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DROZDZE SACCHAROMYCES CEREVISIAE — WIELOASPEKTOWY MODEL PROCESOW
STARZENIA

Wiek XX przyniost ogromny postep w na-
ukach biomedycznych, co otworzyto nowe mo-
zliwosci badaczom starajacym sie rozwikiaé
wiele frapujacych, a ciagle nie rozstrzygnietych
zagadek biologii. Jednym z takich probleméw
jest nieuniknione starzenie sie.

Teorie wyjasniajgce procesy starzenia moz-
na podzieli¢ na dwie grupy, zaleznie od podej-
Scia ich autorow do zmian w komorkach wywo-
tanych przez uptywajacy czas. Czes¢ badaczy
widzi w starzeniu sie proces niecelowy (stocha-
styczny), wynikajacy z niedoskonatosci organi-
zmow zywych. Najwiekszag role odgrywa tutaj
wolnorodnikowa teoria starzenia sformutowana
przez Denhama Harmana (1956, 1992), przy
czym obok niej powstato szereg innych konce-
pcji, dos¢ czesto wzajemnie sie uzupetniaja-
cych. Temat ten zostat wyczerpujagco oméwiony
W pracy Zadzinskiego (1996). Drugie ujecie —
podkres$lajace programowy charakter starze-
nia, zdaje sie odgrywac¢ coraz mniejsza role.
Szczegélnie ostra krytyka dotyczy obecnie telo-
merowej teorii starzenia, traktujacej telomery
jako biologiczne zegary odliczajgce liczbe dopu-
szczalnych podziatéw komorki.

Coraz czesciej w badaniach nad procesami
starzenia znajdujg zastosowanie nizsze euka-
rionty jako organizmy modelowe. Mimo ze sa
one ewolucyjnie dos¢ odlegtymi od ssakow obie-
ktami doswiadczen, moga jednak pozwoli¢ na
lepsze zrozumienie molekularnych podstaw
starzenia. Organizmy takie, przez wielu geron-
tologbéw uwazane za zgota egzotyczne, pozwalajg
takze naidentyfikacje genow zwigzanych z tymi
procesami, miedzy innymi dzieki znajomosci
catej sekwencji genomu.

Szczegllne zainteresowanie badaczy budzi
mozliwos¢ sprawdzenia kilku aspektédw proce-

séw starzenia. Gtdwny obszar zainteresowan to
ocena znaczenia programu rozwoju organizmu
i modyfikujacego wptywu Srodowiska. Drugim
bardzo waznym celem badan jest analiza wpty-
wu metabolizmu na procesy starzenia, w tym
przede wszystkim sprawdzenie skutkéw blokéw
metabolicznych na poziomie komérkowym. Or-
ganizmy takie, jak na przyktad drozdze umozli-
wiajg stosunkowo tatwa ingerencje w przemia-
ny wewnatrzkomoérkowe. Doktadne poznanie
skutkow wptywu zmodyfikowanego metabo-
lizmu na przebieg proceséw starzenia moze nie-
watpliwie znalez¢ zastosowanie w medycynie.
Pozostaje jeszcze mozliwosé analizy zmiennosci
powstatych w toku ewolucji mechanizméw
przeciwdziatajagcych starzeniu oraz jego skut-
kom. Zatozenie, ze poszczeg6lne elementy pro-
cesu starzenia u ssakow, a w szczegOlnosci
cztowieka, moga by¢ badane z wykorzystaniem
nizszych eukariontéw wydaje sie by¢ w petni
uzasadnione.

Modelowymi organizmami w badaniach
gerontologicznych sg przedstawiciele z r6znych
gatezi systematycznych: owady Drosophila me-
lanogaster, nicienie Caenorhabditis elegans,
strzepkowce z rodzajéw Podosporai Neurospora
oraz drozdze Saccharomyces cerevisiae (tab. 1)
czesto i wszechstronnie wykorzystywane w la-
boratoriach. Rzadziej w literaturze mozna spot-
ka¢ prace dotyczace pierwotniakéw, wrotkow
czy zachw.

Drozdze S. cerevisiae stanowiag bardzo wy-
godny model w badaniach procesow starzenia z
dwoéch wzgledéw. Pozwalaja na analize na po-
ziomie komdrkowym przebiegu zmian wyni-
ktych z uptywu czasu i poszukiwanie gendéw
zwiazanych z tymi procesami. Drugg mozliwos¢
stanowi analiza zmian powstatych w wielomie-
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siecznych hodowlach jako model starzenia sie
kultur postmitotycznych.

