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1. IMIE I NAZWISKO
Renata Zadrag-Tecza

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2006 r. — stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii
Nadany uchwata Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego dnia 25.04.2006 r. Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Drozdze Saccharomyces
cerevisiae jako organizm modelowy w badaniach mechanizméw starzenia si¢. Zalezno$é
replikacyjnej dlugosci zycia od wielkosci komoérki”. Promotorem w przewodzie
doktorskim byt prof. dr hab. Tomasz Bilinski z Katedry Biochemii i Biologii Komorki
Uniwersytetu Rzeszowskiego.

1997 r. — tytul magistra biologii o specjalnosci biologia ogolna
Uzyskany na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie dnia 20.06.1997 r. Tytul pracy magisterskiej: ,,Wptyw Cd?* na poziom
peroksydacji lipidow w lisciach fasoli wielokwiatowej traktowanej metalem w roznych
fazach wzrostu”. Praca powstata pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Baszynskiego
z Zaktadu Fizjologii Roslin Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH.

od 2006 - do chwili obecnej Adiunkt w Katedrze Biochemii i Biologii Komorki na Wydziale

Biologiczno-Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego.

2005 - 2006 Asystent w Katedrze Biochemii i Biologii Komoérki na Wydziale Biologiczno-

Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego.
2001 — 2005 Asystent w Instytucie Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Rzeszowskiego.

1999 — 2001 Asystent w Instytucie Biologii i Ochrony Srodowiska Wyzszej Szkoly

Pedagogicznej w Rzeszowie.

1998 — 1999 Asystent w Katedrze Biologii Wyzszej Szkoty Pedagogicznej w Rzeszowie.
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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 .
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

IF, impact factor podano dla roku publikacji, z wyjatkiem najnowszych prac, dla ktorych podano IF z roku
2015.

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO/ARTYSTYCZNEGO

Potencjal reprodukcyjny a dlugosé zycia komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae

— zasadno$¢ zastosowania drozdzy w badaniach gerontologicznych

4.2. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
(autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Osiagniecie naukowe sktada si¢ z cyklu 9 prac, ktorych sumaryczny IF (wg roku opublikowania)
jest rowny 22,528, natomiast liczba punktow MNiSW wynosi 211.
Oswiadczenia wspotautorow o udziale wlasnym w przygotowaniu wymienionych prac stanowigcych
osiggniecie naukowe zostaly przedstawione w Zatgczniku nr 7.
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1F2015 — 3,350, IFs5.jetni — 3,518; liczba punkt(')w MNiSW2015 - 35, LC-0

9. Bilinski T., Bylak A., Zadrag-Tecza R. (2016) Principles of alternative gerontology. AGING.
8(4):589-602.

IF2015 — 3,979; IFs emi — 4,070; liczba punktow MNiSW,g6 — 30; LC -0

4.3. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW
WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Publikacje, ktorych jestem wspotautorem zaznaczone sg przez podkreslenie; te, ktore wchodza
w sktad osiggnigcia naukowego zaznaczone sg dodatkowo grubsza czcionka.

Potencjal reprodukcyjny a dlugos¢ zycia komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae

— zasadno$¢ zastosowania drozdzy w badaniach gerontologicznych

Wprowadzenie

Starzenie si¢ jest procesem ztozonym i wieloczynnikowym. Z biologicznego punktu widzenia
mozna ten proces zdefiniowaé jako stopniowa utratge sprawnosci funkcjonalnej komorek, tkanek,
organé6w | calego organizmu wraz z uplywem czasu, wynikajaca z nagromadzenia
wewnatrzkomorkowych uszkodzen przerastajacych mozliwo$ci naprawcze organizmu. Nadmiar
uszkodzen prowadzi do utraty homeostazy wewn¢trznej organizmu przez co obniza jego zdolnos¢ do
regeneracji i odpowiedzi na stres, co w konsekwencji predysponuje do wystgpienia schorzen
okreslanych jako ,,zalezne od wieku” jak: osteoporoza, choroby uktadu sercowo-naczyniowego,
cukrzyca, nowotwory czy tez choroby neurodegeneracyjne. Starzenie si¢ w ujeciu indywidualnym
bardzo mocno oddziatuje tak na sfere fizyczng jak i psychiczng czlowieka. Biorgc pod uwage
spoteczny aspekt starzenia sig, to proces ten generuje szereg kosztow, zwigzanych przede wszystkim
Z potrzebg zapewnienia $wiadczen emerytalnych oraz odpowiedniej opieki medycznej osobom
starszym. Ponadto analiza obecnego charakteru zmian demograficznych, dotyczacych glownie
struktury wiekowej spoteczenstw i zdecydowany wzrost odsetka ludzi w podesztym wieku, wskazuja
na wyrazng konieczno$¢ podejmowania dzialan zmierzajacych do poprawy jakosci Zzycia osob
w podesztym wieku. Przed takim wyzwaniem od wielu lat stoi gerontologia bedaca nauka o procesie
starzenia si¢ 1 stanowigca interdyscyplinarny splot biologii oraz medycyny. Stad tez wyjasnienie
mechanizmu procesu starzenia stalo si¢ celem badan prowadzonych w wielu osrodkach naukowych na

catym $wiecie. Zrozumienie zarowno przyczyn jak i istoty zmian, jakim podlega organizm wraz
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z wiekiem, daje bowiem mozliwos¢ podejmowania prob opracowania strategii terapeutycznych
spowalniania tempa tych zmian, a w oczekiwaniach wielu ludzi, moze nawet eliminujacych wiele
ucigzliwych cech fenotypowych procesu starzenia sig.

Analiza procesu starzenia si¢ u ludzi jest zadaniem bardzo trudnym, zaréwno ze wzgledu na
same ramy czasowe takiego badania, ale tez ze wzgledu na oczywiste przeszkody etyczne. Proces
starzenia si¢ moze by¢ analizowany w szerokim zakresie tzn. pod wzgledem psychologicznym,
spotecznym, ekonomicznym oraz biologicznym. Biorgc jednak pod uwage aspekt biologiczny,
badania gerontologiczne maja wyrazny charakter eksperymentalny, co wyklucza mozliwosc¢
wykorzystania cztowieka jako obiektu tego typu badan. Dla zrozumienia podtoza oraz charakteru
zmian dotyczacych starzenia si¢ na poziomie organizmalnym, komérkowym i molekularnym, a takze
okreslenia udziatu poszczegolnych genow i zjawisk epigenetycznych w procesie starzenia sig,
niezbe¢dne jest zastosowanie organizméw modelowych, ktore nie tylko nie stwarzatyby problemow
metodycznych czy tez technicznych, ale przede wszystkim pozwalaty na ekstrapolacj¢ uzyskanych
wynikow na og6t organizméw w tym roéwniez, lub przede wszystkim na cztowieka. Z pozoru wybor
organizmu modelowego nie powinien przysparza¢ istotnych trudnos$ci, poniewaz proces starzenia sie
jest powszechnym zjawiskiem biologicznym. Jednak pomimo powszechno$ci jego wystepowania
w $wiecie organizmOéw zywych, nie jest on procesem uniwersalnym, ktorego mechanizm jest
utrwalony ewolucyjnie w obrebie wszystkich grup systematycznych. Olbrzymie zréznicowanie
dlugosci zycia oraz znaczacy wplyw $rodowiska, a przez to strategii zyciowej poszczegdlnych grup
systematycznych organizmow, w znacznym stopniu wplywaja na heterogeniczno$¢ tego procesu.
Organizm modelowy dla badania procesu starzenia si¢ powinien zatem spetnia¢ przynajmniej kilka
waznych kryteriow: (i) wykazywaé wyrazne i mierzalne fenotypowe cechy starzenia sie; (ii)
wykazywaé silng homologie do analogicznych proceséw w komorkach cztowieka, np. ewolucyjnie
zachowane gtéwne szlaki biochemiczne, ktéore moga mie¢ wptyw na proces starzenia sie; (iii) by¢
wzglednie fatwym w utrzymaniu, hodowli oraz pracy w warunkach laboratoryjnych; (iv) dodatkowsa
zalete stanowi rowniez posiadanie zsekwencjonowanego genomu oraz dostep do baz danych
ulatwiajacych porownywanie wynikow migdzy réznymi laboratoriami. Przy wyborze odpowiedniego
modelu doswiadczalnego, waznym Kryterium powinien by¢ réwniez stopien ztozonosci budowy
danego organizmu, glownie pod wzgledem struktury tkanek i narzadéw, co moze mie¢ wpltyw na
rodzaj zagadnien jakie mogtyby by¢ badane przy uzyciu danego modelu (Lees i in. 2016). Sposrod
organizmow okreslanych jako modelowe dla badania procesu starzenia si¢, najczescie]
wykorzystywane sa: drozdze paczkujace — Saccharomyces cerevisiae; bezkregowce takie jak nicien —
Caenorhabditis elegans czy muszka owocowa Drosophila melanogaster; kregowce takie jak mysz —
Mus musculus czy naczelne jak matpy z rodzaju Rhesus (Macaca mulatta).

Jednym z najprostszych organizméw, jaki zostat wlaczony do grupy organizméw modelowych
dla badania procesu starzenia si¢, sa jednokomérkowe drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae
nalezace do krolestwa — grzybow (Fungi) i gromady - grzybow workowych (Ascomycota).
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O wiaczeniu ich do tej grupy zadecydowalo kilka istotnych czynnikoéw jak: (i) ograniczona liczba
komorek potomnych (paczkow) jakie moze wytworzy¢ komorka ,,matka” w ciaggu swojego zycia
(Mortimer i Johnston 1959) sugerujaca, ze przyczyna tego zjawiska jest proces starzenia sie; (ii)
asymetria wielkosci migdzy komorka ,,matka” a paczkiem (paczek jest zawsze mniejszy od komorki
»matki”), co umozliwia $ledzenie loséw komorki od momentu jej powstania az do $mierci, niezbedne
w badaniach gerontologicznych (Mortimer i Johnston 1959); (iii) podobienstwo przebiegu krzywych
przezywalno$ci miedzy drozdzami a innymi organizmami takimi jak nicien — Caenorhabditis elegans,
mysz — Mus musculus czy tez cztowiek — Homo sapiens (Sinclair i in. 1998); (iv) utrwalone
przekonanie, ze nieunikniono$¢ $mierci moze by¢ jedynie konsekwencja procesu starzenia sig
majacego charakter uniwersalny w szerokim zakresie gatunkow (Jazwinski 1993; Kaeberlein i in.
2007; Polymenis i Kennedy 2012; Carmona-Gutierrez i Buttner 2014). Nie bez znaczenia w tym
przypadku jest réwniez latwos¢ prowadzenia hodowli, krétki czas generacji, w petni
zsekwencjonowany genom, dostgp do baz danych (m.in. Saccharomyces Genome Database, SGD)
oraz mozliwo$¢ prowadzenia szerokiego zakresu manipulacji genetycznych. Jako zalete podkresla sie
rowniez wystgpowanie U ludzi i drozdzy homologii sekwencji znacznej liczby waznych genéw oraz
fakt, ze pojedyncza komoérka drozdzy umozliwia szybka, fenotypowa charakterystyke wptywu mutacji
majacej potencjalne odniesienie rowniez do starzenia si¢ cztowieka.

Podstawa wigkszosci badan gerontologicznych jest analiza dtugosci zycia, a w zwigzku z tym
wszelkich czynnikow, ktore t¢ wartos¢ moga modulowaé. W przypadku badan prowadzonych
z wykorzystaniem drozdzy S. cerevisiae dlugos$¢ zycia okreslana jest w dwojaki sposdb, stanowigc
tym samym dwa modele badania procesu starzenia si¢. Pierwszym z nich jest replikacyjna dtugosé
zycia (ang. replicative lifespan; RLS) wyrazana liczbg komoérek potomnych wytwarzanych przez
pojedynczg komoérke w ciggu jej zycia. Jest to model badania starzenia si¢ aktywnych mitotycznie
komorek wyzszych organizméw eukariotycznych. Drugim sposobem jest chronologiczna diugosé
zycia (ang. chronological lifespan; CLS) oznaczajaca przezywalnos¢ komorek w fazie stacjonarnej
i wyrazana w jednostkach czasu (przede wszystkim jako liczba dni). Jest to z kolei model badania
starzenia si¢ post-mitotycznych (nie dzielacych si¢) komérek wyzszych organizméw eukariotycznych
(Sinclair i in. 1998; Fabrizio i Longo 2003). Postuluje si¢, ze te dwa podstawowe modele starzenia si¢
drozdzy daja niepowtarzalng mozliwo$¢ porownywania mechanizmow starzenia si¢ jak i czynnikow
wplywajacych na proces starzenia si¢ zarowno proliferujacych jak i nie proliferujacych komorek
wyzszych organizmow eukariotycznych. Wprowadzono rowniez trzeci model eksperymentalny jakim
jest starzenie si¢ w kolonii (ang. ageing in a colony). Zaobserwowano, ze podczas wzrostu i starzenia
si¢, kolonie przechodza rézne fazy rozwojowe, czemu towarzysza m.in. okresowe zmiany pH
otoczenia i generowanie gradientu r6znego typu metabolitow i substancji odzywczych wokoét kolonii.
Dlatego tez przyjeto, ze wyniki analiz fenotypow starzenia si¢ zréznicowanej kolonii drozdzy moga
by¢ wykorzystywane nie tylko do badania sposobow komunikacji migdzy komorkami
mikroorganizmoéw, ich odpowiedzi na stres czy wdrazania programowanej $mierci komorki, ale takze
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do modelowania bardziej szczegétowych fenotypow starzenia sie organizmu wielokomoérkowego
(Carmona-Gutierrez i Buttner 2014).

