutacji 

spontanicznych i niestabilności sekwencji powtarzalnych [Grabowska i in. 2014; 

Jędrychowska i in. 2019]. Kompleks GINS odgrywa kluczową rolę w inicjacji replikacji 

DNA, gdyż jest częścią przejściowych kompleksów białkowych, które łączą się podczas 

wczesnych etapów replikacji, poprzedzających utworzenie aktywnego kompleksu 

helikazy CMG [MacNeill 2010]. 

Wykazano, że szczepy z niskim poziomem Orc1-5 mają znacznie wydłużony czas 

podwojenia. Ten spowolniony wzrost odpowiada opóźnieniu cyklu komórkowego  

w przejściu pomiędzy fazami G1/S, jednak bez istotnego wpływu na aktywność 

metaboliczną mierzoną z wykorzystaniem barwika fluorescencyjnego FUN-1.  

Co ciekawe, w przypadku heterozygoty ORC6/orc6Δ pomimo zaburzeń cyklu 

komórkowego, nie zaobserwowano zmian w kinetyce wzrostu. Ponadto wykazano,  

że komórki heterozygotyczne zmniejszyły ilość mRNA ORC1-6 w porównaniu  

z kontrolą, w tym mRNA ORC6. Sugeruje to, że raczej obecność domeny AAA+, a nie 

zaburzenia cyklu komórkowego, mogą odgrywać nadrzędną rolę w obserwowanym 

fenotypie, przynajmniej w przypadku komórek drożdży kompleksu ORC. Białka 

kompleksu ORC wiążą się bezpośrednio z DNA w miejscu rozpoczęcia replikacji  

w trakcie całego cyklu komórkowego i dlatego odgrywają kluczową rolę podczas 

replikacji DNA eukariotycznego [Matsuda i in. 2007]. Stanowi to również podstawę  

do złożenia kompleksu przedreplikacyjnego w fazie G1. Analiza cyklu komórkowego 
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wykazała, że wszystkie heterozygotyczne szczepy ORC/orcΔ miały wydłużoną fazę G1 

cyklu komórkowego w porównaniu ze szczepem referencyjnym. Wydłużony czas 

podwojenia oraz zaburzenia cyklu komórkowego zaobserwowano również dla szczepów 

CMG/cmgΔ. Wcześniejsze badania wykazały, że odpowiedź na punkt kontrolny fazy S 

może spowolnić lub zatrzymać progresję widełek replikacyjnych, jednocześnie 

stabilizując związanie kompleksu MCM z widełkami replikacyjnymi podczas reparacji 

DNA po uszkodzeniu [Kamimura i in. 2001]. W przeprowadzonych eksperymentach 

zaobserwowano, że komórki drożdży o obniżonej ekspresji genów kodujących 

podjednostki helikazy CMG wykazały niewielkie opóźnienie przejścia pomiędzy fazami 

G1/S, z kolei heterozygoty MCM7/mcm7Δ i MCM3/mcm3Δ charakteryzowały się 

zwiększoną populacją komórek w fazie G2. Komórki zestawu szczepów lowPICC także 

charakteryzowały się wydłużonym czasem podwojenia oraz zaburzeniami w cyklu 

komórkowym. W przypadku analizowanego zbioru szczepów lowPICC zmiany czasu 

podwojenia wiążą się z niewielkimi zaburzeniami cyklu komórkowego. Należy jednak 

podkreślić, że w większości z nich było to związane ze zmianami fazy G1 i S cyklu 

komórkowego. Różnice w czasach podwojenia i zaburzenia cyklu komórkowego 

analizowanych szczepów heterozygotycznych zaangażowanych w inicjację replikacji 

mogą wynikać ze zmienionego wzorca stosowanych miejsc startu replikacji. Poprzednie 

badania wykazały, że niektóre czynniki biorące udział w inicjacji replikacji DNA  

u drożdży są również odpowiedzialne za regulację zarówno wybranych miejsc ori,  

jak i czasu ich aktywacji w danej rundzie replikacji [Mantiero i in. 2011]. Dlatego 

