Streszczenie

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sa jednym z organizméw modelowych dla badan
procesu starzenia. Pomimo wielu specyficznych dla tej grupy cech, jak np. obecnos¢ $ciany
komorkowej, zamknigta mitoza, paczkowanie jako mechanizm cytokinezy, stanowig model
dla badania uniwersalnych mechanizméw tego procesu. Jednym z modeli, ktérym postuguje
si¢ gerontologia drozdzy jest, tzw. starzenie replikacyjne (RLS- Replicatve Life Span).
Zatozono, ze badajac wptyw roznych czynnikow na warto§¢ RLS mozna bg¢dzie wyjasnié
podstawowe mechanizmy starzenia i dlugowiecznosci czlowieka i zwierzat. Badanie polega
na fizycznym oddzielaniu komorki corki, od komorki "matki", i zliczaniu wytworzonych
corek, wykorzystujac do tego celu technike mikromanipulacji. Miarg wieku i dlugowieczno$ci
komorek drozdzy jest liczba komodrek potomnych jakie jest w stanie wytworzy¢ komorka
"matka" w ciggu swojego zycia. Taki sposob wyrazania wieku w ogole nie uwzglednia czasu
zycia komorek. Dlatego tez w miejsce terminu "replikacyjne starzenie" wprowadzono pojecie
potencjat reprodukcyjny. Termin ten lepiej odzwierciedla istot¢ badan, jak rowniez dopuszcza
inng przyczyne ograniczonej zdolnosci reprodukcyjnej komodrek drozdzy niz proces starzenia.

Celem badan byta analiza zmian wielkosci komorek w czasie reprodukcyjnej fazy
zycia, analiza potencjalu reprodukcyjnego oraz czasu zycia komoérek wybranych mutantéw
nalezacych do grupy "dlugowiecznych". Biorgc pod uwage, ze fenotypowy efekt mutacji
czesto wykazuje zalezno$¢ od tla genetycznego, do analizy wykorzystano komorki drozdzy
reprezentujace trzy rozne tta genetyczne tj. SP-4, BY4741 1 BMAG64-1A. Szczepy dzikie
reprezentujace poszczegdlne tla genetyczne réznig si¢ zarOwno $rednig jak 1 maksymalng
warto$cig potencjatu reprodukcyjnego, co moze mie¢ wplyw na fenotypowe wyrazenie
badanych mutacji. Do analizy wybrano trzy geny: FOBI, SCHY, RPL20B, ktoérych delecja
prowadzi, wedlug danych literaturowych, do zwiekszenia potencjatu reprodukcyjnego.
Dodatkowo uzyto mutanta delecyjnego sfp/A4, opisywanego w literaturze jako "krotko
zyjacy".

Uzyskane wyniki dotyczace potencjalu reprodukcyjnego wskazuja, ze efekt
fenotypowy dla wigkszosci mutantéw nie jest jednakowy i wykazuje Scisla zaleznos$¢ od tta
genetycznego. Jedynym genem, ktorego knock - out wykazat podobny efekt w kazdym tle
genetycznym byl gen FOBI. Pozostale szczepy w roznym stopniu wykazywaty zmiennos¢
w obrebie tla genetycznego.

Okreslono roéwniez role tempa wzrostu wielkosci komorek w regulacji potencjalu

reprodukcyjnego. Uzyskane wyniki wskazuja na hipertrofie, jako jeden z mozliwych
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czynnikéw regulujacych potencjat reprodukcyjny komorek. W znakomitej wigkszosSci
przypadkéw maksymalna objeto$¢ jaka uzyskuja mutanty o zwigkszonym potencjale
reprodukcyjnym jest rowna objetosci szczepu dzikiego. Swiadczy to o wolniejszym tempie
przyrostu objetosci komorki w przeliczeniu na jedng generacje. Podobne objetosci uzyskuja
roOwniez mutanty o obnizonym potencjale reprodukcyjnym lub takie, ktére nie maja wptywu
na liczbe generacji. Badania wykazaly, ze niektére z analizowanych mutacji prowadza do
osiggania przez komodrke wyzszych objetosci anizeli szczep dziki, ale zawsze jest to zwigzane

ze zwigkszeniem potencjatu reprodukcyjnego.