Analiza replikacyjnej dtugosci zycia stanowi jedna z najpowszechniej wykorzystywanych form
badania procesu starzenia si¢ w oparciu o drozdze S. cerevisiae. Przyjmujac zatozenie, ze liczba
wytworzonych przez pojedyncza komorke paczkow jest miarg jej wieku, przyjeto jednoczesnie inne
zalozenie, ze czynniki prowadzace do zmiany tej liczby, zarowno w kierunku jej zwigkszenia jak
i zmniejszenia sg regulatorami dlugosci zycia drozdzy (replikacyjnej dtugo$ci zycia) i w podobny
sposob mogg rowniez regulowaé dlugos¢ zycia u innych organizméw. Taki poglad w sposob
jednoznaczny ukierunkowat badania prowadzone z wykorzystaniem tego organizmu. Gtéwne nurty
tych badan, ktorych celem byto okreslenie przyczyny ograniczonej zdolno$ci reprodukcyjnej komorek
drozdzy czyli de facto przyczyny starzenia si¢, to m.in. (i) badania koncentrujace si¢ wokot
poszukiwania zwigzkoéw czy tez czasteczek, ktore mogg petni¢ rolg tzw. ,,czynnika starzenia”; (ii)
badania dotyczace genetycznej regulacji replikacyjnej dtugosci zycia drozdzy; (iii) badania dotyczace
wplywu restrykcji kalorycznej na replikacyjng dlugos¢ zycia drozdzy; (iv) poszukiwanie innych
bezposrednich lub posrednich modulatoréw tego procesu.

Hipoteza akumulacji ,,czynnika starzenia” jako przyczyny ograniczenia replikacyjnej dtugosci
zycia komorek drozdzy zostata zaproponowana w 1989 roku (Egilmez i Jazwinski 1989). Opierata si¢
ona na zatozeniu istnienia czasteczki, ktora preferencyjnie akumulowana jest w komoérce ,,matce” i nie
jest przekazywana do paczka. Dzigki temu komorki potomne zachowujga pelny potencjat
reprodukcyjny, niezaleznie od wieku komorki ,,matki”. Dopiero pod koniec okresu reprodukcyjnego
sprawno$¢ mechanizmu retencji ,,czynnika starzenia” w komorce ,,matce” stabnie co powoduje, ze
wytworzone wowczas komorki potomne nie wykazuja petnego potencjatu reprodukcyjnego (Kennedy
i in. 1994). Stopniowa akumulacja ,,czynnika starzenia” prowadzi do starzenia si¢ komorki ,,matki”
czego bezposrednig konsekwencja jest utrata zdolnosci do dalszej reprodukcji i $mieré komorki.
Badania prowadzone w tym kierunku pozwolity na zaproponowanie kilku réznego typu czasteczek
i struktur majacych podstawowe wilasciwosci ,,czynnika starzenia” takie jak: stopniowa akumulacja
wraz z wiekiem (Scislej z liczbg wytworzonych komoérek potomnych) i asymetryczna segregacja
migdzy ,matka” a paczkiem. Przykladem tego typu czasteczek 1 organelli sa m.in.
pozachromosomowe koliste czasteczki DNA (ang. extrachromosomal rDNA circles; ERCs) (Sinclair
i Guarente 1997); oksydacyjnie uszkodzone biatka (Aguilaniu i in. 2003); agregaty biatkowe zwigzane
z biatkiem Hsp104 (Erjavec i in. 2007); uszkodzone mitochondria (McFaline-Figueroa i in. 2011). Do
tej grupy wiaczono réwniez wakuole, postuluje si¢ bowiem, ze zdolnos$¢ do utrzymania kwasnego
srodowiska wakuoli spada wraz z wiekiem komorki, co moze prowadzi¢ do dysfunkcji
mitochondriow. Szereg danych wskazuje na funkcjonalny zwigzek migdzy tymi strukturami, dlatego
tez dysfunkcja mitochondriow w replikacyjnie starych komorkach drozdzy moze powstawa¢ na skutek
zmian pH wakuoli. Z kolei w paczkach nastgpuje przywrdcenie odpowiedniej wartosci pH wakuoli
dzigki czemu zachowuja one pelny potencjat reprodukcyjny (Hughes i Gottschling 2012). Badania
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dotyczagce tego zagadnienia wykazaly, Zze warunki sprzyjajace szybszej akumulacji ,,czynnika
starzenia” prowadza do wyraznego skrocenia replikacyjnej dlugosci zycia komorek drozdzy, co
doskonale wpisuje si¢ w zalozenia hipotezy akumulacji ,,czynnika starzenia”.

Badania koncentrujgce si¢ na genetycznej regulacji replikacyjnej dtugos$ci zycia drozdzy maja
na celu poszukiwanie genow, szczegélnie wsrod homologéw z genami czlowieka, bezposrednio lub
posrednio zaangazowanych w t¢ regulacje. Badania te pozwolity na wyroznienie szerokiej grupy
genow, ktorych delecja prowadzi do wydhluzenia badz skrocenia replikacyjnej dtugosci zycia.
Szczegodlne zainteresowanie dotyczylo mozliwosci wydtuzenia replikacyjnej dlugosci zycia, a geny
ktorych delecja prowadzita do takiego efektu, okreslone zostaty jako tzw. geny dtugowiecznosci (ang.
longevity genes). W grupie tej znalazty si¢ geny zaangazowanie w regulacje roznych aspektow
funkcjonowania komorki m.in. takie jak: FOB1 kodujacy biatko wymagane do blokady replikacji
W miejscach genomu zawierajacych odpowiednig sekwencje, ktorego delecja prowadzi do obnizenia
czestosci rekombinacji w rejonie rDNA i w konsekwencji do zmniejszonej liczby ERC w komorkach
(Defossez i in. 1999); geny zwigzane z wykrywaniem i metabolizmem sktadnikow odzywczych jak
GPA2, GPR1, HXK2, SCH9 oraz regulacja wzrostu komorek w odpowiedzi na dostepnos¢ sktadnikow
odzywczych takie jak TOR1 (Kaeberlein i Kennedy 2005; Kaeberlein i in. 2005). Wydtuzenie
replikacyjnej dlugosci zycia w przypadku tych gendéw bylo zgodne zaré6wno z hipoteza akumulacji
»czynnika starzenia” (Afobl) jak i wyjasniane wpltywem restrykcji kalorycznej na dtugosé zycia.
Bardzo szerokie badania obejmujace ponad 4500 gendéw przeprowadzone w 2015 roku wykazaty
wzrost replikacyjnej dlugosci zycia w przypadku delecji 238 genow. Dotyczyly one glownie genow
kodujacych biatka rybosomalne oraz genow zwigzanych z degradacja proteasomalng czy tez
funkcjonowaniem mitochondriow (McCormick i in. 2015).

Do wyraznego skrocenia replikacyjnej dlugosci zycia przyczynia si¢ natomiast delecja genow
zwigzanych glownie z systemem obrony antyoksydacyjnej komorek m.in. SOD1 (cynkowo-
miedziowa dysmutaza ponadtlenkowa, Cu/Zn-SOD), SOD2 (manganowa dysmutaza ponadtlenkowa,
Mn-SOD), GRX5 (glutaredoksyna 5 — zalezna od glutationu oksydoreduktaza), PRX1, TSA1, TSA2,
AHP1, DOT5 (peroksyredoksyny) (Wawryn i in. 1999; Zadrag i in. 2008). Ponadto geny zwigzane

z naprawg DNA jak RAD52 kodujacy biatko zaangazowane w naprawe dwuniciowych peknie¢ DNA
na drodze rekombinacji homologicznej (Hoopes i in. 2002) czy SGS1 kodujacy helikaze DNA
zaangazowang w utrzymanie integralnosci genomu (Sinclair i in. 1997). Skrocenie replikacyjnej
dhugosci zycia w przypadku obnizenia sprawnosci obrony antyoksydacyjnej wskazywalo na zgodnos¢
uzyskiwanych wynikow z zatozeniami jednej z najbardziej popularnych teorii wyjasniajacych
przyczyng procesu starzenia si¢, a mianowicie z teoria wolnorodnikows. Jej podstawe stanowi
zalozenie, ze reaktywne pochodne tlenowe stanowig gtéwng przyczyne uszkodzen prowadzacych do
starzenia si¢ organizméw (Harman 1956).

Kolejny nurt badan koncentruje si¢ na analizie restrykcji kalorycznej polegajacej na obnizeniu

zawarto$ci glukozy w podtozu z 2% uzywanych standardowo w hodowli do 0,5%. Konsekwencja jej
8
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stosowania byt wzrost liczby wytwarzanych komorek potomnych czyli wydtuzenie replikacyjnej
dhugosci zycia (Lin i in. 2002), co potwierdzato wyniki uzyskane na podstawie badan z uzyciem
innych organizméw modelowych. Szczegélny aspekt tego nurtu badan stanowig badania dotyczace
sirtuin czyli NAD" zaleznych deacetylaz histonéw. Wykazano, Zze wydhuzenie replikacyjnej dtugo$ci
zycia (RLS) obserwowane przy restrykcji kalorycznej jest wynikiem aktywacji biatka Sir2, ktora ma
miejsce w tych warunkach (Lin i in. 2000). Rola biatka Sir2 w regulacji dlugosci zycia drozdzy
pozostaje jednak nadal przedmiotem dyskusji (Kennedy i in. 2005; Wierman i Smith 2014).

Badania z wykorzystaniem drozdzy dotycza takze poszukiwania zwigzkow, ktore mogg miec
wplyw na dtugos¢ zycia. Sposrod badanych zwigzkow na szczegolng uwage zastugujg te o charakterze
antyoksydacyjnym, ktore poprzez obnizanie poziomu stresu oksydacyjnego moga wywiera¢ wplyw na

dhugos¢ zycia np. askorbinian (Krzepilko i in. 2004) czy L-karnozyna (Kwolek-Mirek i in. 2016).

Kolejng grupe stanowia zwiazki, ktéore moga petni¢ role tzw. mimetykéw restrykcji kalorycznej
i wywiera¢ podobny wptyw na dlugo$¢ zycia, przyktadem tego typu zwigzkéw moze by¢ resweratrol
(Howitz i in. 2003) czy tez metformina (Bulterijs 2011).

Drozdze Saccharomyces cerevisiae jako organizm modelowy od wielu lat stanowig wazny
element badan biogerontologicznych, na co wskazuja rowniez najnowsze opracowania podkreslajace
ich role w ksztattowaniu wiedzy na temat procesu starzenia si¢ (Carmona-Gutierrez i Buttner 2014;
Denoth Lippuner i in. 2014; Smith i in. 2015). W tym czasie utrwalila si¢ rOwniez przyjeta na
poczatku badan terminologia oraz metodyka, ktore zostaly powszechnie zaakceptowane przez
srodowisko naukowe. Niewatpliwie jest to bardzo popularny organizm modelowy dla badan
prowadzonych w wielu dziedzinach nauki. Warto jednak postawi¢ dosy¢ istotne pytanie: na ile
jednokomorkowy organizm o szeregu specyficznych cech, do ktorych nalezy m.in. obecno$¢ takich
struktur komorkowych jak $ciana komorkowa i wakuola, zamknigta mitoza oraz cytokineza na drodze
paczkowania, moze by¢ przydatny dla wyjasnienia mechanizmu starzenia si¢ ztozonych,
wielokomorkowych organizméw w tym organizmu cztowieka? Ponadto czy jest to model dla badania
starzenia si¢ komoérek czy tez catego organizmu? Najlepsza odpowiedZz moga da¢ wyniki badan,
bowiem tylko w $wietle faktow mozna formulowac istotne wnioski i podejmowac decyzje
0 zasadnosci czy tez ograniczeniach w wykorzystaniu danego organizmu jako modelu badawczego.