uruchamianie miejsca ori drożdży jest ważną częścią regulacji cyklu komórkowego  

i jak wykazano, prawidłowe zaprogramowanie jego uruchamiania zapobiega 

nieprawidłowej aktywacji punktu kontrolnego i reguluje długość fazy S u drożdży 

[Mantiero i in. 2011]. Skuteczność aktywacji miejsc startu replikacji wzrosła w całym 

genomie, gdy białka Sld2 i Dbf4 ulegały nadekspresji jednocześnie z białkami Cdc45  

i Sld7 [McGuffee i in. 2013]. Dodatkowo Tanaka i in. odkryli, że nadekspresja tylko Sld3, 

Sld7 i Cdc45 może przyspieszyć czas aktywacji miejsc ori, które zwykle byłyby 

uruchamiane jako ostatnie [Tanaka i in. 2011]. Zaburzone tempo wzrostu może być 

również związane z zaburzeniami w obrębie poziomu obciążenia helikazy MCM 

spowodowane spadkiem poziomu, np. Cdc6 czy ORC, co utrudnia licencjonowanie 

[Kotsantis i in. 2018]. Odkrycie, że niektóre specyficzne czynniki inicjacji replikacji,  

np. Sld2, Sld3 i Sld7 ulegają ekspresji na poziomach znacznie niższych niż składniki  

pre-RC i replisomu, sugeruje, że są one kluczowe dla aktywacji początku replikacji  
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i pomyślnej inicjacji replikacji [Mantiero i in. 2011]. Wyniki te są poparte obserwacją 

podobnych efektów dla różnych delecji lub mutantów warunkowych w tych genach. 

Wydłużenie faz G1 i/lub S zaobserwowano, m.in. w mcm10ΔC [Douglas i Diffley 2016], 

sld7Δ [Tanaka i in. 2011], sld3-5 [Kamimura i in. 2001], sld2-5td oraz sld3-2A [Tanaka 

i in. 2007], cdc6K114A [Weinreich i in. 1999] oraz w szczepie niosącym TetO7-DBF4 

w warunkach odcięcia dla promotora TetO [Yu i in. 2006]. 

Dodatkowo analiza metodą cytometrii przepływowej dostarczyła interesujących 

danych dotyczących zawartości DNA pomiędzy niektórymi szczepami lowPICC i WT. 

Widoczne były tu dwie grupy o zawartości DNA niższej niż kontrola WT: szczepy 

SLD2/sld2Δ i SLD3/sld3Δ wykazały niewielkie przesunięcia, natomiast heterozygoty 

SLD7/sld7Δ i MCM10/mcm10Δ wykazały bardziej znaczące przesunięcie na osi FL2-H 

w lewo, co sugeruje spadek intensywności fluorescencji barwnika interkalującego  

do DNA, czyli jodku propidyny. Takie przesunięcie jest zwykle interpretowane jako 

zmniejszenie zawartości DNA, np. na skutek zwiększonego uszkodzenia DNA, błędnej 

naprawy DNA prowadzącej do przegrupowania DNA, co skutkuje utratą części lub nawet 

całych chromosomów. Jednakże można to również przypisać wyższej kondensacji DNA 

lub akumulacji jednoniciowych regionów DNA, które ograniczają interkalację barwnika 

fluorescencyjnego do DNA. Innym hipotetycznym źródłem zmiany zawartości DNA 

może być obniżona liczba mitochondrialnego DNA (mtDNA). Wykonane dodatkowe 

analizy pomogły zrozumieć możliwe źródła zmian zawartości DNA zaobserwowanych  

u części testowanych szczepów z grupy lowPICC. Nasze badania wykazały akumulację 

ognisk białka fuzyjnego Rad52-YFP w szczepie SLD3/sld3Δ, co sugeruje częstsze 

uszkodzenia DNA w tych komórkach i związane z tym większe wymagania dotyczące 

rekombinacji homologicznej. Białko Rfa1 będące częścią kompleksu białka 

replikacyjnego A ma zdolność wiązania jednoniciowego DNA. W związku z tym 

odgrywa istotną rolę w wielu procesach związanych z DNA, takich jak replikacja  

i naprawa DNA [Barbour i Wuttke 2023]. Ponieważ w tym szczepie (SLD3/sld3Δ)  

nie gromadziły się ogniska Rfa1-YFP, można założyć, że w tych komórkach aktywowany 

jest szlak naprawy pęknięć dwuniciowych. W szczepach o zwiększonej liczbie pęknięć 

podwójnej nici (DSB) wzrasta ryzyko utraty części powtarzalnej sekwencji.  

