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Wstep

Starzenie jest skomplikowanym procesem biologicznym, przebiegajgcym zarowno
u jednokomorkowych mikroorganizmow jak 1 u wielokomorkowych, ztozonych
tkankowcow. Ze wzgledu na to, ze jest to proces uniwersalny | generujgcy
podobne lub takie same symptomy u roznych organizmow, wiele jego aspektow
mozna badac na prostych, jednokomorkowych organizmach modelowych. W tego
typu badaniach wazng pozycje zajmujg drozdze Saccharomyces cerevisiae.
Jedng z metod badania procesu starzenia u drozdzy jest analiza zywotnosci
populacji komorek w hodowli stacjonarnej (tzw. starzenie sie chronologiczne).
Przyjmuje sie, ze jJest ono analogiczne do procesow zachodzgcych w
postmitotycznych komorkach ssakow.

Cel pracy

Celem badan byta analiza chronologicznej dtugosci zycia komorek drozdzy
roznigcych sie metabolizmem energetycznym (komorki oddychajgce tlenowo lub
fermentujgce), sprawnoscig systemu antyoksydacyjnego | adaptacyjne;
odpowiedzi na stres srodowiskowy. W celu uzyskania jednorodnej populacji
komoérek oddychajgcych tlenowo wykorzystano komorki kompetentne
oddechowo hodowane na glicerolu jako niefermentowalnym zrodle wegla. W tych
warunkach komorki drozdzy prowadzone w hodowli okresowe] we wszystkich
fazach wzrostu zdobywajg energie na drodze oddychania tlenowego. Natomiast
komorki zdobywajgce energie na drodze fermentacji uzyskano poprzez
wykorzystanie mutantow oddechowych rho-, pozbawionych funkcjonalnych
mitochondriow czyli niezdolnych do oddychania tlenowego. Role systemu
antyoksydacyjnego oraz odpowiedzi na stres w procesie chronologicznego
starzenia sie komorek drozdzy zbadano wykorzystujgc komorki mutanta Asodl,
pozbawionego aktywnosci cytoplazmatyczne] dysmutazy ponadtlenkowe] oraz
mutanta Amsn2msn4, pozbawionego czynnikow transkrypcyjnych wtgczajgcych
odpowiedz na stres srodowiskowy

Materialy i metody

Wptyw mutacji prowadzacych do obnizenia sprawnosci systemu antyoksydacyjnego na

chronologiczna dtugos¢ zycia

SP4 (wt), szczep dziki pozywka YPG (pepton -1%,

DSCD1-1C(sod1), mutant pozbawiony ELGA el ekstrakt drozdzowy-1%, glicerol-

cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej 2%)

Wptlyw mutacji znoszacej odpowiedz na stres sSrodowiskowy na chronologiczng dtugos¢ zycia
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BY4741 (wt), szczep dziki pozywka YPG (pepton -1%,

I P A T E T o Lo P2 ENIT \ARE G T S IR A T IGATR ekstrakt drozdzowy-1%, glicerol-

transkrypcyjnych Msn2 i Msn4p, wiaczajacych odpowiedz na 2%)

stres srodowiskowy g8
-

Wptyw mutacji oddechowych (rho’), prowadzacych do braku mozliwosci oddychania tlenowego

na chronologiczng dtugos¢ zycia
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SP4 (wt) —SP4 rho- pozywka YPD (pepton -1%,
DSCD1-1C (sod1) — DSCD1-1C rho- ekstrakt drozdzowy-1%, glukoza-
BY4741 (wt) — BY4741 rho- 2%) g s

Amsn2msn4- Amsn2msn4 rho-

Dtugos¢ zycia komorek drozdzy oznaczano analizujgc gestos¢ hodowli
okresowych czyli ich liczebnos¢ w zaleznosci od czasu jej trwania.
Liczebnos¢ hodowli oznaczano metodg ptytkowg, poprzez wysiew
zawiesiny komorek pobranych z hodowli okresowych z odpowiedniego
rozcienczenia na pozywke statg YPD. Zdolnos¢ komorek do proliferacji |
wytworzenia kolonii w tych warunkach byta podstawg do okreslenia ich
liczebnosci. Dodatkowo zywotnos¢ komorek w hodowlach oceniano na
podstawie liczby komorek wybarwionych (martwych) | niewybarwionych
(zywych) btekitem metylenowym zaobserwowanych w preparacie
przyzyciowym, natomiast kondycje metaboliczng za pomocg barwienia live-
dead (Yeast Viability Kit, Invitrogen)
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Wyniki

Tab.1 Maksymalna dtugosc¢ zycia komorek drozdzy réznych szczepow
hodowanych w réznych warunkach eksperymentalnych

Charakterystyka szczepéw drozdzy Maksymalna dtugos¢ zycia [dni]
S. cerevisiae i warunki hodowli
24

SP4 (wt, rho-), YPD

DSCD1-1C (sod1, rho-), YPD 24
BY4741 (wt, rho-), YPD 3
Amsn2msn4, rho-, YPD 3
SP4 (wt), YPG <45
DSCD1-1C (sod1) — YPG <45
BY4741 (wt), YPG <45

Amsn2msn4, YPG 31

Rys. 1 Preparaty przyzyciowe z hodowli mtodych (3 dniowych) i
starych (38 dniowych) szczepu dzikiego, barwione btekitem
metylenowym (A), barwnikami Live-dead (B)
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. L. / komaérka aktywna metabolicznie komoérka ostabiona
komorki zywe komorki martwe

Whnioski

1. Maksymalny chronologiczny czas zycia szczepow dzikich
(SP4(wt) | BY4741(wt), a takze mutanta DSCD1-1C(sodl)
hodowanych na pozywce YPG byt dtuzszy niz 45 dni

2. Maksymalny chronologicznego czas zycia szczepu
pozbawionego programu odpowiedzi na stres srodowiskowy
Amsn2msn4 na pozywce YPG wynosit 31 dni

3. Mutanty oddechowe tych szczepow charakteryzowaty sie
skroceniem maksymalne] chronologiczne] dtugosci zycia.
Komorki szczepow BY4741rho-, Amsn2msn4 rho- zyty tylko
do 3 dnia hodowli, natomiast mutanty SP4rho-, DSCD1-
1C(sodl)rho- do 24 dnia hodowli

4. Komorki pochodzgce ze starych, 38 dniowych hodowli
stacjonarnych pomimo utraty zdolnosci do rozmnazania sie
nadal posiadaty integralng btone komorkowg i byty aktywne
metabolicznie