Punktem wyjscia obranej przeze mnie drogi badawczej byly wyniki badan dotyczace
replikacyjnej dlugosci zycia mutantow drozdzy S. cerevisiae pozbawionych wybranych gendéw
kodujacych enzymy antyoksydacyjne (Wawryn i in. 1999). Wyniki te nie pozwalaly na wewngtrznie
spojng interpretacjc w s$wietle dominujacych pogladow, czyli wolnorodnikowej teorii starzenia
(Harman 1956). Przyktad stanowi mutant Asodl pozbawiony jednego z najwazniejszych elementow
systemu obrony antyoksydacyjnej czyli cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej (Cu/Zn-
SOD). Brak genu SOD1 skutkuje wyraznym wzrostem wewnatrzkomorkowego poziomu reaktywnych
form tlenu (RFT) i skroceniem replikacyjnej dtugosci zycia, co jest w pelni zgodne z wolnorodnikowsa
teorig starzenia, wskazujgcg na dominujacg role RFT w regulacji dtugosci zycia. Zgodnie z tg teoria
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usuni¢cie lub ograniczenie dziatania czynnika prowadzacego do wzrostu poziomu RFT powinno
znie$¢ ten efekt i przywroci¢ normalng dlugosé zycia. Jednak dziatania w postaci obnizania st¢zenia
tlenu stanowigcego gltéwne zrodlo RFT, czy tez podawanie do podtoza w umiarkowanych stezeniach
zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym (np. askorbinianu), nie dawaly oczekiwanego rezultatu
(Wawryn i in. 2002; Krzepilko i in. 2004), a zatem w $wietle powszechnie przyjetej teorii byly trudne
do interpretacji. Stad tez przyjecie hipotezy, ze przyczyna sprzeczno$ci uzyskiwanych wynikow
Z obowigzujacym powszechnie pogladem moze leze¢ w przyjetej metodologii badan. Pewnym
wsparciem dla tak postawionej hipotezy byty prace (Gershon i Gershon 2000; Gershon i Gershon
2001), w ktorych autorzy zwracali uwagge nie tylko na swoiste cechy gatunku, ale rowniez odnosili si¢
do kwestii metodycznych, gtownie do sposobu okreslania wieku drozdzy liczba wytworzonych
paczkéw. Taka miara jest bowiem blizsza ptodnosci anizeli jednostce czasu w jakiej wyrazany jest
wiek innych organizméw, co moze stanowi¢ istotne utrudnienie w interpretacji oraz porownywaniu
wynikéw uzyskiwanych dla réznych organizmow.

Podjete poszukiwania innych przyczyn wyjasniajacych ograniczone mozliwosci reprodukcyjne
komorek drozdzy S. cerevisiae skupily si¢ na analizie cech, ktore charakteryzuja komorki okreslane
jako ,,stare”, czyli takie ktore wytworzyly duzg liczbe komorek potomnych i zakonczyty okres
reprodukcji. Jedng z tych cech jest wielkos¢ komorki. Biorgc te ceche pod uwage, przeprowadzony
zostal szereg eksperymentow opartych na komoérkach o zwigkszonych rozmiarach, uzyskiwanych
przez czasowe zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie Gl. Zatrzymanie komoérek w fazie Gl
uzyskiwano poprzez podawanie do zawiesiny komorek o typie koniugacyjnym MATa feromon a.
Pozwalalo to na zatrzymanie cyklu komorkowego w warunkach pelnej dostgpnosci sktadnikow
odzywczych, ktora w standardowych warunkach jest wystarczajacym czynnikiem dla rozpoczecia
cyklu. Na podstawie uzyskanych wynikow, ktore stanowily zasadniczg cze$¢ mojej rozprawy
doktorskiej wykazana zostata wyrazna zalezno$¢ miedzy wielkoscig komorki a jej mozliwosciami
reprodukcyjnymi. Wzrost wielkosci komoérki skutkuje bowiem skroceniem jej replikacyjnej dlugosci

zycia (tzn. mniejsza liczbg wytwarzanych paczkéw) (Zadrag i in. 2005; Zadrag i in. 2006).

Obserwowana zalezno$¢ oraz analiza kinetyki zmian wielkosci komorki w czasie kolejnych cykli
reprodukcyjnych pozwala na wnioskowanie, ze istnienie limitu liczby cykli mitotycznych,
utozsamianego z procesem starzenia si¢, moze by¢ zwigzane ze statym i nieuniknionym przyrostem
wielkos$ci komorek, bedacym konsekwencja wyboru paczkowania jako mechanizmu cytokinezy. Taka
interpretacja stanowita zupetnie nowe podejscie do kwestii regulacji replikacyjnej dtugosci zycia
drozdzy S. cerevisiae i pozostawata w sprzecznosci z glownym nurtem badan gerontologicznych
opartych 0 drozdze, zgodnie z ktorym limit cykli mitotycznych pojedynczej komorki jest
konsekwencja akumulacji ,,czynnika starzenia”. Biorac pod uwage jak duze znaczenie dla interpretacji
badan opartych o model drozdzowy moze mie¢ ten fakt, niepozostawiajaca watpliwosci kwestia bylta
decyzja o kontynuacji tej tematyki, w celu uzyskania szerszego wyjasnienia podstaw obserwowanych

zaleznosci oraz roli wielkosci komoérki w determinowaniu jej mozliwo$ci reprodukcyjnych.
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Cel naukowy zbioru prac stanowiacych osiagniecie naukowe

Celem badawczym =zbioru artykutow zaprezentowanych jako osiagnigcie naukowe bylo
okreslenie przyczyn oraz konsekwencji zwigkszania rozmiaréw komoérek drozdzy S. cerevisiae
w odniesieniu do ich mozliwosci reprodukcyjnych. Prezentowany cykl prac sktada si¢ z dwoch czgsci.
Pierwsza czg$¢ stanowia prace eksperymentalne, w ktorych skupiono si¢ na nastgpujacych
zagadnieniach:

— sprawdzenie przydatnosci hipotezy wielkosci komorki jako czynnika regulujacego mozliwosci
reprodukcyjne komoérek drozdzy S. cerevisiae (z uwzglednieniem specyfiki wynikajacej zarowno
z tla genetycznego jak i mutacji, ktorych konsekwencja sa zmiany wielkosci komorki);

— analiza dtugosci zycia komorek drozdzy przywracajaca prawidlowe rozumienie wieku oraz
dtlugowiecznosci;

— badania dotyczace roli akumulacji postulowanych ,.czynnikéw starzenia” w determinowaniu

replikacyjnej oraz przede wszystkim catkowitej dlugo$ci zycia komorek drozdzy.

Druga czes¢ stanowig prace teoretyczne, powstale w wigkszosci w oparciu o wyniki badan
eksperymentalnych. W pracach tych skupiono si¢ na nast¢pujacych zagadnieniach:
— sformutowanie ostatecznej wersji hipotezy hipertrofii;
— wskazanie ograniczen modelu opartego na drozdzach Saccharomyces cerevisiae w badaniach
z zakresu gerontologii;

— tworzenie podstaw alternatywnej wizji biogerontologii (gerontologii eksperymentalnej).

Wielko$é komorki jako regulator potencjalu reprodukcyjnego komorek drozdzy

Wykazana w pracy doktorskiej negatywna Kkorelacja mig¢dzy wielkoscia komorki a jej
mozliwosciami reprodukcyjnymi (wzrost wielkosci komorki prowadzi do spadku jej mozliwosci
reprodukcyjnych) opierata si¢ na wynikach analiz komorek drozdzy Stanowigcych izogeniczng pare
szczepOw (szczep dziki oraz mutant Asodl). Komorki te zatrzymywano okresowo w fazie G1, co
skutkowatlo wzrostem ich wielkosci i powodowato znaczacy spadek mozliwosci reprodukcyjnych
(zmniejszenie liczby wytwarzanych paczkoéw). Wykazana zalezno$é sktaniata do postawienia pytania:

na ile zjawisko to jest uniwersalne? Dlatego tez w pracy Zadrag-Tecza i in. 2009 jako materiat

badawczy zostaly wybrane komorki drozdzy szczepoéw dzikich reprezentujgce trzy rozne tla
genetyczne takie jak SP4, BY4741, W303-1A, z czego dwa ostatnie SzCczepy Sa najczgsciej
stosowanymi szczepami w wielu laboratoriach badawczych. Wybrane szczepy, pomimo tego ze
okreslane sa jako szczepy dzikiego typu, réznig si¢ miedzy sobg zaréwno replikacyjng dtugosciag zycia
jak 1 érednig wielko$cig komorek w populacji. Ponadto biorac pod uwage, Ze najczesciej postulowang
teorig starzenia si¢ jest teoria wolnorodnikowa, w kazdym tle genetycznym do analiz wybrany zostat

mutant pozbawiony okreslonego genu, kodujacego istotny enzym obrony antyoksydacyjnej taki jak:

11



Renata Zadrag-Tecza Zatacznik nr 2 — Autoreferat

Asodl — pozbawiony cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej; Aprx — pozbawiony pigciu
peroksyredoksyn; Agrx5 — pozbawiony glutaredoksyny 5. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w kazdej
z analizowanych par szczepéw pomimo znaczacych roznic w replikacyjnej dtugosci zycia czyli liczbie
wytworzonych komorek potomnych (wyraznie skrocona replikacyjna dlugos¢ zycia komorek
wszystkich analizowanych mutantéw w stosunku do odpowiedniego szczepu kontrolnego), wielko$é
jaka uzyskuja komorki po ostatnim cyklu mitotycznym jest bardzo podobna. Wynika to przede
wszystkim z r6znic w Kinetyce zmian tego parametru w ciggu catego okresu reprodukcyjnego oraz
warto$ci przyrostu wielkosci komorki przypadajacej na pojedynczy cykl mitotyczny. Na obserwowane
roznice niewatpliwy wptyw ma czas trwania pojedynczego cyklu, ktory dla komorek analizowanych
mutantéw ulegat znacznemu wydtuzeniu w porownaniu do komodrek izogenicznego szczepu
kontrolnego. Biorac pod uwage charakter mutacji, wydtuzenie cyklu moze by¢ w tym przypadku
konsekwencja btedow wynikajacych m.in. z obnizonego poziomu obrony antyoksydacyjnej. Jest to
jedna z prawdopodobnych przyczyn choé¢ niewykluczone, ze zjawisko to moze mie¢ roéwniez bardziej
ztozony charakter. Pomimo tego, iz wydluzeniu ulega caty cykl, szczegdlne znaczenie ma w tym
przypadku wydtuzenie fazy G1, poniewaz przyrost wielkosci w tej fazie prowadzi do zwigkszania
jedynie rozmiarow komorki ,,matki”. Paczek pojawia si¢ dopiero w fazie S cyklu komoérkowego
I stopniowo zwigksza swoje rozmiary przez pozostata czgs¢ cyklu. Zatem fakt, ze komorki szczepu
Z mutacja osiggaja podobne wielkosci jak komorki izogenicznego szczepu kontrolnego, ale po
wykonaniu zdecydowanie mniejszej liczby cykli mitotycznych, wynika gtoéwnie z wydtuzenia czasu
pojedynczego cyklu, a nie wzrostu tempa proceséw biosyntetycznych. Podobne zachowanie komorek
reprezentujacych trzy niezalezne tla genetyczne wskazuje, ze zjawisko to nie ma charakteru
unikatowego i nie jest konsekwencjg delecji wybranego genu czy tez okreslonych warunkow
srodowiskowych. Zjawisko to wydaje si¢ mie¢ charakter bardziej ogdlny, przynajmniej w obrebie
gatunku. Zatem mozna wnioskowac, ze wielko$¢ komorki i tempo zmian tego parametru w kolejnych
cyklach reprodukcyjnych moga stanowic istotny czynnik regulujacy liczbe wytwarzanych komorek
potomnych — replikacyjng dlugos¢ zycia. Przedstawiony w tej pracy gtowny wniosek wynikajacy
z przeprowadzonych badan zostal potwierdzony trzy lata pdzniej przez zespot Profesora Schneidera
z Texas Tech University, ktory analizujac szereg mutantow o zréznicowanej wielkosci komorek,
wskazal na wyrazng zalezno$¢ liczby mozliwych do wykonania cykli mitotycznych od poczatkowe;j

wielkosci komorki (Yang i in. 2011; Wright i in. 2013).

Zalezno$¢ miedzy dlugoscia zycia a potencjalem reprodukcyjnym komorek drozdzy

Kolejny etap realizacji wybranej tematyki badawczej dotyczyt zagadnienia dtugosci zycia, ktora
w badaniach gerontologicznych wydaje sie by¢ kluczowa. Wprowadzajac drozdze S. cerevisiae do
grupy organizméw modelowych dla badan dotyczacych mechanizméw starzenia sie, przyjeto

réwnocze$nie swoistg metodyke oraz terminologie. OkreSlanie dlugosci zycia w przypadku tego
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organizmu opiera si¢ na dwoch pojeciach: replikacyjna oraz chronologiczna dlugo$¢ zycia (Sinclair
i in. 1998). Odnosza si¢ one jednak do dwu roéznych podej$¢ metodycznych wyznaczania dtugosci
zycia. Chronologiczna dlugo$¢ zycia wyrazana jest w jednostkach czasu, ale dotyczy catej populacji
komorek i okreSla czas jej zycia w fazie stacjonarnej, nie za$§ czas zycia osobnika (pojedynczej
komorki). Z kolei replikacyjna dtugos¢ zycia dotyczy pojedynczych komorek, jednak wyrazana jest
nie w jednostkach czasu, ale w liczbie wyprodukowanych komorek potomnych (paczkéw) przez
komorke ,,matke” w ciagu jej zycia. Ten sposob okreslania wieku oraz réznicowania komorek na
»mlode” oraz ,,stare” na podstawie liczby wytworzonych paczkéw, zostal powszechnie zaakceptowany
i stosowany jako podstawowa miara dtugosci zycia komoérek drozdzy, nawet mimo pewnych glosow
krytycznych, wskazujacych zar6wno na swoisto$¢ tej jednostki jak rowniez trudnosci poréwnywania
wynikow badan uzyskanych na innych organizmach modelowych (Gershon i Gershon 2000; Gershon
i Gershon 2001). Ponadto wigze si¢ on jednoznacznie z przyjeciem zatozenia, ze zycie komorki
konczy si¢ wraz z utratg zdolnosci do reprodukcji i po wytworzeniu ostatniego paczka moze ona
zosta¢ uznana za martwg. Zatozenie to budzito jednak uzasadnione watpliwosci. Dowodu
uzasadniajgcego kwestionowanie tego zatozenia dostarczyly badania opublikowane w pracy (Minois
iin. 2005), w ktorej wykorzystujac podawany do podtoza przyzyciowy barwnik - floksyng B,
wykazano ze wigkszo$¢ komorek nie umiera po wytworzeniu ostatniego paczka, ale moze zy¢ jeszcze
przez wiele godzin. Ten okres zycia zostatl nazwany przez autoréw postreplikacyjng faza zycia. Tym
samym stalo si¢ oczywistym, ze nalezy wprowadzi¢ nowy termin okreslajacy dlugos¢ zycia osobnika
(komoérki drozdzy) wyrazong w jednostkach czasu, jako miar¢ jego wieku i dlugowiecznos$ci
populacji.