Jedną z naturalnie występujących sekwencji powtarzalnych w genomie jest region 

kodujący rRNA, który u drożdży zlokalizowany jest na ramieniu chromosomu XII.  

W przypadku długich, powtarzalnych sekwencji, takich jak powtórzenia rDNA, utrata ich 

części może być wykryta nawet w analizie zawartości DNA. Szczepy różnią się liczbą 
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powtórzeń, a jak pokazują wcześniejsze badania, mniejsza długość rDNA powoduje 

wydłużenie czasu podwojenia komórki [Lynch i in. 2019]. W naszym badaniu 

wykazaliśmy, że szczep SLD3/sld3Δ ma wydłużony czas generacji, wysoką częstotliwość 

rekrutacji rekombinazy Rad52 do miejsc uszkodzenia DNA, oraz że zawartość DNA  

w tym szczepie spadła. Wyniki te są zgodne z danymi przedstawionymi przez Lynch i in. 

pokazującymi związek zmniejszenia poziomu Sld3 z niestabilnością chromosomu XII. 

Ci sami autorzy zaobserwowali również podobną korelację związaną ze zmniejszeniem 

poziomu Sld2 [Lynch i in. 2019]. W naszych badaniach zaobserwowaliśmy wydłużenie 

czasu podwojenia i wyższy odsetek komórek heterozygoty SLD2/sld2Δ z ogniskami 

Rad52-YFP po traktowaniu zeocyną, jednak w przeciwieństwie do SLD3/sld3Δ, liczba 

spontanicznie tworzących się ognisk Rad52-YFP nie wzrosła w heterozygocie 

SLD2/sld2Δ. Dlatego też związek w tym przypadku nie jest tak oczywisty i wymagałby 

dalszych badań w celu ujawnienia mechanizmu niestabilności układu rDNA w tym 

szczepie. Należy jednak wspomnieć, że poprzednie badania wykazały, że szczepy 

drożdży zawierające allele o obniżonej funkcji genów SLD2 i MCM10, SLD3, DBF4  

i CDC6 wykazywały fenotypy niestabilności chromosomowej (chromosome instability 

phenotypes - CIN) [Stirling i in. 2011]. Wykazano również zwiększoną częstotliwość 

dużych rearanżacji chromosomalnych (GRC) dla pierwszych czterech szczepów,  

a zwiększoną wierność transmisji chromosomów (CTF) wykazano dla cdc6-1. Ponadto 

do szczepów o silnym fenotypie CIN zakwalifikowano szczep o obniżonym poziomie 

SLD2 oraz mutanta mcm10-1[Stirling i in. 2011].  

Istotne są także zmiany w mtDNA wykryte w szczepach lowPICC. Dane literaturowe 

wskazują na związek pomiędzy poziomem mtDNA, a różnymi procesami biologicznymi 

wpływającymi na stabilność genomu. Na przykład poziom mtDNA wzrasta w szczepach, 

które aktywowały odpowiedź na uszkodzenie DNA i gromadzą dNTP. Utratę mtDNA 

korelowano również z aneuploidią [Puddu i in 2019]. Może to wyjaśniać uzyskane przez 

nas wyniki, takie jak przesunięcia w histogramach zawartości DNA. Szczepy o najniższej 

zawartości DNA, czyli SLD7/sld7Δ oraz MCM10/mcm10Δ mają także najniższą 

zawartość mtDNA. Wyższa zawartość mtDNA maskuje w pewnym stopniu aberracje 

zawartości komórkowego DNA wynikające, np. z dużej częstotliwości regionów ssDNA 

w komórkach szczepu DBF4/dbf4Δ lub dużej liczby uszkodzeń DNA, które mogą 

prowadzić do rearanżacji DNA lub utraty DNA w komórkach szczepu SLD2/sld2Δ 
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Co ciekawe, uzyskane wyniki wykazały, że redukcja poziomów ekspresji genów 