Wedlug powszechnie przyjetej interpretacji wynikéw badan replikacyjnego starzenia
drozdzy, miarag wieku komodrki jest liczba wytworzonych komoérek potomnych.
W rzeczywistosci RLS nie odzwierciedla faktycznej dlugosci zycia. Czas zycia komorek
drozdzy to nie tylko czas, w ktérym wykonuje ona kolejne generacje (faza reprodukcyjna),
ale rowniez czas po zakonczeniu reprodukcji (faza postreprodukcyjna). Czas trwania
reprodukcyjnej fazy zycia komorek jest wyznaczony przez dwa parametry: liczbe cykli,
tj. potencjat reprodukcyjny oraz czas pojedynczego cyklu. Uzyskane dane wskazuja, ze oba te
parametry moga dziala¢ tacznie badz tez niezaleznie, prowadzac do osiggnigcia tego samego
efektu, np. mutanty delecyjne fobl1A 1 sfplA w tle genetycznym szczepu BMA64-1A pomimo
znacznych roznic w potencjale reprodukcyjnym maja identyczng reprodukcyjng faze zycia.
Po zakonczeniu ostatniego cyklu komorkowego komodrka nie umiera, ale zyje jeszcze przez
pewien czas, ktorego dtugos$¢ zalezy migdzy innymi od czasu podwojenia oraz liczby cykli
komorkowych wykonanych przez komorke “matke”. Zwigkszenie liczby generacji
wykonanych przez komorke przyczynia si¢ do skrocenia czasu zycia po zakonczeniu
reprodukcji. Moze to by¢ zwigzane ze znacznym obcigzeniem energetycznym komorki
"matki", wynikajacym z jednej strony z nakltadow ponoszonych na wzrost jej objetosci
podczas kolejnych cykli, a z drugiej strony z naktadéw zwigzanych z reprodukcja, czyli
tworzeniem nowych komorek potomnych. Sumujac reprodukcyjny 1 postreprodukcyjny czas
zycia uzyskujemy warto$¢ calkowitej dlugosci zycia, ktéra moze by¢ podstawa do
stwierdzenia czy mamy do czynienia z dlugowiecznos$cia, czy tez nie. Analiza calkowitej
dhugosci zycia dostarczyta istotnych danych dotyczacych dtugowiecznosci, ktore zmieniajg
zupelnie wnioski ptyngce z dotychczasowych badan nad starzeniem z wykorzystaniem
drozdzy S. cerevisiae. Zaden z analizowanych szczepow okre§lanych w literaturze jako
"dlugowieczne" tak naprawde nie zyje dtuzej od szczepu referencyjnego. Jedynie mutant

delecyjny sfp1A, mimo tego, ze w literaturze okreslany jest jako krotko zyjacy (na podstawie



liczby generacji), po przeanalizowaniu catkowitej dtugosci zycia okazat si¢ by¢ jedynym,
sposrod analizowanych, szczepem dlugo zyjacym. Proba wyjasnienia mechanizmu
prowadzacego do dlugowieczno$ci mutanta sfp/A byla analiza parametréw dotyczacych
bioenergetyki komoérki: profil polisoméw, inkorporacja [*>S]-metioniny in  vivo,
mikrokalorymetria izotermiczna, oznaczenie zawartosci ATP oraz aktywnos$ci metabolicznej
za pomocg sondy fluorescencyjnej FUN-1. Bioragc pod uwage teori¢ tempa zycia Pearla,
wyniki dotyczace potencjatu reprodukcyjnego analizowanych szczepow, czasu podwojenia,
czasu trwania fazy reprodukcyjnej i postreprodukcyjnej mozna wnioskowaé, ze za
dlugowieczno$¢ mutanta sfp/4 moze by¢ odpowiedzialne obnizone tempo metabolizmu
komorki. Potencjat reprodukcyjny stanowitl dotychczas podstawowa miare wieku
i dlugowieczno$ci w badaniach wykorzystujacych drozdze jako organizm modelowy
gerontologii. Stanowil on rowniez kryterium podziatu mutantéw na dtugo 1 krétko zyjace.
Zaprezentowane w tej pracy wyniki przeprowadzonych analiz sktaniaja do zmiany sposobu
okreslania dlugowieczno$ci drozdzy, uwzgledniajac przede wszystkim czas zycia, a nie tylko

liczbowa warto$¢ potencjatu reprodukcyjnego komorek.