W pracy Zadrag i in. 2008 opierajac si¢ na opisanej metodyce (Minois i in. 2005) dla szczepow

drozdzy znaczaco réznigcych sig¢ replikacyjna dlugoscia zycia czyli liczba wytwarzanych paczkow,
wykonana zostata analiza dtugosci zycia przedstawiona w jednostkach czasu. Wykorzystano do tego
celu pary izogenicznych szczepow (Szczep dziki oraz mutant pozbawiony genu kodujacego istotny
enzym obrony antyoksydacyjnej) reprezentujacych trzy rézne tta genetyczne takie jak: SP4 i Asodl,
BY4741 i Aprx, W303-1A i Agrx5. Poniewaz w kazdej z analizowanych par szczepéw znajdowat si¢
mutant wykazujacy zwigkszong wrazliwos$¢ na stres oksydacyjny, co wynikato z braku okre$lonego
enzymu nalezacego do systemu obrony antyoksydacyjnej, konieczne byto wprowadzenie do metody
pewnej modyfikacji. Wynikata ona z faktu, ze przyzyciowy barwnik — floksyna B, stosowana jako
marker dla oceny momentu $mierci komorki, w okreslonych warunkach moze generowaé reaktywne
formy tlenu (Mutoh i in. 2005). Zastosowana modyfikacja polegata na wprowadzeniu w droge $wiatta
w mikroskopie (pomiedzy zrodiem $wiatta a kondensorem) filtra interferencyjnego, ktory absorbuje
swiatto w zakresie obejmujgcym maksimum absorbcji barwnika. Przeprowadzone testy kontrolne
wykazaly, ze komorki szczepéw nadwrazliwych na stres oksydacyjny wykonywaly tyle samo cykli
reprodukcyjnych jak w przypadku braku obecno$ci barwnika w podtozu, co potwierdzato protekcyjny

charakter zastosowanego filtra. Uzyskane wyniki badan pokazaly, ze pomimo znaczacych roznic
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w liczbie wytwarzanych przez komorki paczkow czyli replikacyjnej dtugo$ci zycia, dlugosé ich zycia
wyrazona w jednostkach czasu jest bardzo podobna oraz ze jest to cecha niezalezna od tta
genetycznego. Ponadto wyniki przeprowadzonych analiz daty nam podstaw¢ do wyroznienia
okreslonych faz zycia komoérek drozdzy i wprowadzenia odpowiedniej terminologii. Caly okres zycia
komérek drozdzy mozna zatem podzieli¢ na dwie fazy: reprodukcyjng — kiedy komorka wytwarza
kolejne paczki oraz post-reprodukcyjng — obejmujacg okres od wytworzenia ostatniego paczka az do
$mierci komorki. Taki podzial wymagat wprowadzenia nowej terminologii. | tak wprowadzony termin
»budding lifespan” jest odpowiednikiem powszechnie stosowanego terminu ,replicative lifespan” —
replikacyjna dhugo$¢ zycia. Wprowadzenie tego okreslenia miato na celu rozréznienie dwoch
sposobow okreslania reprodukcyjnej fazy zycia to znaczy, wyrazanego liczbg wytworzonych paczkow
oraz wyrazanego W jednostkach czasu, czemu odpowiada wprowadzony termin ,reproductive
lifespan” — reprodukcyjna dlugos¢ zycia. Z kolei okres zycia po zakonczeniu reprodukcji
W odréznieniu  od terminu ,post-replicative lifespan” — postreplikacyjna dlugos¢ zycia,
wprowadzonego w pracy (Minois i in. 2005), okre$lony zostat dla zachowania jednolitej konwencji
jako ,,post-reproductive lifespan” — post-reprodukcyjna dtugo$¢ zycia. Bardzo istotnym elementem tej
terminologii stato si¢ wprowadzenie po raz pierwszy przez nasz zespot okreslenia ,total lifespan” —
catkowita dtugos$¢ zycia, bedgcego suma dtugosci trwania reprodukcyjnej i post-reprodukcyjnej fazy
zycia. Byla to pierwsza proba pokazania catkowitej dtugosci zycia drozdzy wyrazonej w jednostkach
czasu i obejmujacej okres od momentu powstania az do rzeczywistej $mierci komorki. Taka forma jest
wyraznie blizsza tej, jaka stosowana jest w przypadku innych organizmow wykorzystywanych
w badaniach gerontologicznych. Poza tym daje ona zdecydowanie wigksze mozliwo$ci porownywania

wynikow, niezaleznie od rodzaju uzytego do badan organizmu modelowego.
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budding lifespan (potencjal reprodukcyjny)
replikacyjna dlugos¢ zycia faza nie uwzgledniana w analizach
ang. replicative lifespan

Ryc. 1. Schemat podziatu zycia pojedynczej komorki drozdzy na dwie odrebne fazy z uwzglednieniem
wprowadzonej terminologii. Kolorem szarym zaznaczono uzywang dotychczas terminologie za$
kolorem granatowym wprowadzong terminologi¢
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Dalsze badania mialy na celu ustalenie relacji pomiedzy dlugoScig zycia wyrazang liczba
wytworzonych komoérek potomnych a wyrazang w jednostkach czasu. Biorac pod uwage genetyczny
aspekt regulacji dlugosci zycia, jednym z istotnych osiagni¢¢ badan gerontologicznych opartych
0 model drozdzowy byta identyfikacja gendéw, ktorych delecja prowadzi do znaczacego wydtuzenia
replikacyjnej dtugosci zycia, wyrazanej liczbg wytwarzanych paczkéw. Geny te zostaty okreslone
wspolnym terminem — geny dlugowiecznosci (ang. longevity genes) (Kaeberlein i Kennedy 2005;
Kaeberlein i in. 2005; McCormick i in. 2015). W $wietle wynikéw pochodzacych z wcze$niej
opisywanych prac naszego zespotu, pojawito si¢ zasadnicze pytanie: czy dlugowieczno$¢ wyrazona
liczbg paczkéw oraz w jednostkach czasu bedzie dawata spdjny wynik? Wyniki badan stanowigce

odpowiedz na tak postawione pytanie zostaly przedstawione w pracy Zadrag-Tecza i in. 2013.

W pracy tej do analiz wybrano trzy izogeniczne szczepy drozdzy tj. szczep dziki oraz Szczep
pozbawiony jednego z najczgsciej postulowanych genéw dlugowiecznosci, a mianowicie genu FOB1
(mutant Afobl) (Defossez i in. 1999), ktory dodatkowo skonfrontowano ze szczepem
charakteryzujacym sie wyjatkowo krotka replikacyjng dtugoscig zycia (mutant Asodl) (Wawryn i in.
1999). Uzyskane wyniki pokazaty, ze pomimo bardzo duzych réznic w liczbie komorek potomnych
wytwarzanych przez poszczegolne szczepy, ich catkowita dtugos$¢ zycia jest bardzo podobna. Na taki
wynik bardzo duzy wpltyw ma czas trwania fazy post-reprodukcyjnej, ktory w mniejszym stopniu jest
zalezny od natury analizowanej mutacji, a zdecydowanie bardziej =zalezy od potencjatu
reprodukcyjnego komorek. Komorki o wysokim potencjale reprodukcyjnym charakteryzuje krotki
czas zycia w fazie post-reprodukcyjnej (mutant Afobl) i na odwrét, nizszy potencjat reprodukcyjny
pozwala na dtuzszy czas trwania fazy post-reprodukcyjnej (mutant Asodl). Dla przetestowania tego
wniosku do analizy wtaczone zostaty dane pochodzace z innych, wczesniej badanych szczepow jak
szczepy dzikiego typu: D1CSP4-8C, BY4741, W303-1A oraz mutanty: Aprx, Agrx5. Na podstawie
uzyskanych wynikow wykazano istnienie wyraznie negatywnej korelacji mi¢dzy liczba wytwarzanych
paczkow (RLS) a post-reprodukcyjng dtugoscia zycia.

Kontynuacja tego tematu byta analiza catkowitej dlugosci zycia komorek, dla ktorych jednym
z fenotypowych efektéw mutacji byt wzrost replikacyjnej dtugosci zycia czyli liczby wytwarzanych

paczkow. Wyniki tych analiz zostaly przedstawione w pracy Molon i _in. 2015. Do analiz

wykorzystano szczep dzikiego typu BY4741 oraz izogeniczne wzgledem niego mutanty pozbawione
wybranych gendéw okreslanych jako geny dlugowieczno$ci (ang. longevity genes) m.in.: FOB1-
kodujacy biatko wymagane do blokady replikacji w miejscach genomu zawierajgcych odpowiednig
sekwencje, ktorego brak prowadzi do obnizenia liczby ERCs w komorce, SCH9, HXK2 — geny
zwigzane z wykrywaniem i1 metabolizmem skladnikow odzywczych, TOR1 — gen zwigzany
z regulacjg wzrostu komoérek w odpowiedzi na dostepno$¢ sktadnikow odzywczych, RPL20B — gen
kodujacy biatko duzej podjednostki rybosomu oraz SFP1 kodujacy czynnik transkrypcyjny zwiazany

z regulacja ekspresji okoto 60 gendéw zaangazowanych w montaz rybosomu. Uzyskane wyniki
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wskazaty na brak istotnych roznic w catkowitej dlugo$ci zycia wyrazonej w jednostkach czasu,
migdzy komorkami analizowanych mutantow a izogenicznym szczepem dzikim. Dla wigkszosci
sposrod analizowanych genow, nawet przy duzych roznicach potencjatu reprodukcyjnego, catkowita
dhugos$¢ zycia mutantéw byta zblizona do warto$ci szczepu dzikiego. Przedstawione w tej pracy
wyniki wskazuja na zasadnicze rozbieznosci interpretacyjne w zaleznosci od sposobu wyrazania
wieku i dhugosci zycia. Wyrazajac dtugosé zycia komoérek drozdzy liczbg wytworzonych paczkow
mozemy w odniesieniu do analizowanych gendéw wyciagna¢ wniosek, ze ich delecja prowadzi do
wydluzenia zycia, natomiast je§li wyrazimy jg w jednostkach czasu, wnioskiem bedzie brak ich
wplywu na dlugos¢ zycia. Ponadto analiza relacji migdzy liczba wytwarzanych paczkéw (replikacyjng
dhugoscig zycia) a post-reprodukcyjng i catkowitg dtugos$cig zycia pozwala na wyciagnigcie kolejnych
istotnych wnioskow: (i) istnieje wyrazny wptyw liczby wytworzonych paczkéw na czas trwania fazy
post-reprodukcyjnej (dtuzszy czas trwania fazy post-reprodukcyjnej w przypadku komorek o niskim
potencjale reprodukcyjnym), (ii) catkowita dlugo$¢ zycia wykazuje znacznie wigksza stabilno$¢
wartosci, niezaleznie od potencjatu reprodukcyjnego komorek. Wyniki tych badan dostarczaja bardzo
waznych argumentow do dyskusji nad zasadno$cig poszukiwania kolejnych genéw prowadzacych do
tzw. dlugowiecznosci drozdzy oraz wuogolniania na szersza grupe organizméw, wnioskow
formutowanych na podstawie badan prowadzonych z wykorzystaniem jednokomoérkowych drozdzy
S. cerevisiae. Ta zdecydowana rozbiezno$¢ interpretacyjna wptywu gendow okre$lanych jako
,longevity genes” na dtugos¢ zycia w zaleznosci od jednostki w jakiej jest ona wyrazana, prowadzi do
wysuniecia kolejnego istotnego wniosku wskazujgcego, ze poszczegoélne fazy zycia, to jest
reprodukcyjna oraz post-reprodukcyjna, moga wykazywa¢ odmienny sposéb regulacji. Fenotypowy
efekt delecji wybranego genu moze zatem dotyczy¢ tylko fazy reprodukcyjnej jak w przypadku
analizowanych genow z grupy ,,longevity genes” (FOB1, SCH9, HXK2, TOR1, RPL20B) bez wptywu
na calkowitg dlugos$¢ zycia lub tez regulowaé obie fazy jak w przypadku genu SFP1, ktorego delecja
prowadzi zaréwno do zwigkszenia potencjatu reprodukcyjnego jak i wydluzenia post-reprodukcyjnej

fazy zycia, a przez to i catkowitej dtugosci zycia.