zaangażowanych w inicjację replikacji DNA miała również wpływ na przebieg mejozy  

i wydajność sporulacji w badanych heterozygotycznych szczepach. Odkrycie to może 

mieć znaczenie przy ekstrapolacji tych danych w kontekście gametogenezy u wyższych 

eukariontów. Te analizy były jedynie testami charakteryzującymi szczepy 

heterozygotyczne, dlatego nie rozszerzaliśmy tego tematu, a jedynie sygnalizujemy 

fenotyp. 

Przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej eksperymenty wykazały znaczny 

wzrost potencjału reprodukcyjnego dla niemal wszystkich badanych heterozygot,  

z wyjątkiem ORC6/orc6Δ oraz MCM2/mcm2Δ. Co więcej, dla szczepów należących  

do kompleksów ORC/orcΔ oraz CMG/cmgΔ zwiększenie potencjału reprodukcyjnego 

nie miało wpływu na średnią długość życia. Sugeruje to potencjalne podobieństwo  

do komórek ludzkich, gdzie wykryty w fibroblastach obniżony poziom podjednostek 

MCM może pochodzić ze źródeł innych niż transkrypcja [Suzuki i in. 2019]. Geny 

kodujące białka biorące udział w inicjacji replikacji są nie tylko niezbędne do wzrostu, 

ale także wymagają precyzyjnej regulacji w kontekście replikacji i starzenia. Co ciekawe,  

w przeciwieństwie do wyników uzyskanych dla heterozygotycznych szczepów 

ORC/orcΔ oraz CMG/cmgΔ, w przypadku obniżenia poziomów ekspresji czynników 

regulujących inicjację replikacji DNA (lowPICC), tylko jedna kopia odpowiedniego genu 

w szczepach lowPICC prowadziła do zmniejszenia całkowitej długości życia wszystkich 

analizowanych szczepów w porównaniu z WT, w modelu replikacyjnego starzenia.  

Co więcej, wszystkie badane heterozygoty lowPICC miały również krótszą maksymalną 

długość życia (około 100 godzin) w porównaniu z WT. Z ewolucyjnego punktu widzenia 

zdolność populacji komórek do osiągnięcia wydajnej syntezy DNA i szybkiego czasu 

podwojenia ma kluczowe znaczenie, zapewniając przewagę konkurencyjną w rywalizacji 

o zasoby środowiskowe. Udowodniono, że gdy ekspresja genów kodujących komponenty 

białkowe zaangażowane w proces inicjacji replikacji DNA jest zmniejszona, komórki 

wykazują znaczny wzrost potencjału reprodukcyjnego w porównaniu ze szczepem WT, 

jednocześnie wydłużając czas podwojenia. Fenotyp ten jest podobny do komórek 

nowotworowych [Macheret i Halazonetis 2015]. Zaburzenia replikacji DNA coraz 

częściej uznawane są także za krytyczny czynnik niestabilności genomu podczas rozwoju 

nowotworów [Hills i Diffley 2014; Macheret i Halazonetis; 2015; Kotsantis i in. 2018]. 

Ostatnie badania podkreśliły znaczenie białek MCM dla zdrowia i dobrego samopoczucia 

wyższych eukariontów. Na przykład myszy z niższymi poziomami ekspresji MCM2 
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wykazywały krótszą średnią długość życia ze względu na większą częstość występowania 

nowotworów, głównie chłoniaków [Pruitt i in. 2007]. Zmniejszoną ekspresję MCM2 

powiązano także ze zwiększonym poziomem indukowanych fosforylacją Ser139 ognisk 

histonu H2AX w komórkach mięśniowych, który służy jako marker pęknięć 

dwuniciowego DNA [Yu i in. 2020]. Z drugiej strony istnieją dane wiążące nowotwory 

ze wzrostem ekspresji genów zaangażowanych w proces inicjacji replikacji DNA.  

