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Pomimo ogromnego postgpu jakiego dokonano w ostatnich latach w kwestii wyjasniania
wpltywu polimerazy III RNA (RNAP Ill) na metabolizm, wiele aspektow tego procesu
pozostaje niewyjasnionych. RNAP III odpowiada za syntez¢ niekodujacych RNA, w tym
tRNA, U6 snRNA, 5S rRNA, 7SL RNA oraz komponentu RNowego rybonukleazy P
(RNaza P). Aktywno$¢ tego enzymu jest hamowana przez biatko Mafl w odpowiedzi na
sygnaly wewnatrz i zewnatrzkomorkowe, takie jak zmiana zZrodlta wegla, wejScie w faze
stacjonarnego wzrostu, uszkodzenia DNA, stres oksydacyjny, czy tez traktowanie komoérek
rapamycyng lub chloropromazynga. Bialko Mafl jest jedynym scharakteryzowanym
regulatorem RNAP 11 u drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Boguta, Czerska i Zotadek, 1997;
Plutaetal., 2001), a jego funkcja jest konserwowana ewolucyjnie (Vannini et al., 2010). Wobec
tego, komoérki drozdzy z delecja genu MAF1 (mafl-4) wykazuja podwyzszong aktywnos¢
RNAP III, co skutkuje zwigkszonym poziomem niektérych tRNA oraz ich prekursorow
(Karkusiewicz et al., 2011).

Z dostgpnej literatury wynika, ze aktywno$¢ RNAPIII jest powiazana takze
Z metabolizmem wegla. Nalezy podkresli¢, ze w komorkach szczepu mafl-4 zaobserwowano
obnizenie ekspresji genéw glukoneogenetycznych (Morawiec et al., 2013). Ponadto, komorki
mafl-4 wykazuja defekt wzrostu na niefermentowalnym zrédle wegla (Boguta, Czerska
i Zotadek, 1997). Opisany fenotyp delecji MAF1 jest znoszony przez punktowa mutacje
(zamiang reszty aminokwasowej glicyny na alaning) w pozycji 1007 w drugiej co do wielkosci
podjednostce RNAP III, C128 (Ciesla et al., 2007). Mutacja ta (rpc128-1007) prowadzi do
obnizenia stabilnosci i aktywnosci RNAP III (Ciesla et al., 2015). Powyzsze obserwacje



sugeruja, ze przelgczanie metabolizmu z glikolizy na fosforylacje oksydacyjng jest zalezne od

aktywno$ci RNAP III oraz syntezy czasteczek tRNA.

Badania opisane W niniejszej rozprawie doktorskiej sg poswigcone globalnej,
poréwnawczej analizie metabolizmu szczepow mafl-A i rpc128-1007 0 zmienionej aktywnosci
RNAP III. Celem niniejszej pracy byto odkrycie mechanizmu lezacego u podstaw wcze$niej
obserwowanych fenotypdw. Z przeprowadzonych badan wynika, ze nieprawidlowa synteza
tRNA, powoduje zmiany w ekspresji genow powigzanych z metabolizmem wegla na poziomie
transkrypcji oraz translacji. Przedstawione dane pokazaty r6znice w poziomach transkryptow
transporterow glukozy oraz zmiany w biosyntezie oligosacharydow zapasowych. Jednoczes$nie
szczepy mafl-A irpcl28-1007 wykazuja szerokie zmiany W poziomach oraz aktywnoS$ciach
enzymow  glikolitycznych, cyklu  kwasow trikarboksylowych (TCA) i szlaku

pentozofosforanowego (PPP).

Prezentowane wyniki badan potwierdzaja, ze szczep mafl-4 wykorzystuje gtownie tlenowg
glikolize do produkcji ATP. W komorkach mafl-4 nastgpuje redystrybucja strumienia
metabolitow do cyklu PPP, atakze do szlakow biosyntezy trehalozy oraz glikogenu,
aminokwasow, czy tez nukleotydow. Ma to na celu ochron¢ komorek przed wzrostem
wewnatrzkomorkowego stezenia glukozy, badz przed gromadzeniem produktow posrednich
glikolizy, jak glukozo-6-fosforan (G6P). Wykluczono, ze zmiany obserwowane w Szczepie
mafl-4 wynikaja z zaburzen represji katabolicznej powiazanej z aktywnoscig kinazy SNF1.
Wyniki uzyskane dla mafl-4 sugeruja obnizenie aktywno$ci cyklu glioksalowego
I przekierowanie metabolitow przejsciowych TCA do syntezy kwasu glutaminowego oraz
asparaginowego. Ponadto w niniejszej pracy wykazano, ze zmiany w metabolizmie

oligosacharydéw zapasowych sg zwigzane z aktywno$cig kinazy biatkowej A (PKA).

W toku niniejszej pracy badawczej zaobserwowano, ze obnizona procesywnos¢ RNAP I11
wynikajgca z mutacji punktowej w podjednostce C128 jest skorelowana z ograniczong
zdolno$cig zmutowanych komorek do wykorzystania glukozy jako Zrodta wegla (Adamczyk
i Szatkowska, 2017; Szatkowska et al., 2019). Jednoczes$nie szczep rpcl28-1007 wykazuje
charakterystyczne cechy dla konstytutywnie aktywnego genu GCN4 (tzw. fenotyp Gcd).
Szczep ten wykazuje odpowiedz na stres charakterystyczng dla niedoboru w podiozu
hodowlanym wegla oraz azotu, pomimo optymalnych warunkéw $rodowiskowych
i prawidlowo funkcjonujacych szlakéw transdukcji sygnalow przekazujgcych informacie
0 dostepnosci  sktadnikow pokarmowych. W toku niniejszej rozprawy zaobserwowano

rowniez: zwigkszong ilo$¢ transkryptow gendéw transporterow glukozy (HXT2, HXT6/7),



obnizenie poziomoéw oraz aktywnosci enzymow glikolitycznych, przy jednoczesnym
podwyzszeniu aktywnos$ci biatek biorgcych udzial w syntezie aminokwaséw de novo.
W przeciwienstwie do mafl-A, szczep rpc128-1007 wykazuje wysoka aktywno$¢ metaboliczng

TCA, co pozwala na efektywne wykorzystanie glicerolu jako zrédta wegla.

Przedstawione wyniki jednoznacznie potwierdzaja, ze aktywno$s¢ RNAP 111 ma kluczowe
znaczenie w systemowej regulacji metabolizmu u S. cerevisiae, zardbwno na poziomie
transkrypcji genéw kodujacych biatka, jak 1 translacji. Powoduje rowniez zmiany w przeptywie
strumieni metabolitéw. Powyzsze uwarunkowania przektadajg si¢ na kondycje zmutowanych
szczepOw, atakze ich obnizong zdolno$¢ do wzrostu w zmieniajacych si¢ warunkach

srodowiska.
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