Niewatpliwg zaletg drozdzy jest mozliwosé
Scistego okreslenia cech fenotypowych oraz
dzieki poznaniu petnej sekwencji DNA genomu
— ustalenie podtoza genetycznego tych zmian.
Stosowane jest takze planowe wprowadzanie
nowych genéw dla sprawdzenia ich wpltywu na
przebieg starzenia.

Tabela i. Organizmy modelowe w badaniach wsréd
nizszych eukariontéw

Gatunek Stanowisko
systematyczne
Podospora curvicola workowce
Podospora anserina workowce
Neurospora crassa workowce
Neurospora intermedia workowce
Saccharomyces cerevisiae workowce
Didymium iridis Sluzéwcee
Physarium polycephaleum Sluzéwce
Caenorhabditis elegans nicienie
Drosophila melanogaster owady

S. cerevisiae nalezg do organizmoéw jedno-
komérkowych, rozmnazajacych sie gtéwnie
przez paczkowanie oraz drogg ptciowg, jednak
paczkowanie umozliwia $ledzenie zmian zacho-
dzacych w procesie starzenia. W hodowli droz-
dzy wyrézni¢ mozna kilka grup osobnikéw pod
wzgledem wieku i liczby podziatdbw. Komoérke
mioda, ktérajeszcze nie przeszta petnego cyklu

zyciowego i nie dzielita sie, przyjeto sie okresla¢
~dziewicg” (ang. virgin cell). Po przejsciu pier-
wszego podziatlu komoérke taka nazywa sie
~-matka”, a komodrke potomnag ,cérkg”. Z kolei
teraz ona daje poczatek nowej linii komorkowej
(rys. 1). Po pierwszym podziale czesto do nazw
.matka” i ,corka” dodaje sie, dla uscislenia,
okreslenie — pierwszego rzedu. Po nastepnym
podziale mamy juz do czynienia z ,matka” i
»,COrka” drugiego rzedu, a po n-tym podziale z
n-tym rzedem. Jest to wazne okreslenie, gdyz z
kazdym podziatem zwieksza sie czas zycia ko-
lejnego pokolenia, zaréwno czas niezbedny do
przygotowania sie komorki do mejozy, jak i czas
samego podziatu. Nie sg to oczywiscie jedyne
zmiany powstate w wyniku starzenia.

Komorki, takze drozdzy, nie moga dzieli¢ sie
w nieskonczonos$é. Prace Hayflika z uzyciem
fibroblastéw ludzkich pozwolity na sformutowa-
nie tezy, ze komoérka posiada okreslong, dopu-
szczalnag liczbe podziatéw (H ayflick iMoorhead
1961, Hayflick 1965). Maksymalna liczbe cykli
nazwano — od nazwiska odkrywcy — limitem
Hayflika i dla wiekszosci badanych komoérek
ludzkich wynosi on 40-50 podziatéw. Prace na
drozdzach przynosza wiele ciekawych obserwa-
cji dotyczacych wpltywu sSrodowiska na liczbe
podziatéw i dtugos¢ zycia. Doskonalym tego
przyktadem sa prace zespotu kierowanego przez
Tomasza Bilinskiego (Bilinski 1997). Zastoso-
wali oni szereg szczepow defektywnych pod
wzgledem obrony przeciwko reaktywnym for-
mom tlenu (RFT). Komdrki drozdzy nie posiada-
jace katalazy, dysmutazy lub o obnizonym po-

Rys. 1. Generacja kolejnych poko-
len u drozdzy S. cerevisiae.