Na przykład zaobserwowano, że poziomy ekspresji MCM dodatnio korelują  

ze złośliwością nowotworu w kilku nowotworach związanych z MCM, w tym raku 

płaskonabłonkowym płuc, raku nerki, raku prostaty, raku piersi, nowotworach przewodu 

pokarmowego, guzach mózgu i chłoniakach [Yu i in. 2020]. Co więcej, zasugerowano, 

że poziomy ekspresji MCM2–MCM7 mogą służyć jako markery prognostyczne przeżycia 

u pacjentów z różnymi typami nowotworów [Schimmack i in. 2016]. Także w przypadku 

kompleksu GINS zaobserwowano silną korelację pomiędzy ekspresją GINS2 (ludzkiego 

odpowiednika PSF2 drożdży), a nowotworzeniem. Warto zauważyć, że znaczny wzrost 

ekspresji GINS2 odnotowano w różnych typach nowotworów, w tym w raku szyjki 

macicy [Ouyang i in. 2017], raku piersi [Peng i in. 2016], glejaku [Shen i in. 2019],  

raku trzustki [Bu i in. 2020] i niedrobnokomórkowym raku płuc [Chi i in. 2020]. 

Zwiększona ekspresja GINS2 sprzyja rozwojowi nowotworu poprzez zwiększenie 

proliferacji komórek nowotworowych i hamowanie apoptozy komórek [Ye i in. 2019;  

Bu i in. 2020]. Niedawne odkrycia sugerują, że kompleks CMG może być obiecującym 

celem terapeutycznym w leczeniu raka. Ponadto zidentyfikowano drobnocząsteczkowe 

inhibitory helikazy CMG, takie jak genisteina, metformina i brewiskapina, jako 

potencjalne związki przeciwnowotworowe [Majid i in. 2010; Kim i in. 2017; Guan i in. 

2017]. Warto jednak podkreślić, że poziomy ekspresji genów zaangażowanych  

w inicjację replikacji DNA były mierzone w tych przypadkach w komórkach 

nowotworowych, w związku z czym nie do końca jest jasne, czy kancerogeneza była 

skutkiem, czy przyczyną tych zmian ekspresji. Pomimo licznych badań aspekt wpływu 

obniżenia jednej kopii genów (w odniesieniu do genów zaangażowanych w proces 

inicjacji replikacji DNA) na starzenie i potencjał proliferacyjny komórek nadal pozostaje 

niejasny. Nasze badania, są nowatorskim podejściem, które rzuca nowe światło na ten 

problem. 

W analizie procesów starzenia dla badanych szczepów heterozygotycznych 

ORC/orcΔ, CMG/cmgΔ oraz lowPICC skupiono się również na określeniu 

chronologicznej długości życia (CLS). Pomimo odkrycia wielu szlaków metabolicznych 



78 

 

zaangażowanych w CLS, wciąż niewiele wiadomo na temat wpływu zaburzeń inicjacji 

replikacji na długość życia komórek drożdży mierzoną w tym modelu starzenia. 

Teoretycznie zaburzenia inicjacji replikacji nie powinny mieć wpływu na starzenie się 

komórek drożdży niezdolnych do pączkowania, ponieważ analizę CLS rozpoczyna się  

od wejścia komórek w fazę stacjonarną. Co ciekawe, zaobserwowano jednak istotne 

opóźnienie starzenia chronologicznego we wszystkich analizowanych szczepach  

w porównaniu z WT. W tym miejscu potwierdzono, że oba modele starzenia się,  

tj. starzenie replikacyjne i starzenie chronologiczne, są uzupełniającymi się metodami,  

a analizowane czynniki nie zawsze mają podobny wpływ na mechanizm starzenia w obu 

modelach. Nasze badania są zgodne z wcześniejszymi doniesieniami. Podobne 

obserwacje odnotowano z wykorzystaniem innych zestawów szczepów. Dla przykładu, 

Fabrizio i in. wykazali, że nadekspresja genów SOD1 i SOD2, zaangażowanych w obronę 

antyoksydacyjną komórki, zmniejsza potencjał reprodukcyjny oraz spowalnia starzenie 

się chronologiczne [Fabrizio i in. 2004]. Z kolei inne badania wykazały, że wzmożone 

oddychanie u mutanta sch9Δ było wymagane do zwiększenia CLS, ale nie miało wpływu 

na potencjał reprodukcyjny [Lavoie i Whiteway 2008].  