Wplyw akumulacji ,,czynnika starzenia” na potencjal reprodukcyjny i calkowitg dlugos¢ zycia

komérek drozdzy

Analiza catkowitej dlugosci zycia komorek drozdzy stata sie inspiracja do podejmowania
kolejnych badan. Mozna bowiem zada¢ pytanie: jak w $wietle zaprezentowanych wynikow
i sformutowanych na ich podstawie wnioskéw interpretowa¢ wyniki badan dotyczace akumulacji
»czynnika starzenia” jako glownego czynnika sprawczego ograniczenia replikacyjnej dlugosci zycia
komorek drozdzy? Czy akumulacja ta ma wplyw na calkowita dtugo$¢ zycia, czy tez selektywnie
moze wplywa¢ na reprodukcyjng badz post-reprodukcyjng fazg zycia? Jeden z postulowanych

,»czynnikow starzenia” stanowia uszkodzone biatka, gtdéwnie w procesach z udziatem reaktywnych
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form tlenu, ktére akumuluja si¢ wraz z wiekiem komorki (tzn. liczbg cykli reprodukcyjnych)

(Aguilaniu i in. 2003). Zwigkszona ich akumulacja obserwowana jest takze w warunkach

indukujacych wzrost poziomu stresu oksydacyjnego (Kwolek-Mirek i in. 2014). Opierajac si¢ na
prezentowanych wczesniej wynikach badan dotyczacych zaréwno roli wielkosci komoérki w regulacji
potencjatu reprodukecyjnego jak i catkowitej dtugosci zycia, mozna wnioskowaé, ze nie neguja one
akumulacji tego typu uszkodzen, jednak nie potwierdzajg rowniez ich bezposredniego wptywu na
mozliwosci reprodukcyjne komoérek drozdzy. Mozna jedynie wskazaé na ich dziatanie posrednie,
poprzez ewentualny wptyw na wydtuzenie pojedynczego cyklu i tym samym szybsze osiaganie przez
komorke stanu hipertrofii. Podobnie jesli wezmiemy pod uwage catkowita dlugosé zycia, wpltyw

akumulacji tego typu uszkodzen jest niezauwazalny Zadrag i in. 2008. Taki sposob interpretacji

potwierdzajg rozwazania prezentowane w pracy (Blagosklonny 2008) wskazujace, ze reaktywne
formy tlenu nie wydaja si¢ by¢ glownym determinantem dlugosci zycia i regulatorem procesu
starzenia si¢. Podobne wnioski wynikaja rowniez z badan prowadzonych m.in. na nicieniu C. elegans,
u ktorego delecja wszystkich 5 gendéw kodujacych dysmutazy ponadtlenkowe nie prowadzita do
skrocenia dtugosci zycia (Van Raamsdonk i Hekimi 2012). Waznego argumentu dostarczaja w tej
kwestii takze badania prowadzone na golcach (Naked mole-rat), u ktorych obserwuje si¢ staty wysoki
poziom reaktywnych form tlenu co nie ma wptywu na dtugos¢ ich zycia (Andziak i in. 2006). Glebsza
analiza zagadnienia zwigzanego z wptywem akumulacji ,,czynnika starzenia” na dlugo$¢ zycia

komorek drozdzy zostata podjeta w pracy Zadrag-Tecza i Skoneczna 2016. Dotyczyla ona

kolejnego, bardzo waznego i najczeSciej postulowanego ,.czynnika starzenia” jakim sa poza-
chromosomalne kotka rDNA (ang. extrachromosomal rDNA circles, ERCs). Stopniowy wzrost ich
liczby wraz z ,,wiekiem” czyli liczba wytworzonych paczkéw, wynika z jednej strony z mozliwosci
autoreplikacji, a z drugiej jest konsekwencjg zamknietej mitozy wystepujacej u drozdzy, cO
uniemozliwia redukcje ich liczby przy kolejnych cyklach mitotycznych. Przez dlugi czas uznawano,
ze sama akumulacja ERCs jest glownym determinantem replikacyjnej ditugosci zycia (Sinclair
i Guarente 1997). Obecnie postulowany jest poglad, ze nie tyle sama akumulacja, ale rowniez
niestabilno$¢ genetyczna tego regionu DNA moze istotnie regulowac replikacyjna dlugos¢ zycia
(Ganley i Kobayashi 2014). Dla sprawdzenia jaki jest wptyw akumulacji ERCs na catkowitg dtugos¢
zycia przeprowadzone zostaty analizy na szczepach charakteryzujacych sie zwigkszonym (Asgsl)
i obnizonym (Arad52) poziomem ERCs. Uzyskane wyniki pokazaly w sposob jednoznaczny, ze oba
szczepy majg wyraznie i jednakowo (niezaleznie od mutacji) obnizony potencjat reprodukcyjny,
stanowigcy zaledwie 30% warto$ci izogenicznego szczepu kontrolnego. Natomiast catkowita dlugosé
zycia jest rowniez jednakowa dla obu szczepow, nie osigga jednak wartosci szczepu dzikiego. Warto
podkresli¢, ze w przypadku obu analizowanych szczepdw, niezaleznie od obserwowanego u hich
poziomu ERCSs, charakter mutacji prowadzi do znacznego wydluzenia czasu przypadajacego na
pojedynczy cykl mitotyczny, co pociagga za sobg duzy przyrost wielkosci komorki w kazdym cyklu.

Konsekwencja tego jest szybsze osiagniecie stanu hipertrofii i przez to wyrazne obnizenie potencjatu
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reprodukcyjnego. Stanowi to niewatpliwie potwierdzenie roli wielkosci komorki w regulacji
potencjatu reprodukcyjnego komorek. Analiza catkowitej dtugosci zycia wskazuje w tym przypadku
na jeszcze jeden wazny aspekt, ktory przy badaniu jedynie potencjatu reprodukcyjnego nie mogt byé
brany pod uwage. Akumulacja ,,czynnika starzenia” jakim sa ERCs i/lub niestabilno$¢ genomu oraz
hipertrofia nie wykluczajg si¢ wzajemnie, ale moga mie¢ rézny wptyw na komorki drozdzy na réznych
etapach ich zycia. W $wietle uzyskanych wynikow nalezy wzia¢ pod uwagg, ze poziom ERCs moze
mie¢ niewielki lub zaden wplyw zaréwno na liczbe wytwarzanych paczkow (reprodukcyjng diugosé
zycia) jak i calkowita dlugos¢ zycia. Tymczasem, niestabilno$¢ genomu i hipertrofia moga
determinowa¢ spadek potencjatu reprodukcyjnego. Jednak pytanie, czy hipertrofia moze by¢ jedna
z konsekwencji niestabilno$ci genetycznej jest nadal otwarta. Jest bowiem wysoce prawdopodobne, ze
zaburzenie procesOw konserwacji genomu moze prowadzi¢ do op6znien w przebiegu procesow cyklu
komoérkowego, a nastgpnie do wydtuzenia czasu trwania pojedynczego cyklu. Ponadto zwickszajac
tempo wzrostu wielko$ci komorek w czasie pojedynczego cyklu moze tym samym przyspieszaé
osiagniecie stanu hipertrofii. Poza tym niestabilno$¢ genomu moze roéwniez bezposrednio wptywaé na
catkowita dlugos¢ zycia, zwigkszajac podatno$¢ na uszkodzenia DNA, nieskuteczno$¢ naprawy
i pozniejsze problemy dotyczace cyklu mitotycznego. Istnienie mozliwosci odrebnej regulacji
poszczegblnych faz zycia komoérek drozdzy daje zdecydowanie wigcksze mozliwosci interpretacji
wynikow, szczeg6lnie wtedy, gdy nie sg one zbyt oczywiste.

W kolejnych badaniach realizowanych w ramach tego tematu wzigta zostata rowniez pod uwage
akumulacja agregatow biatkowych zwigzanych z biatkiem Hspl04, ktére uwazane sg za ,,czynnik
starzenia” (Erjavec i in. 2007). Wyniki badan wskazuja, ze sg one akumulowane wraz z wiekiem, ale

glownym induktorem ich powstawania jest stres termiczny. W pracy (Molon i Zadrag-Tecza 2016)

zastosowano jako kontrole standardowg dla wzrostu komoérek drozdzy S. cerevisiae temperature 28°C
a takze warunki indukujagce — hodowla komorek w temperaturze 37°C oraz niesprzyjajace takiej
indukcji — hodowla komoérek w temperaturze 22°C, sprawdzajac zar6wno poziom agregatow
zwigzanych z biatkiem Hsp104 jak i catkowitg dtugos¢ zycia komorek. Uzyskane wyniki wskazujg, ze
pomimo wyraznie zwigkszonej akumulacji analizowanych agregatow biatkowych w temperaturze
37°C mozliwosci reprodukcyjne komorek sg niemal takie same jak w przypadku kiedy ich poziom jest
znacznie nizszy (temperatura 22°C). Zatem nie potwierdza to ich znaczacej roli jako ,,czynnika
starzenia”. Wyrazny jest jednak ich wplyw na catkowita dlugo$¢ zycia poprzez skrocenie czasu
trwania fazy post-reprodukcyjnej. Potwierdza to wykazane w poprzednio opisywanej pracy Zadrag-

Tecza i Skoneczna 2016 istnienie mozliwos$ci odrebnej regulacji poszczegoélnych faz zycia komorek

drozdzy.
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Wykorzystanie drozdzy S. cerevisiae w badaniach ogélnych mechanizméw procesu starzenia sie

Wyniki badan eksperymentalnych zaprezentowane w pracach wiaczonych w cykl tematyczny
stanowiacy osiagniecie naukowe, staly si¢ takze podstawa dla prac nie majacych charakteru czysto
eksperymentalnego. Prace te nie stanowia jednak przegladu literatury danego tematu, ale sg swoistym
uzupehlieniem i rozwinigciem prac eksperymentalnych. Zostalty one przedstawione jako cykl
artykulow prezentujacych spojrzenie na drozdze Saccharomyces cerevisiae, bedace od wielu lat
organizmem modelowym w badaniach gerontologicznych, z nieco innej perspektywy, uwzgledniajac
ich realng przydatnos¢ dla postepu wiedzy na temat mechanizmu starzenia si¢ organizmu cztowieka.
Ponadto wykraczajac poza model drozdzowy przedstawiajag nowe spojrzenie na przyczyny starzenia
si¢ cztowieka oraz wskazuja nowe podejscie do badan z zakresu gerontologii.

Bardzo wazna praca w tym cyklu jest bez watpienia praca Bilinski i in. 2012, w ktorej zawarte

zostato sformutowanie ostatecznej wersji hipotezy hipertrofii. Hipoteza ta stanowi alternatywne
wyjasnienie przyczyn ograniczonej mozliwosci reprodukcyjnej komorek drozdzy S. cerevisiae
w stosunku do obowigzujacej i szeroko propagowanej hipotezy akumulacji tzw. ,,czynnika starzenia”
(Egilmez i Jazwinski 1989). Zaproponowana hipoteza stawia osigganie przez komorke nadmiernej
wielkosci — okre$lanej mianem stanu hipertrofii, jako przyczyne uniemozliwiajaca jej dalsza
proliferacje, niezaleznie od tzw. wieku generacyjnego, czyli liczby wykonanych cykli mitotycznych.
Praca ta wyjasnia takze przyczyne osiggania stanu hipertrofii. W przypadku komorek drozdzy
S. cerevisiae jest to proces paczkowania jako wybrany ewolucyjnie mechanizm cytokinezy. Wybor
takiego sposobu cytokinezy eliminuje mozliwo$¢ redukeji wielkosci komorki ,,matki” co ma miejsce
w przypadku podziatéw wigkszosci komorek eukariotycznych, u ktorych cytokineza prowadzi do
powstania dwoch komoérek potomnych o rozmiarach odpowiadajacych potowie komorki
przystepujacej do podziatu. U drozdzy paczkujgcych S. cerevisiae znamienne jest to, ze paczek
powstaje poza obrebem komorki ,,matki” i stopniowo zwigksza swoje rozmiary az do momentu
rozdzielenia si¢ obu komorek na etapie cytokinezy. Nie ma wigc mozliwosci redukeji wielkosci
komorki ,,matki”, a wrecz przeciwnie, nastepuje stopniowy wzrost jej wielkosci. Wynika to réwniez
Z tego, ze paczek pojawia si¢ w fazie S cyklu mitotycznego, zatem intensywne procesy biosyntetyczne
jakie majg miejsce w fazie G1, decyduja jedynie o wzro$cie rozmiarow komorki ,,matki”. Brak
redukcji wielkosci komoérki skutkuje osigganiem po kilkudziesieciu cyklach mitotycznych stanu
hipertrofii, ktory ogranicza dalsza reprodukcj¢. Ograniczenie reprodukcji wynikajace z osiggania stanu
hipertrofii moze by¢ zwigzane z faktem, ze wielko$¢ komorki jest nie tylko cecha fizyczna, ale
rowniez Wazng cechg fizjologiczng, oddzialujaca na szereg wewnatrzkomorkowych procesow
biochemicznych. Wzrost wielkosci pociaga bowiem za soba koniecznos¢ dostosowania
poszczegdlnych sktadnikow komorkowych (organelle, makroczasteczki) dla utrzymania ich
odpowiedniej proporcji wzgledem rozmiaréw komorki. Uwaza si¢, ze komorki moga przystosowac sie