1 — Komoérka dziewicza. 2 — Matka
1-go rzedu. 3, 5, 7 — Oddzielenie matki
i corki. 4 — Matka 2-ego rzedu. 6 —
Matka n-tego rzedu. 8 — Komadrka nie
dzielgca sie. 9 — Smieré komorki.
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ziomie glutationu sg znacznie bardziej narazo-
ne na uszkodzenia powstate w wyniku stresu
oksydacyjnego. W mysl teorii wolnorodniko-
wych to wiasnie rodniki, gromadzac sie w ko-
moérkach, powodujg w nich zmiany okreslane
jako starzenie sie. Okazato sie, ze szczepy gorzej
~Zabezpieczone” maja mniejszg liczbe pokolen
zaréwno S$rednig, jak i maksymalng oraz wiecej
czasu uptywa miedzy podziatami. Poniewaz
drozdze sgwzglednymi tlenowcami, pozwolito to
na oryginalne rozszerzenie badan. Grupa ta
poréwnata kontrolowane parametry hodowli: w
czystym tlenie oraz w czystym azocie wzgledem
hodowli w powietrzu. Wnioski ptynace z uzy-
skanych wynikéw silnie przemawiajg za nieko-
rzystng rolg nadmiaru tlenu. Okazalo sie bo-
wiem, ze w atmosferze czystego O2 w szczepie
dzikim dochodzi do zmniejszenia sie liczby po-
dziatéw, natomiast badane szczepy defektywne
nie byty w stanie w ogole rosng¢ w tych warun-
kach. Natomiast w hodowlach w atmosferze
czystego azotu nie obserwowano znacznego
przyrostu liczby podziatow w szczepie dzikim,
ale szczepy z niepetng obrong przed reaktywny-
mi formami tlenu (RFT) osiagaty liczbe pokolen
bardzo zblizona do komérek kontrolnych. Prace
pokazujace wydtuzenie zycia komoérek znajdu-
jacych sie w srodowisku wolnym od tlenu ijego
reaktywnych form nie bytyby mozliwe do zreali-
zowaniaw hodowlach komoérek wyzszych euka-
riontéw.

Obserwacje pojedynczych komérek S. cere-
uisiae doprowadzity do opisu zmian jakim pod-
legajg one w procesie starzenia (tab. 2). Docho-
dzi do modyfikacji cech morfologicznych. Wraz
z wiekiem nastepuje wzrost rozmiaréw komor-
ki, a ksztatt z kulistego przechodzi w nieregu-
larny, do$¢ czesto walcowaty (Egilm ez i wspot-
aut. 1990). W Scianie komoérkowej starych
osobnikéw wystepuje zwiekszona liczba chity-

Tabela 2. Zmiany w morfologii i fizjologii zwigzane z
wiekiem drozdzy S. cerevisiae.

Cecha podlegajaca modyfikacji Zmiana
Wielko$¢ komorki wzrasta

nabiera
nieregularnosci

Ksztatt

Pojawienie sie granularnosci

Utrata turgoru

Liczba blizn popodziatowych wzrasta
Chitynizacja wzrasta
Wielkos¢ wakuoli wzrasta
Dtugos$¢ cyklu podziatowego wzrasta
Synteza biatek obniza sie
Poziom rRNA obniza sie

Diugosc¢ telomeru niezmieniona

ny, czesciowo spowodowana zwielokrotnieniem
liczby blizn popodziatowych. Blizny te powstaja
w miejscu odpaczkowania komorki potomnej,
jednakze S$lad jest obserwowany jedynie na
Scianie komorki matki. ,,Cérka” pozostaje ,,czy-
sta”, co umozliwia odréznienie w hodowli dzie-
wic, a dzieki zliczeniu blizn mozna precyzyjnie
okresli¢ wiek komorki mierzony liczbg podzia-
téw, jakie przeszta. Poniewaz uktad blizn moze
stanowi¢ wskazowke okreslajgcajakos¢ warun-
kéw Srodowiskowych (zmieniony w przypadku
warunkow niekorzystnych; cid i wspotaut.
1995), podejrzewano, iz znaczaca role w proce-
sach starzenia odgrywajg Slady pozostajace po
podziale. Blizny miaty ograniczac liczbe dopu-
szczalnych cykli komoérkowych. Czes¢ badaczy
podejrzewala, ze mogq one stanowic¢ zawade w
tworzeniu sie nowych paczkéw. Inni upatrywali
w bliznach rodzaj zegara komaérkowego. Zadna
z tych sugestii nie znalaztajednak doswiadczal-
nego potwierdzenia. Wykazano miedzy innymi,
ze niekorzystne dziatanie metanolu na drozdze
powoduje znaczne skrécenie czasu zycia komo-
rek bez wptywu nablizny popodziatowe (M u ller
i wspotaut. 1980). Egilmez i Jazwinski dopro-
wadzili do dechitynizacji $ciany komdrkowej,
czym uszkodzili juz istniejgce blizny. Nie miato
to wptywu na liczbe podziatéw. W innym przy-
padku nadekspresja genéw wydtuzajgcych czas
zycia s. cerevisiae nie miata wptywu na tworze-
nie sie blizn (chen i wspotaut. 1990, sun i
wspoétaut. 1994).