Brak zmian fenotypu starzenia heterozygoty ORC6/orc6Δ w modelu starzenia 

replikacyjnego, a także brak zauważalnego fenotypu szczepu MCM2/mcm2Δ 

dotyczącego potencjału reprodukcyjnego oraz znaczące zmiany w odpowiedzi 

heterozygot ORC6/orc6Δ oraz MCM2/mcm2Δ na warunki stresowe podczas CLS, takie 

jak głód lub zakwaszenie pożywki można wyjaśnić także zjawiskiem haploinsuficjencji. 

Haploinsuficjencja to dominujący fenotyp wywołany heterozygotyczną mutacją 

powodującą utratę funkcji. Ostatnie badania wykazały, że ponad połowa z genów drożdży 

niezbędnych do życia (essential genes) wykazywała fenotypy haploinsuficjencji  

w optymalnych warunkach. Ponadto, około 40% niezbędnych genów, które nie 

wykazywały wyraźnych fenotypów w optymalnych warunkach wzrostu, wykazywało 

haploinsuficjencję w warunkach stresowych [Ohnuki i Ohya 2018]. Dlatego należy 

podkreślić, że fenotypowanie pojedynczych komórek jest skutecznym podejściem, nawet 

w warunkach heterozygotycznych.  

Podczas analizy CLS zaobserwowano w populacji komórki o powiększonych 

objętościach, a fenotyp ten jest zgodny z wcześniejszymi obserwacjami [Stępień i in. 

2020]. Co więcej, analizy metodą cytometrii przepływowej potwierdziły obserwacje 

mikroskopowe i wykazały, że podczas CLS populacja komórek wraz z wiekiem 
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powiększa swoje rozmiary, niezależnie od szczepu. Analiza zawartości DNA  

w komórkach wykazała zmiany ploidii podczas starzenia chronologicznego, wykazując 

wyraźnie przesunięcie ploidalności w kierunku haploidalności. CLS można postrzegać 

jako odpowiedź komórek na warunki stresowe, obejmujące przede wszystkim głód  

i zakwaszenie środowiska. W komórkach drożdży haploidyzacja może być indukowana 

przez różne czynniki, w tym delecje pojedynczych genów obejmujących ważne czynniki 

stabilności genomu, takie jak rekombinaza Rad52 lub czynnik inicjacji replikacji Ctf18 

[Song i Petes 2012; Krol i in. 2015], przedłużona hodowla [Gerstein i in. 2008; Song  

i Petes 2012] lub głód. U ludzi obserwuje się również zmiany ploidii, szczególnie podczas 

stresu związanego z uszkodzeniem DNA. Nieprawidłowo naprawione uszkodzenia DNA 

mogą prowadzić do aneuploidii, co ostatecznie prowadzi do katastrofy mitotycznej 

podczas późniejszego podziału komórki [Vitale i in. 2011]. Błędna segregacja 

chromosomów prowadząca do aneuploidii jest często powiązana z nowotworami  

i prawdopodobnie przyczynia się do utraty genów supresorowych nowotworu  

i nabywania dodatkowych kopii onkogenów, wspierając w ten sposób karcynogenezę. 

Badania wykazały, że około 68% guzów litych to guzy aneuploidalne [Duijf i in. 2013]. 