do zwiekszonego obcigzenia biosyntetycznego wynikajacego ze wzrostu wielkosci komorek
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(Schmoller i Skotheim 2015; Kafri i in. 2016). Jednak przypuszczalnie, moze si¢ to odbywac
w pewnym zakresie, zaleznym rowniez od mozliwosci genomu (wzrost liczby kopii genomu moze
zwigkszy¢ mozliwosci biosyntetyczne komorek). Przekroczenie pewnej granicy wielkosci moze
generowaé problem natury fizycznej dotyczacy m.in. wytrzymatoséci $ciany komorkowej. Problem
moze rowniez dotyczy¢ transportu wewnatrzkomorkowego, a takze zapewnienia odpowiedniego
poziomu czasteczek sygnatlowych czy regulatorowych (np. poziomu cyklin fazy G1), niezbednych dla
kontynuowania reprodukcji. Tempo osiagania stanu hipertrofii moze by¢ modyfikowane zaroéwno
przez mutacje genomu, ale takze warunki §rodowiska czy tez czynniki fizyczne lub chemiczne. Zatem
glowne zatozenia przedstawionej w tej pracy hipotezy hipertrofii obejmuja nastgpujace punkty: (i)
osigganie stanu hipertrofii uniemozliwia dalsza proliferacj¢; (ii) hipertrofia komorek drozdzy jest
konsekwencja paczkowania jako mechanizmu cytokinezy; (iii) tempo przyrostu wielkosci komorki
w czasie pojedynczego cyklu decyduje o potencjalnych mozliwosciach reprodukcyjnych komorki; (iv)
eliminacja komoérek ,,matek” w wyniku tego procesu nie ma wplywu na tempo wzrostu populacji.
Komorki ,,matki”, okre$lane jako ,stare generacyjnie” stanowig bowiem niewielki odsetek catej
populacji (Adams i in. 1981).

Wielkos¢ komorki wlaczona byta w katalog cech fenotypowych opisujacych komorki ,,stare”
czyli po wielokrotnych cyklach mitotycznych (Powell i in. 2000). Cecha ta nie wydaje si¢ jednak by¢
konsekwencja procesu starzenia si¢, cho¢ podejmowano proby zaklasyfikowania hipertrofii jako
jednej z konsekwencji procesu starzenia si¢ (Ganley i in. 2012), nie zyskaly one jednak szerszego
poparcia. Jest to niewatpliwie konsekwencjg wyboru paczkowania jako sposobu cytokinezy, ktory
uniemozliwia redukcje wielkosci komorki jak ma to miejsce w przypadku innych komorek
eukariotycznych. Niezalezna od procesu starzenia si¢ przyczyna utraty zdolno$ci do reprodukcji oraz
powazne watpliwosci wobec hipotezy akumulacji ,,czynnika starzenia” jako gldwnego determinanta
mozliwosci reprodukcyjnych komoérek drozdzy, sktania do podejmowania dyskusji na temat
zasadnos$ci uzywania drozdzy w badaniach gerontologicznych, mozliwosci ekstrapolacji wnioskéw
formutowanych na podstawie tych badan i ich realnego wptywu na wyjasnienie mechanizmu procesu
starzenia si¢ cztowieka.

Argumenty do dyskusji na ten temat zostaty przedstawione w pracy Bilinski i Zadrag-Tecza

2014. Wiaczenie drozdzy S. cerevisiae do grupy organizmow modelowych dla badan
gerontologicznych oparte bylo glownie o zalozenie uniwersalno$ci procesu starzenia sig¢ 0Oraz
zachowania jego mechanizmow u wszystkich Eucaryota, poczawszy od drozdzy az po cziowieka
(Jazwinski 1993; Sinclair i in. 1998; Ganley i in. 2012; Polymenis i Kennedy 2012). Te dwa zalozenia
nie s3 jednak tak oczywiste jak chcieliby autorzy przywotanych tu publikacji, a wyniki
dotychczasowych badan dostarczaja Szeregu argumentéw, ktore moga poddac je w watpliwosc.
Starzenie si¢ uwazane jest za proces destrukcyjny, wynikajacy w duzej mierze z akumulacji
uszkodzen. Akumulacja uszkodzen wystepuje u wigkszosci organizméw, moze zatem przemawiac za
uniwersalnoscia mechanizmu odpowiedzialnego za starzenie si¢. Jednak glebsza analiza
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uwzgledniajgca zaréwno czynniki odpowiedzialne za powstawanie uszkodzen jak i elementy bedace
celem tychze uszkodzen, a w koncu i mechanizmy ochronne, wskazuje na istotne roznice migdzy
organizmami. Nie daje to zatem podstaw do stwierdzenia uniwersalnosci przyczyn prowadzacych do
starzenia si¢ drozdzy i pozostatych organizmow. Pomimo przynaleznosci do tej samej domeny —
Eucaryota i wielu wspolnych cech taczacych wszystkie komoérki eukariotyczne, komorki drozdzy
S. cerevisiae maja szereg istotnych ro6znic zaréwno strukturalnych jak i funkcjonalnych, ktére moga
generowac zupelnie odrgbne problemy, skutkujgce akumulacja specyficznych jedynie dla tej grupy
sktadnikow. Czgsto stosowanym argumentem przemawiajagcym za uniwersalnoscig procesu starzenia
si¢ sg uwarunkowania genetyczne. Delecja wielu gendéw skutkuje bowiem u drozdzy zmiang
replikacyjnej dlugosci zycia czyli liczby wytworzonych paczkéw (moze to by¢ zaréwno spadek jak
i wzrost tej wartosci) a fakt, ze niektore z tych gendéw posiadajg homologi u innych wyzszych
organizmow sugeruje mozliwo$¢ formutowania bardzo uogédlnionych wnioskéw. Nie mozna jednak
w tym przypadku poming¢ dwoch istotnych faktow. Po pierwsze postulowanie réwnoznacznosci
liczby generacji z wiekiem, po drugie, ze konsekwencje delecji danego genu moga roznié si¢
W zaleznosci od typu organizmu oraz przyjetej przez niego strategii zyciowej. Kolejng wazng kwestia,
na ktorag zostata zwrocona uwaga jest problem réznic wynikajacych ze stopnia poziomu organizacji to
jest organizm jednokomoérkowy vs. organizm wielokomoérkowy. Wielokomoérkowo$é prowadzi do
powstania zupelnie nowych probleméw, ktore nie wystgpuja u jednokomorkowcow. W tym celu
wprowadzone zostaly nowe okreslenia jak: srodowisko wewngtrzne (ang. internal environment; IE)
oraz srodowisko zewnetrzne (ang. external environment; EE). Okreslenie — Srodowisko wewnetrzne
odnosi si¢ jedynie do organizméw wielokoméorkowych i obejmuje wszelkie mechanizmy zapewniajace
utrzymanie homeostazy catego ciata. Najwazniejszg roéznicg migdzy organizmami jedno-
i wielokomorkowymi jest ta, ze jednokomoérkowce nie mogg kontrolowaé i utrzymywaé na statym
poziomie parametrow swojego Srodowiska. Moga je jedynie monitorowaé, CO pozwala na szybka
adaptacje do zmiennych warunkow. W odrdéznieniu, wiclokomérkowce moga prawidlowo
funkcjonowaé tylko jes$li precyzyjnie kontroluja swoje $rodowisko wewnetrzne. Warto takze
podkresli¢, ze pewne, wydawaloby sie istotne podobienstwa, przy gtebszej analizie moga okaza¢ sie
jedynie pozornymi. Przyktad moze stanowic starzenie komorkowe i potencjal reprodukeyjny drozdzy.
Z pozoru moga wskazywac na podobienstwo, natomiast jesli wezmiemy pod uwage konsekwencje
obu zjawisk wskaza one wyrazne roznice. Starzenie komorkowe, ktorego konsekwencja jest
terminalna niezdolno$¢ do podzialow, z jednej strony moze by¢ dla organizmu specyficznym
zabezpieczeniem przed kancerogeneza a z drugiej, ze wzgledu na nabywanie cech fenotypu
wydzielniczego (ang. senescence-associated secretory phenotype; SASP) stanowi podiloze wielu
dysfunkcji organizmu i licznych jednostek chorobowych stanowiacych realne zagrozenie dla
organizmu. Z kolei ten sam okres w zyciu komorek drozdzy nie byt zupelie brany pod uwage z racji
przyjetego zatozenia, ze komorka po wytworzeniu ostatniego paczka moze by¢ uznana za martwg.
Poza tym starzenie komorkowe u organizméw wyzszych jest bezposrednio zalezne od skracania
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telomerow, co jest efektem braku aktywnej telomerazy w wigkszo$ci dzielgcych si¢ komoérek (poza
komorkami linii generatywnej). Tymczasem u drozdzy telomeraza jest stale aktywna (Cohn
i Blackburn 1995), co jednak nie stanowi dla nich zabezpieczenia przed utrata zdolnosci do
reprodukgji.

Szereg argumentow, ktore wskazuja na istotne rdznice przyjetych strategii zyciowych
i sposobow utrzymania prawidtowej struktury i funkcji organizmu migdzy drozdzami a cztowiekiem,
zawartych zostato rowniez W ksigzce pt. The Evolution of Senescence in the Tree of Life w rozdziale
pt. Yeast aging: Reproduction Strategies Determine the Longevity of Budding and Fission Yeasts,
(Bilinski i Zadrag-Tecza - data publikacji luty 2017 roku). Praca ta przedstawia spojrzenie na gtowne

zatozenia jakie zostaly przyjete w metodyce badania procesu starzenia si¢ u drozdzy i uzyskane na ich
podstawie wyniki przez pryzmat specyficznych cech gatunku, nie majacych odpowiednika
U organizméw wyzszych. Odnosi si¢ rowniez do alternatywnych koncepcji wyjasniajacych przyczyny
utraty mozliwosci reprodukcyjnych komorek drozdzy co utozsamiane jest z procesem starzenia sie.
Takie podejscie miato przede wszystkim na celu zwrdcenie uwagi na wazny problem badan
eksperymentalnych, jakim jest jak najlepsze dostosowanie modelu do$wiadczalnego do zatozonego
celu badawczego oraz mozliwos¢ ekstrapolacji uzyskanych wynikoéw na szeroka grupe organizméw
0 roznym stopniu komplikacji ich budowy. Warto réwniez podkresli¢, ze powierzenie naszemu
zespotowi, jako jedynemu, przygotowania rozdzialu na temat starzenia si¢ drozdzy, $wiadczy

0 akceptacji przez srodowisko biogerontologéw prezentowanych przez nasz zespot pogladéw.

Nowe perspektywy badan gerontologicznych

Zarowno przedstawione wyniki badan jak i argumenty rozwazan teoretycznych pozwolily na
wyciagnigcie wnioskéw wykraczajacych poza grupe drozdzy paczkujacych. Poddaty one
w watpliwo$¢ podstawowe zatozenie, na ktorym opierato si¢ uzycie tego jednokomoérkowca jako
organizmu modelowego gerontologii tj. uniwersalnos¢ mechanizméw odpowiedzialnych za proces
starzenia si¢. Ponadto hipoteza hipertrofii wskazujac na niezwigzang bezposrednio z procesem
starzenia si¢ przyczyne ograniczonych mozliwosci reprodukcyjnych drozdzy, rozpoczeta tym samym
dyskusje na temat zasadnosci stosowania modelu drozdzowego w badaniach gerontologicznych.
Jednak kazda hipoteza, ktora stawiana jest w toku prowadzonych badan moze, a nawet powinna
podlega¢ weryfikacji. Waznym jest, aby ta weryfikacja opierata si¢ w jak najwickszym stopniu na
faktach czy danych empirycznych, nie za$ na przekonaniach, ktore nie moga by¢ przedmiotem
dyskusji. Brak naukowych argumentéw przemawiajacych za uniwersalno$cia procesu starzenia
migdzy drozdZzami a organizmami wyZzszymi nie broni w sposob przekonujacy postulowanej
zasadno$ci stosowania drozdzy w badaniach gerontologicznych (Ganley i in. 2012). Podwazenie roli
drozdzy jako organizmu modelowego gerontologii, oznacza jedynie wylaczenie grzybow z grupy

organizmdéw, ktorych starzenie si¢ moze mieé uniwersalny charakter. Nie neguje natomiast
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wykorzystania tego organizmu w analizach fizjologicznych, biochemicznych, genetycznych czy
molekularnych jako modelu komoérki eukariotyczne;.