Inne charakterystyczne cechy starzejgcych
sie komérek drozdzy to postepujgca utrata tur-
goru (M uller 1971) oraz wzrost objetosci wa-
kuoli (Egilm ez i wsp6taut. 1990). Obniza sie tez
ich zdolno$¢ do rozmnazania ptciowego, pomi-
mo nie zmienionej wrazliwosci na feromony
(Muller 1985). Motizuki i Tsutugi (1992) wy-
kazali obnizenie syntezy biatek oraz zmniejsze-
nie ilosci rRNA w komorece.

Wyniki doswiadczern na drozdzach dostar-
czyly pierwszych powaznych zarzutéw przeciw-
ko teorii telomerowej. Wprawdzie zaobserwowa-
no skracanie sie ditugosci telomeréw wraz z
podziatami fibroblastéw, jednakze p'mello i
Jazwinski (1991) wykazali na brak zmian diu-
gosci tych odcinkéw konczacych chromosomy
w starych komorkach s. cerevisiae. Brak ocze-
kiwanej roli telomeréw stwierdzono ostatnio
takze u szczepu myszy, ktére pomimo braku
aktywnosci telomerazy, odtwarzajacej czesé
traconego fragmentu podczas kazdego podziatu
komorki, funkcjonowaly normalnie (Blasco |
wspoétaut. 1997). Jeszcze inna ciekawa obser-
wacja jest brak akumulacji mutacji mitochon-
drialnych podczas zycia komorki drozdzowej
(Muller 1971), mimo iz gromadzenie takich
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uszkodzen zdaje sie by¢ zasadnicza cecha ko-
morek diugo zyjacych.

Uwaga i wysitek wielu gerontologéw skupia
sie na powigzaniu procesOw starzenia z odpo-
wiednimi genami organizmu. Przykladem mogg
by¢ opisane zespoty chorobowe przedwczesnego
starzenia, takie jak zespot Wernera czy zespét
Hutchinsona-Gilforda (Obrien | Weiss 1995,
Goto 1997). W prébach rozwigzania tych za-
gadnien drozdze stanowig takze materiat po-
mocny badaczom. Przykiadem tego moze byé
praca (Foury 1997), w ktdrej wykorzystujgc
znajomos$¢ sekwencji genomu S. cerevisiae po-
rownywano ludzkie geny o nieznanej funkcji z
ich drozdzowymi homologami. Na podstawie
znanej roli konkretnego genu u drozdzy usituje
sie okresli¢ spetniane zadanie przezjego odpo-
wiedniki u ludzi.

Réwnoczesnie sa prowadzone prace nad
identyfikacja genéw odgrywajacych role w sta-
rzeniu sie komarek S. cerevisiae (tab. 3). Pier-

Tabela 3. Zidentyfikowane geny zwigzane z dtugoscia
zycia S. cerevisiae

Gen Typ mutacji Efekt na dtugos¢
zycia

lagi utrata funkcji wzrost 0 47%

rasl utrata funkcji wzrost 0 25%

ras2 utrata funkcji obnizenie 0 23%

sir4/uth2 modyfikacja funkcji wzrost o 50%

sir4/uth2 utrata funkcji obnizenie o 15%

wszym zidentyfikowanym i sklonowanym ge-
nem z tej grupy, limitujgcym Srednig i maksy-
malng dtugos¢ zycia, byt lagi (ang. longevity
assurance gene) (D'Merio | wspétaut. 1994).
Jego delecja powoduje wzrost dtugosci zycia
srednio 0 47%. Ustalono, ze zasadniczg role w
biatku Lagi odgrywajego C-koricowy fragment,
(Jazwinski 1996a). Jednakze biochemiczna fun-
kcja tego biatka nie zostata dotychczas pozna-
na. Najbardziej prawdopodobny wydaje sie jego
udziat w przekazywaniu sygnatow do komorki,
za czym przemawia miedzy innymi wystepowa-
nie w srodkowej czesci tancucha kilku poten-
cjalnych domen transbtonowych (Jazwinski
1996b). Warto jednak zauwazy¢, ze w sekwencji
tego biatka nie znaleziono fragmentéw homolo-
gicznych do zadnego znanego biatka transbto-
NoOwego (Kennedy i Guarente 1996) Ostatnio
zidentyfikowano homolog lagi, nazwany lad.
Oba geny majg podobna funkcje, ale co ciekawe
rownoczesne uszkodzenie obu gendw jest dla
komorek letalne (Jazwinski 1996a). Jeszcze in-
nym genem, majacym wplyw na czas zycia S.
cerevisiae, jest phbl. Jego zwiekszona trans-
krypcja jest charakterystyczna dla komoérek

miodych. Niestety takze w przypadku tego genu
biochemiczna rola jego produktu biatkowego
pozostaje nie wyjasniona (Jazwinski 1996a).