Warto jednak podkreślić, że częściej obserwuje się utratę chromosomów niż ich przyrost, 

a mniejsze chromosomy są tracone częściej niż większe [Duijf i in. 2013]. Dodatkowo 

zasugerowano, że redukcja ploidalności może być wczesnym etapem rozwoju 

hepatokarcynogenezy z poliploidalnych hepatocytów [Matsumoto i in. 2021]. W związku 

z tym przesunięcie ploidalności opisane w tej rozprawie wydaje się być zjawiskiem 

uniwersalnym i powiązanym z warunkami stresu, późniejszymi uszkodzeniami 

endogennymi i adaptacją komórek do takich warunków. Wniosek ten potwierdzają 

wyniki Ravichandran i in., którzy aby zbadać, w jaki sposób komórki drożdży 

przystosowują się do niestabilności chromosomów w czasie, indukowali wysoki 

wskaźnik nieprawidłowej segregacji chromosomów [Ravichandran i in. 2018]. Adaptacja 

do niestabilności chromosomów zachodzi poprzez indywidualne aneuploidie 

chromosomów, w wyniku czego powstają przystosowane szczepy o złożonych 

kariotypach, charakteryzujących się specyficznymi kombinacjami korzystnych 

chromosomów. We współautorskiej pracy Enkhbaatar i in. skupiono się szczegółowo na 

wyjaśnieniu przyczyny uraty DNA w trakcie starzenia chronologicznego drożdży, 

pokazując, że to autofagia jest kluczowym czynnikiem determinującym redukcję ploidii 

chronologicznie starzejących się komórek drożdży [Enkhbaatar i in. 2023]. 
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Analizy molekularne nie dały jednoznacznej odpowiedzi, dlaczego heterozygota 

ORC6/orc6Δ, pomimo zaburzeń w cyklu komórkowym i niższego poziomu mRNA  

w komórce, nie wykazała różnic w replikacyjnym starzeniu i tempie wzrostu. By 

wyjaśnić tę kwestię użyto analiz spektroskopii Ramana dla oceny biochemicznego 

odcisku palca grupy szczepów ORC/orcΔ. Uzyskane wyniki pokazują, że komórki  

w fazie wykładniczej, a więc porównywalne z tymi w analizie starzenia replikacyjnego, 

mają podobne widma RNA i lipidów. Wyniki te potwierdzają wcześniejsze dane 

sugerujące, że status biochemiczny (odcisk metabolomiczny) komórek może być  

w pewnym stopniu powiązany z długowiecznością drożdży [Yoshida i in. 2010]. Profile 

metaboliczne zostały także określone dla szczepów CMG/cmgΔ oraz lowPIC.  

Co ciekawe, w przypadku analizowanego kompleksu CMG/cmgΔ zidentyfikowano 

ujemną korelację pomiędzy poziomem polisacharydów oraz RNA, a potencjałem 

reprodukcyjnym badanych szczepów. Ponadto stwierdzono istotną korelację pomiędzy 

czasem podwojenia, a poziomem kwasów tłuszczowych. Z kolei dla szczepów lowPICC 

wykazano silną ujemną korelację pomiędzy zawartością lipidów, białek, RNA  

i polisacharydów, a długością życia komórek. Są to pierwsze dane wskazujące  

na kluczowe znaczenie zawartości białek, lipidów, polisacharydów i RNA na proces 

starzenia w aktywnych mitotycznie komórkach drożdży. Wyniki te podkreślają również, 

że utrzymanie właściwej równowagi makrocząsteczek w komórce jest niezbędne  

do utrzymania długowieczności. W ramach pracy wykonano również analizy fenotypowe 

metodą kropelkową. Zaobserwowano ciekawe fenotypy analizowanych szczepów. 

Wykazano między innymi zwiększoną oporność na inhibitory ściany komórkowej. 

Wskazuje to, że białka biorące udział w inicjacji replikacji DNA odgrywają również 

istotną rolę w biogenezie ściany komórkowej i adaptacji komórek drożdży  

do zmieniających się warunków środowiskowych, w tym stresu.  

Uzyskane wyniki potwierdzają wcześniejsze dane podkreślające znaczenie 

metabolizmu lipidów i homeostazy w procesie starzenia [Mołoń i Żebrowski 2017]. 

Lipidy odgrywają także znaczącą rolę w procesie starzenia się komórek drożdży [Beach 

i in. 2013]. Związek lipidów ze śmiercią komórki jest złożony i jak dotąd słabo poznany. 