Konsekwencjg argumentacji kwestionujacej uniwersalno§¢ mechanizméw starzenia si¢ miedzy
tak odleglymi ewolucyjnie grupami jak grzyby i zwierzgta bylo skupienie si¢ wylacznie na
zwierzetach. Wyrazem poszukiwania argumentow 1 dyskusji na temat zasadnosci tezy

0 uniwersalnosci zjawiska starzenia wsrod Metazoa, jest praca Bilinski i in. 2016. Analiza

wystepowania tego zjawiska wsrod roznych grup systematycznych zwierzat wykazata, ze dominujaca
opinia 0 uniwersalnosci starzenia jest wynikiem jedynie pobieznej obserwacji, dotyczacej gtownie
zwierzat ladowych. Organizmy wodne nie spelniajg tego warunku, a to z nich wyewoluowaty formy
ladowe. Konsekwencjg tego stwierdzenia jest poddanie w watpliwos¢ zasadnosci postulatu istnienia
uniwersalnych mechanizméw starzenia si¢. To z kolei stawia pod znakiem zapytania podstawe
ekstrapolacji wnioskow plynacych z badan prowadzonych na prostych organizmach zwierzgcych na
organizm ludzki.

Przeprowadzona analiza zachowania si¢ dlugowiecznych gatunkow zwierzat i konfrontacja
uzyskanych wynikow z niektorymi teoriami dotyczacymi czynnikéw ja determinujacych,
doprowadzita do sformulowania nastgpujacych wnioskow:

1. Nieunikniono$¢ $mierci dotyczy jedynie tych gatunkéw, ktére utracity zdolno$é rozmnazania
agametycznego (wegetatywnego). Inaczej mowiac dotyczy gatunkow lub stadidw rozwojowych
gatunkéw biologicznie nie$miertelnych lub $miertelnych, terminalnie wyspecjalizowanych
W rozmnazaniu piciowym.

2. Senescencja rozumiana jako pojawianie si¢ fenotypowych cech starzenia, wystepuje jedynie
u tych z nich, ktore utracity zdolno$¢ do wzrostu po osiggnigciu dojrzatosci ptciowej. Wiaze si¢ to
z catkowitg (jak w przypadku Drosophila) lub czesciows (jak w przypadku ptakéw i ssakow)
utratg zdolno$ci do regeneracji i naprawy uszkodzen zachodzacych na poziomie dojrzalego
plciowo organizmu.

3. Genetycznie uwarunkowana dlugowieczno$¢ danego gatunku zostata zdeterminowana glownie
przez dwa zasadnicze czynniki $rodowiskowe: dostepno$¢ pokarmu i presj¢ wywierang przez
drapiezniki.

4. Mozliwo$¢ wptywu czlowieka na jego dlugowieczno$¢ jest ograniczona do unikania szkodliwych

nawykow, w tym nadmiaru pobieranej energii.

Obserwowane duze zréznicowanie dhugosci zycia wérod organizmow zamieszkujacych rozne
typy Srodowisk wynika z realizacji okre$lonego programu czy tez przyjetej strategii zyciowej,
natomiast wyrazne objawy starzenia si¢ sg konsekwencja braku lub bardzo ograniczonych mozliwosci
regeneracyjnych. Nalezy podkresli¢, ze rownie istotng rol¢ w determinowaniu dtugosci zycia réoznych
gatunkéw odgrywa Srodowisko w jakim one Zyja i presja jaka wywiera ono na organizm. Problem

dhugosci zycia 1 modulowania tej wartosci zostal podjety w pracy Bilinski i in. 2015, gdzie
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przeanalizowano wplyw ogélnie pojetego poziomu energii na dlugo$¢ zycia. Problem ten jest
podejmowany glownie w konteks$cie badan koncentrujacych si¢ na restrykcji kalorycznej, ktora
prowadzi do wydtuzenia zycia w szerokim zakresie gatunkow (Roth i Polotsky 2012), jednak efekt ten
w przypadku naczelnych wydaje si¢ by¢ zdecydowanie mniej spektakularny (Austad 2012).
Przedstawiona propozycja wyjasnienia tego faktu, opiera si¢ na zmianie interpretacji proby kontrolnej,
ktora zazwyczaj jest nadmiar kalorii, okreslany w literaturze jako zywienie ad libitum. W takiej
sytuacji ograniczenie doptywu kalorii prowadzi do wydtuzenia zycia. Jesli jednak jako punkt
odniesienia potraktujemy liczbe kalorii zgodng z rzeczywistym zapotrzebowaniem, pozytywny efekt
stosowania restrykcji kalorycznej przestaje by¢ widoczny. Te rozbiezno$ci nie sg efektem rdznic
w mechanizmie dzialania restrykcji kalorycznej a raczej wynikiem stosowania roznych punktow
odniesienia (kontroli). Dlatego tez mozna wnioskowac, ze to nie tyle restrykcja kaloryczna prowadzi
do wydhuzenia zycia co nadmiar spozywanych kalorii i wszelkie zwigzane z tym konsekwencje jak
chociazby gliko- i lipotoksyczno$é prowadza do wyraznego skrocenia zycia. Taki sposob interpretacji
nawigzuje do hipotezy hiperfunkcji proponowanej przez Mikhaila Blagosklonnego (Blagosklonny
2012) i rozwinigtej w pracy Gems and de la Guardia (Gems i de la Guardia 2013), ktora wskazuje, ze
brak terminacji wybranych procesow biosyntetycznych po zaprzestaniu wzrostu dorostego organizmu,
prowadzi do hipertrofii komoérek i szeregu towarzyszacych jej negatywnych konsekwencji. Diugosé¢
zycia poszczegbdlnych gatunkéw jest zatem pewna wypadkowa przyjetej strategii dotyczacej
wprowadzenia mechanizméw umozliwiajacych zapobieganie skutkom nadmiaru energii.

Szeroka analiza roznych grup systematycznych zwierzat pod wzgledem zaré6wno ich strategii
zyciowych jak i dlugosci zycia, przedstawiona w pracach skladajacych si¢ na osiggniecie naukowe,
wskazuje na potrzebe odejscia od traktowania procesu starzenia si¢ jako zjawiska uniwersalnego
W $wiecie organizmow zywych. Sktania rowniez do podjecia dyskusji nad zasadno$cig postulatu
dotyczacego uniwersalno$ci mechanizmoéw starzenia w $wiecie ozywionym. TO z kolei pociaga za
soba potrzebe zmian w podejsciu do problemow jakimi zajmuje si¢ gerontologia, nawet jesli
wigzaloby sie¢ to z ograniczeniem stosowania organizmow modelowych. Konsekwentnie, obiektem
badan eksperymentalnych w dziedzinie gerontologii winny by¢ zwierzeta najblizsze ewolucyjnie
naszemu gatunkowi. Waznym aspektem wspomnianych zmian bytoby natomiast skoncentrowanie si¢
na poszukiwaniu czynnikdw ograniczajacych negatywne skutki starzenia sie, co szczegélnie
w przypadku czlowieka, a przeciez jest on posrednio celem wigkszosci badan gerontologicznych,
mogloby poprawi¢ jakos¢ naszego zycia. Podstawowym celem gerontologii winno by¢ maksymalne
spowolnienie procesu senescencji, nie za$ dazenie do wydluzenia maksymalnej dtugosci zycia
gatunku. Takie podejscie stanowi podstawe opracowanej przez nasz zespot tzw. alternatywnej wizji
biogerontologii (czyli gerontologii eksperymentalnej), ktorej zalozenia zostaly przedstawione
w pracach Bilinski i in. 2015; Bilinski i in. 2016.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

Moje zainteresowania naukowe od poczatku dziatalno$ci akademickiej koncentrowaty si¢ na
problematyce zwigzanej z regulacja zdolnosci reprodukcyjnej komorek na przyktadzie drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Dlatego tez szereg podejmowanych w tym zakresie dziatan dotyczyt
analizy czynnikow zewnatrzkomoérkowych, zaréwno fizycznych jak i chemicznych, jak rowniez
wewnatrzkomorkowych  wynikajacych ze strukturalnych i fizjologicznych zmian komorek,
W kontekscie ich wplywu na potencjat reprodukcyjny. Jest to zatem glowny nurt tematyczny
wiekszosci prac, ktorych jestem wspotautorem oraz realizowanych z moim udzialem projektow
badawczych. W prowadzonych badaniach wykorzystuj¢ gtéwnie metody mikroskopowe, opierajac si¢
na do$wiadczeniu zdobytym m.in. w trakcie realizacji pracy doktorskiej oraz podczas realizacji
projektu w ramach programu Marie Curie Training Site “Multidisciplinary Training at Goteborg Yeast
Centre” w Goteborg University. W szczegodlnosci jest to mikroskopia fluorescencyjna potaczona
z komputerowg analiza obrazu. Uwzgledniajac ponadto metody biochemiczne/analityczne oraz
techniki biologii molekularnej, pozwala mi to na szeroka analiz¢ wielu aspektow dotyczacych
struktury i funkcji komoérek, ktére moga mie¢ wpltyw na mozliwosci komoérek w zakresie ich zdolnosci
reprodukcyjnej czy tez odpowiedzi na stres.

Moj dorobek naukowy odzwierciedlajacy dotychczasowg aktywno$¢ naukowa mozna
podzieli¢ wedtug kilku grup tematycznych:

5.1. Stres oksydacyjny i konsekwencje braku dysmutazy ponadtlenkowej CuZnSOD

Badania dotyczace tego zagadnienia rozpoczetam jeszcze przed uzyskaniem stopnia doktora.
Dotyczyly one mozliwosci zastosowania niskoczgsteczkowych antyoksydantow w celu zniesienia
negatywnych konsekwencji wynikajacych z braku biatka Sodlp (cynkowo-miedziowej dysmutazy
ponadtlenkowej, Cu/Zn-SOD). Do testow wybrany zostal jeden ze zwigzkow o charakterze
antyoksydacyjnym tj. kwas askorbinowy, ktory analizowany byt pod katem jego mozliwosci
w zakresie przywracania potencjatu reprodukcyjnego komorek drozdzy (liczby wytwarzanych
paczkow) do wartosci szczepu dzikiego oraz auksotrofii wynikajacej bezposrednio z braku biatka
Sodlp. Uzyskane wyniki badan staly si¢ podstawa do opracowania prostych testow shuzacych do
szybkich badan przesiewowych w kierunku poszukiwania zwigzkéw 0 potencjalnych wlasciwosciach
antyoksydacyjnych.

Badania dotyczace tego tematu kontynuowatam takze po uzyskaniu stopnia doktora.
Wykorzystujac techniki mikroskopowe, gtownie oparte o zjawisko fluorescencji, prowadzitam
badania dotyczace zmian na poziomie komorkowym a obejmujacych zarowno aspekty strukturalne jak
i metaboliczne czy tez szeroko rozumiang fizjologie komoérek. Analiza tych parametréw stata sie
pomocna dla opracowania pewnych schematow dziatania zwigzkoéw o charakterze toksycznym,

ktorych toksyczno$¢ zwigzana byta z generowaniem stresu oksydacyjnego.
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Rezultaty powyzszych badan zostaty opublikowane w formie Kilku prac do$wiadczalnych.
Po uzyskaniu stopnia doktora:

1. Maslanka R., Zadrag-Tecza R., Kwolek K., Kwolek-Mirek M. (2016) The effect of berry juices
on the level of oxidative stress in yeast cells exposed to acrylamide. Journal of Food Biochemistry,
40:686-695. (IF5015 — 0,83; liczba punktow MNiSWo;6 — 20)

2. Kwolek-Mirek M., Zadrag-Tecza R., Bednarska S., Bartosz G. (2015) Acrolein-Induced
Oxidative Stress and Cell Death Exhibiting Features of Apoptosis in the Yeast Saccharomyces
cerevisiae Deficient in SODL1. Cell Biochemistry and Biophysics, 71(3):1525-1536. (IF,g5 — 1,627;
liczba punktow MNiSW,y,5 — 20)

3. Kwolek-Mirek M., Zadrag-Tecza R. (2013) Effects of antioxidants on acrolein-induced oxidative
protein damage in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Animal welfare, ethology and housing
systems, 9(3): 545-550 /Special Issue.