Znacznie wiecej wiadomo o parze drozdzo-
wych homologéw ssaczych onkogenéw z rodzi-
ny ras — genach rasl i ras2 (Defeo-Jones |
wspotaut. 1983). Wskazowka, ze procesy sta-
rzenia mogg by¢ zalezne od tej niezwykle kon-
serwatywnej grupy biatek pojawita sie przy oka-
zji badan nad ekspresjg ludzkiego onkogenu
v-Ha-ras w drozdzach (Chen i wspoétaut. 1990).
Doktadna charakterystyka ich wptywu na ko-
morki S. cerevisiae zostata wykonana przez gru-
pe kierowana przez Jazwinskiego (Sun i wspot-
aut. 1994). Oba geny ras sg zwigzane z przeka-
zywaniem sygnatu w komadrce. Obecnos¢ przy-
najmniej jednego z nich jest niezbedna do nor-
malnego wzrostu w wypadku, gdy pozywka jest
bogata w substancje pokarmowe. Natomiast
jesli zawiera ona jedynie niefermentowalne
zrédto wegla oba geny sa niezbedne dla normal-
nego funkcjonowania komoérki. Delecja obu ge-
néwjest letalna. Rasl i ras2 podlegaja znacznie
wydajniejszej transkrypcji w mitodych komor-
kach, jednakze komorki stare cechuje wyzszy
poziom transkrypcji rasl niz ras2. Najwazniej-
sze jest to, ze ich wptyw na diugosé zycia jest
przeciwstawny. Nadekspresja rasl pozostaje
bez zauwazalnych efektéw, podczas gdy jego
delecja powoduje wzrost dtugosci zycia srednio
0 30%. Z drugiej strony, nadekspresja ras2
pozwala komérkom funkcjonowaé o 40% dtuzej
(Sun i wspoétaut. 1994).

Rola ras2 w wydtuzeniu zycia jest upatry-
wana w interakcji biatka kodowanego przez ten
gen z cyklazg adenylowa, jakkolwiek mutant z
konstytutywnie wysokim poziomem cAMP nie
wykazywatl zmian w ditugosci zycia. Powodem
tego moze by¢ niezwykte wysoka plejotropowos¢
dziatania ras2 (Jazwinski 1996b). Biatko Ras2
uczestniczy w procesie przekazywania sygnatu
podczas indukcji r6znego rodzaju streséw: po-
karmowego (gtodzenie), cieplnego, zwiazanego
ze zbyt duzym zageszczeniem komorek (Broach
1Deschenes 1990), czy wywotanego dziataniem
promieniowania UV. Pojawiajg sie takze obser-
wacje wskazujgce najego zaangazowanie w od-
powiedzi na stres oksydacyjny, a wykazana za-
leznos¢ opornosci na UV od poziomu biatka
Ras2 (Kate i Jazwinski 1996) niejest zalezna od
uszkodzert DNA (Engelberg i wspotaut. 1994).
Jako cel dziatania ras2 jest proponowany takze
gen gcn4, ktoryjest regulatorem genéw biosyn-
tezy aminokwasow (Jazwinski 1996a). Mimo ze
fizjologiczna rola gendw rasl i ras2 nie jest w
petni jasna, to doswiadczenia wykonane na
drozdzach spowodowaty wzrost zainteresowa-
nia rolg ich ludzkich homologbéw, coraz czesciej
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tym onkogenom jest przypisywany znaczacy
udziatlw procesach starzenia (Osiewacz 1997).