Dlatego wydaje się, że dla zrozumienia biochemicznych podstaw starzenia się drożdży 

kluczowej roli należy poszukiwać również w metabolizmie i homeostazie lipidów 

[Petschnigg i in. 2009]. Lipidy pełnią szeroki zakres funkcji biologicznych,  

od utrzymywania strukturalnie nienaruszonych błon po zapewnianie magazynowania 

energii i sygnalizacji. Badania z wykorzystaniem drożdży jako modelu 
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eksperymentalnego ujawniły różne aspekty lipotoksyczności, w tym toksyczność 

wolnych kwasów tłuszczowych, śmierć komórek modulowaną przez sfingolipidy, a także 

udział peroksydacji lipidów w mitochondrialnych szlakach apoptozy [Eisenberg i Büttner 

2014]. Ostatnie badania wykazały, że regulacja określonych grup lipidów odgrywa ważną 

rolę w procesie starzenia się człowieka. Wykazano również, że starzejące się komórki 

gromadzą więcej kropel lipidów niż komórki proliferujące. Dlatego w starzejących się 

komórkach rozregulowana akumulacja lipidów może być wynikiem zwiększonego 

wychwytu lipidów, wzrostu szlaków biosyntezy lipidów lub deregulacji szlaków 

rozkładu lipidów [Flor i in. 2017; Chee i in. 2021]. 

Podsumowując, niniejsza rozprawa doktorska jednoznacznie wskazuje,  

że zmniejszenie liczby kopii genów kodujących białka biorące udział w regulacji  

i/lub inicjacji replikacji DNA ma wpływ na starzenie aktywnych mitotycznie  

i post-mitotycznych komórek drożdży. Niemal wszystkie analizowane szczepy wykazują 

znacząco wyższy potencjał reprodukcyjny , co można wiązać z zaburzeniami cyklu 

komórkowego i wydłużeniem czasu podwojenia. Wykazano także korelacje pomiędzy 

zawartością makrocząsteczek komórkowych takich jak RNA, białka, lipidy  

i polisacharydy, a procesem starzenia. Uzyskane dane pokazują, że zaburzenia w inicjacji 

genomowego DNA wpływają nie tylko na cykl komórkowy, czy czas podwojenia 

komórki, ale także na cały profil biochemiczny komórki. 
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9. Wnioski 

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA na poziomie kompleksów ORC, CMG  

oraz białek lowPICC prowadzą do wzrostu potencjału reprodukcyjnego komórek,  

z wyjątkiem szczepów ORC6/orc6Δ oraz MCM2/mcm2Δ. 

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA prowadzą do wydłużenia czasu podwojenia 

oraz zaburzeń cyklu komórkowego u badanych heterozygot. 

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA na poziomie kompleksów ORC i CMG  

nie mają wpływu na całkowitą długość życia komórek w modelu replikacyjnego 

starzenia, natomiast zaburzenia inicjacji replikacji DNA na poziomie białek 

lowPICC prowadzą do skrócenia całkowitego czasu życia aktywnych mitotycznie 

komórek. 

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA na poziomie kompleksów ORC, CMG oraz 

białek regulujących lowPICC prowadzą do opóźnienia starzenia 

chronologicznego. 

 Delecji jednej kopii genu prowadzi do obniżenia poziomu transkryptów tego genu 

w badanych heterozygotycznych mutantach S. cerevisiae.  

 Zaburzenia inicjacji replikacji DNA na poziomie kompleksów ORC, CMG oraz 

białek regulujących lowPICC determinują skład chemiczny komórki w zakresie 

polisacharydów, białek, lipidów oraz kwasów nukleinowych.  

 Podczas starzenia chronologicznego dochodzi do haploidyzacji komórek drożdży 

S. cerevisiae niezależnie od szczepu. 
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11.2. Disorders in the CMG helicase complex increase the proliferative capacity 

and delay chronological aging of budding yeast 
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11.3. Restricting the level of the proteins essential for the regulation of the 

initiation step of replication extends the chronological lifespan and 

reproductive potential in budding yeast 
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