4. Kwolek-Mirek M., Zadrag-Tecza R., Bartosz G. (2012) Ascorbate and thiol antioxidants abolish
sensitivity of yeast Saccharomyces cerevisiae to disulfiram. Cell Biology and Toxicology, 28(1):1-
9. (IF212 — 2,338; liczba punktéw MNiISWy;, — 25)

5. Kwolek-Mirek M., Zadrag-Tecza R., Bednarska S., Bartosz G. (2011) Yeast Saccharomyces
cerevisiae devoid of Cu,Zn-superoxide dismutase as a cellular model to study acrylamide toxicity.
Toxicology In Vitro, 25(2):573-579. (IF11 — 2,775; liczba punktéw MNiSW,;, — 30 pkt)

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Krzepilko A., Swiecilo A., Wawryn J., Zadrag R., Koziol S., Bartosz G., Bilinski T. (2004)
Ascorbate restores lifespan of superoxide-dismutase deficient yeast. Free Radical Research,
38(9):1019-1024. (IF,004 — 2,774; liczba punktow MNiSW,go4 — 16)

2. Zyracka E., Zadrag R., Koziol S., Krzepilko A., Bartosz G., Bilinski T. (2005) Yeast as
a biosensor for antioxidants: simple growth tests employing a Saccharomyces cerevisiae mutant
defective in superoxide dismutase. Acta Biochimica Polonica, 52(3):679-84. (IFy0s — 1,863; liczba
punktow MNiSW,q5 — 10)

3. Zyracka E., Zadrag R., Koziol S., Krzepilko A., Bartosz G., Bilinski T. (2005) Ascorbate
abolishes auxotrophy caused by the lack of superoxide dismutase in Saccharomyces cerevisiae
Yeast can be a biosensor for antioxidants. Journal of Biotechnology, 115(3):271-278. (IFs05 —
2,687; liczba punktow MNiSW 05 — 20)

5.2. Aplikacje metod mikroskopowych w badaniach mikroorganizmow

Znajomo$¢ technik mikroskopowych wykorzystuje réwniez w badaniach dotyczgcych szeroko
rozumianej biologii komorek drozdzy. Terminologia stosowana w odniesieniu do stanu
metabolicznego i zywotnosci komorek drozdzy nie zawsze jest wystarczajaco precyzyjna, a nierzadko
stosowana zamiennie, mimo iz dotyczy roznych standow fizjologicznych komorki. Celem badan
podejmowanych w tym zakresie byto opracowanie zestawu metod pozwalajacych na precyzyjne

okreslanie parametrow dotyczacych dwu réznych aspektow tj. witalnosci komorek opierajacej si¢ na

29



Renata Zadrag-Tecza Zatacznik nr 2 — Autoreferat

parametrach okreslajgcych ich stan metaboliczny oraz zywotno$ci komorek opierajacej sie na
zdolnosci do przezycia. Przedstawiony zestaw metod moze mie¢ szerokie zastosowanie, poniewaz
wydaje si¢ by¢ przydatny zaréwno dla badan charakteryzujacych wptyw czynnikow fizycznych badz
chemicznych na komdrki, jak i dla oceny stanu mikroorganizméw wykorzystywanych
w technologiach przemystowych. Metody te mozna rowniez wykorzysta¢ do oceny skutkow

toksycznego dziatania wielu zwigzkow chemicznych na poziomie komoérkowym.

Rezultaty powyzszych badan zostaty opublikowane w formie prac do§wiadczalnych:

1. Kwolek-Mirek M. and Zadrag-Tecza R. (2014) Comparison of methods used for assessing the
viability and vitality of yeast cells. FEMS Yeast Research, 14(7):1068-1079. (autor
korespondujgcy) (IFy014 — 2,818; liczba punktow MNiSWyq14 — 30)

2. Zadrag-Tecza R., Kwolek-Mirek M. (2013) Assessement of acrolein-induced cellular damage in
the yeast Saccharomyces cerevisiae cells using microscopy techniques. Animal welfare, ethology
and housing systems, 9(3): 633-639 /Special Issue.

3. Kwolek-Mirek M., Bednarska S., Zadrag-Tecza R., Bartosz G. (2011) Hydrolytic activity of
esterases in the yeast Saccharomyces cerevisiae is strain-dependent. Cell Biology International,
35(11):1111-1119. (IFz011 — 1,482; liczba punktéw MNiSWyq1; — 15)

5.3. Dlugos$¢ zycia a potencjal reprodukcyjny komoérek drozdzy S. cerevisiae

Jednym z bardzo waznych tematow badan realizowanych z moim udzialem jest analiza
dhugosci zycia w odniesieniu do drozdzy S. cerevisiae jako organizmu modelowego w badaniach
gerontologicznych. Dtugo$¢ zycia komoérek drozdzy S. cervisiae wyrazana jest gtownie przez
podawanie liczby paczkow wytwarzanych przez pojedyncza komodrke, co okreslane jest jako
replikacyjna dlugo$¢ zycia (ang. replicative lifespan). Wprowadzony przez nas sposob okreslania
catkowitej dtugosci zycia (ang. total lifespan) wyrazonej w jednostkach czasu (Zadrag et. al., 2008),
zwracal uwage na wazny problem przy poréwnywaniu wynikéw badan migdzy drozdzami a innymi
organizmami w sytuacji stosowania catkowicie odrebnych jednostek okre$lajacych diugosé zycia.
Czynniki, ktore moga by¢ uwazane za potencjalne regulatory dlugosci zycia oceniane sg jedynie przez
pryzmat wptywu na potencjat reprodukcyjny komoérek. Wydaje sie jednak, ze petne okreslenie ich roli
moze odzwierciedla¢ analiza catkowitej ditugoséci zycia wyrazonej w jednostkach czasu. Ponadto
wprowadzenie jednostki czasu dla okreslenia dlugo$ci zycia wydaje si¢ szczegolnie istotne
w przypadku tej cze$ci badan gerontologicznych, ktdra zwigzana jest z tzw. genami dlugowiecznosci
(ang. longevity genes), czyli genami, ktorych delecja prowadzi do zwigkszenia liczby wytwarzanych
przez komorke paczkow (okreslane jest to jako wydtuzenie replikacyjnej dtugosci zycia). W naszym
przekonaniu stosowanie terminu ,longevity genes” bezwzglednie wymaga zastosowania jednostki
czasu. Otrzymane w toku prowadzonych badan wyniki wskazaty, ze dla wigkszosci sposrod
analizowanych genéw, nawet przy duzych réznicach potencjatu reprodukcyjnego, catkowita dtugos¢

zycia mutantow byla zblizona do wartosci szczepu dzikiego. Czg$¢ z prac dotyczacych analizy
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dhugosci zycia zostata wilaczona do osiggniecia naukowego. Ponadto prowadzone w tym zakresie
analizy dotycza rowniez ustalenia relacji pomigdzy wielkosciag komorki a dhugoscia zycia wyrazana

zaréwno liczba paczkow jak i w jednostkach czasu.

Rezultaty powyzszych badan zostaty opublikowane w formie prac doswiadczalnych:

1. Molon M., Zadrag-Tecza R. (2016) The links between hypertrophy, reproductive potential and
longevity in the Saccharomyces cerevisiae yeast.” Acta Biochimica Polonica, 63(1):329-334. (IF15
—1,187; liczba punktow MNiSW,q5 — 15)

5.4. Mechanizm regulacji potencjalu reprodukcyjnego komorek drozdzy S. cerevisiae

Istotng cze$cia realizowanych przeze mnie badan jest takze analiza czynnikow, ktore moga
regulowacé potencjat reprodukcyjny komorek drozdzy, a zatem stanowi¢ réwniez wyjasnienie dla
ograniczonych mozliwosci jakie wykazuje ten jednokomoérkowy organizm. Podejmowane w tym
zakresie dzialania dotycza czynnikow, ktoére w sposob posredni badz bezposredni oddziatuja na
metabolizm komorki, jej mozliwosci biosyntetyczne i potencjat energetyczny. Wazng cze$¢ tych
badan stanowi rowniez prowadzona obecnie, W ramach realizacji projektu Narodowego Centrum
Nauki, szczegotowa analiza restrykcji kalorycznej, metabolizmu glukozy oraz sprawno$ci dziatania
wewnatrzkomorkowych systemow degradacji biatek (system degradacji proteasomalnej i autofagia)
w zakresie regulacji zaréwno mozliwosci reprodukcyjnych komorek drozdzy jak i dtugosci zycia

wyrazanej W jednostkach czasu.

Rezultaty powyzszych badan zostaty opublikowane w formie prac doswiadczalnych:
Po uzyskaniu stopnia doktora:

1. Molon M., Zadrag-Tecza R. (2016) Effect of temperature on replicative aging of the budding
yeast Saccharomyces cerevisiae. Biogerontology, 17(2):347-357. (IF.05 — 3,252; liczba punktow
MNiSW,016 — 30)

2. Molon M., Szajwaj M., Tchorzewski M., Skoczowski A., Niewiadomska E., Zadrag-Tecza R.
(2016) The rate of metabolism as a factor determining longevity of yeast Saccharomyces
cerevisiae. AGE, 38(1):11 (IFz15 — 2,5; liczba punktow MNiSW g6 — 25)

3. Kwolek-Mirek M., Molon M., Kaszycki P., Zadrag-Tecza R. (2016) L-carnosine enhanced
reproductive potential of the Saccharomyces cerevisiae yeast growing on a glucose as a source of
carbon. Biogerontology, 17(4):737-747. (IFy15 — 3,252; liczba punktéw MNiSW ;6 — 30)

4. Zadrag R., Kwolek-Mirek M., Bartosz G., Bilinski T. (2006) Relationship between the replicative
age and cell volume in Saccharomyces cerevisiae”. Acta Biochimica Polonica, 53(4):747-751.
(|F2006 - 1,363, liczba punktéw MNiSWzooe - 10)

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Zadrag R., Bartosz G., Bilinski T. ( 2005) Replicative aging of the yeast does not require DNA
replication. Biochemical and Biophysical Research Communications, 333(1):138-141. (IFzp0s — 3;
liczba punktow MNiSW s - 20)
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5.5. Konsekwencje hipertrofii komérki na poziomie komoérkowym i molekularnym

Bardzo waznym elementem realizowane] przez mnie tematyki jest analiza
wewnatrzkomorkowych zmian bedacych konsekwencja osiggania stanu hipertrofii. Temat ten stanowi
cze$¢ realizowanego obecnie projektu Narodowego Centrum Nauki DEC-2013/09/B/NZ3/01352.
Wzrost wielkosci komorki, prowadzacy niekiedy do 10-krotnej zmiany w stosunku do wielkosci
poczatkowej, pociaga za soba szereg zmian zarowno na poziomie komérkowym jak i molekularnym.
W efekcie moze to powodowaé niezdolnos¢ do podejmowania kolejnego cyklu reprodukcyjnego.
Szczegotowa charakterystyka komorek na obu tych poziomach organizacji pozwala na wskazanie
potencjalnych przyczyn tego zjawiska. Przede wszystkim sg to: analizy oparte na obrazowaniu struktur
wewnatrzkomorkowych przy pomocy barwienia fluorescencyjnego i techniki immunocytochemicznej;
analizy biochemiczne dotyczace zmian parametréw fizjologicznych komoérek m.in. aktywno$é
wybranych enzymow zwigzanych z procesem glikolizy oraz poziom ATP; analizy wskazujace na
zmiany na poziomie molekularnym m.in. poziom ekspresji genow dla kluczowych biatek cyklu
komoérkowego oraz gendéw zwigzanych z monitorowaniem poziomu glukozy w $rodowisku
i odpowiedzig na zmiany tego sktadnika. Material do badan stanowig komorki, u ktorych zmiany
wielko$ci indukowane s3a réznymi czynnikami m.in. zatrzymaniem komorek w fazie Gl cyklu,
wzrostem liczby kopii genomu (poliploidyzacja), delecja wybranych gendéw, dla ktorych jedna
z fenotypowych cech jest zmiana wielko$ci komorki, zmiang sktadu podtoza hodowlanego. Do tej
pory rezultaty prowadzonych w tym zakresie badan zostaly opublikowane w formie trzech prac,

natomiast w przygotowaniu sa dwie kolejne prace.

1. Maslanka R., Zadrag-Tecza R., (2015) Duplikacja materialu genetycznego — mechanizm rozwoju
nowej funkcjonalnosci gendw. Postepy Biochemii 61(4):388-397. (liczba punktow MNiSW,g;5 — 5)

2. Maslanka R., Zadrag-Tecza R. (2015) Monografia Naukowa: ,,Wyzwania Naukowcow We
Wspoétczesnym Swiecie”, ISBN 978-83-943111-0-0. Rozdziat pt. ,,Morfologiczne zmiany struktur
wewnatrzkomorkowych, jako efekt delecji genéw kodujacych biatka rybosomalne w komorkach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae” s. 42-50. (liczba punktow MNiSW,q;5 — 4)

3. Zadrag R., Wojnar L., Bartosz G., Bilinski T. (2006) Does yeast shmooing mean a commitment to
apoptosis? Cell Biology International. 30(3):205-209. (IFzp0s — 1,363; liczba punktow MNiSWq0 —
10)
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6. PODSUMOWANIE AKTYWNOSCI NAUKOWEJ

Catkowita liczba publikacji naukowych —26
Prace opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports — 24

Przed uzyskaniem stopnia doktora — 4
Po uzyskaniu stopnia doktora — 20
Prace opublikowane w czasopismach spoza bazy Journal Citation Reports —2
Przed uzyskaniem stopnia doktora — 0
Po uzyskaniu stopnia doktora — 2
Rozdzialy w monografiach — 1

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania czasopism impact factor IF, w ktérych ukazaty sig
wszystkie publikacje habilitanta, zgodnie z rokiem opublikowania (dla prac opublikowanych
w roku 2016 wykorzystano ostatnig dostepna w bazach wartos¢ IF2o15) — 57,611

Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora — 10,294

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora — 47,317

Sumaryczna liczba punktow MNiSW — 546
Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora — 66

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora — 480
Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science: 170; bez autocytowan: 111

Indeks Hirscha wg bazy Web of Science: 8

Rzeszow, 14.12.2016 1. Dr Renata Zadrqg—T cza
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