Znanajestjeszcze jedna grupa genéw Scisle
zwigzanych z procesami starzenia w komér-
kach S. cerevisiae. W jej skitad wchodzg geny
sir2, sir3, sir4 oraz mutacje tego ostatniego
(Kennedy i Guarente 1996). Sir2, sir3, sir4 ko-
dujg biatka niezbedne do transkrypcji dwoéch
uspionych regionéw chromosomu. Pierwszy to
miejsce kodujgce typ piciowy drozdzy (HML i
HMR), natomiast drugi region stanowi proksy-
malng czes¢ telomeru. Potwierdzono tozsamosc¢
genow sirdi uth2, co wyjasnito pewne zamiesza-
nie pojawiajgce sie w literaturze. Wplyw na
ditugosé zycia wykazuje mutacja genu sird/
uth2, okreslana jako sir4-42. Powoduje ona
powstanie opornosci na gltodzenie, sterylnosc
komoérek oraz wydtuzenia czasu ich zycia.
Wzrost diugosci zycia komoérek powodowany
przez te mutacje wymaga jednak obecnosci nie
uszkodzonych sir2 i sir3 (Kennedy i wspotaut.
1995). Mutacja sir4-42 prowadzi do wydtuzenia
zycia o okoto 50%, natomiast inne mutacje genu
sir4, powodujace znaczne uszkodzenie i catko-
witg utrate funkcji wywotujg efekt zmniejszenia
Czasu 2ycia 0 blisko 20% (Kennedy | Guarente
1996). Obecnie badacze staraja sie powigzac
grupe sir z charakterystyczng dla starych ko-
morek utratg zdolnosci do piciowego rozmnaza-
nia sie.

Odrebnym problemem pozostaje izolowanie
starych komorek drozdzy. Uzycie fluorescen-
cyjnego barwnika Calcofluor White M2R pozwa-
la na dos¢ tatwe odrdoznienie komérek o zrézni-
cowanej liczbie podziatéw. Barwienie to uwida-
cznia ilos¢ blizn popodziatowych, znajdujacych
sie na Scianie komorkowej, co pozwala na okre-
Slenie wieku komérki. Hodowle drozdzy w fazie
logarytmicznej charakteryzuje niestety dos¢ ni-
ska zawarto$¢ komoérek po kilkunastu podzia-
tach. Srednio taka hodowla zawiera okoto 50%
~dziewic”, 25% komorek po pierwszym podziale
(,matek pierwszego rzedu”), 12,5% matek 2-ego
rzedu, 6,25% matek 3-ego rzedu itd. W efekcie
komoérek po 15 podziatach jest zaledwie 1,526
x 1CT4, a po 25 podziatach — 1,49 x 10
Wysitki wielu laboratoriow sg skierowane na
opracowanie jak najwydajniejszych metod wy-
tawiania komérek w ,zaawansowanym wieku”.
W wiekszosci przypadkdw osiggane wydajnosci
pozwalajg na przeprowadzanie analiz genetycz-
nych. Nie sg one jednak dostatecznie wydajne
dla badan na poziomie fizjologicznym. Podsta-
wa wiekszosci metod jest wrzrost wielkosci ko-
morki podczas starzenia. W 1990 roku wprowa-
dzono metode opartg na rozdziale w gradiencie
gestosci sacharozy (Egitmez i wspétaut. 1990).
Komorki drozdzy byly synchronizowane przy

uzyciu ptciowego czynnika a, zawieszane i po-
zostawione do wzrostu na 6-8 godzin. Naste-
pnie poddawano je sonifikacji, dla oddzielenia
Swiezych paczkoéow i odwirowywano. Pozwalato
to oddzieli¢ matki 2-ego rzedu, a procedura
powtarzana do 6-razy umozliwiata wydzielenie
komérek majacych za soba do 20 podziatow.
Niestety metoda ta oprdocz matej wydajnosci
daje stabo powtarzalne wyniki, gdyz przyrost
wielkosci komorek nie jest liniowy, a izolowane
frakcje praktycznie zawsze sa zanieczyszczone
zhaczna liczba ,,dziewdc”.

Bardziej zaawansowang technicznie propo-
zycja byta metoda opracowana przez W oidirg-
HAi wspoétpracownikéw (1995). Zastosowali oni
wielogodzinne wirowanie w specjalnym rotorze
elutriacyjnym. Komorki podlegaja réwnoczes-
nie dziataniu dwoéch sit: odsrodkowej bedacej
efektem ruchu wirowego i dosrodkowej wynika-
jacej z ruchu pompowanej pozywki przez komo-
re rotora, w ktdrej znajdowaty sie komorki.
Odpowiednie dobranie szybkosci przeptywaja-
cej cieczy i liczby obrotéw powodowato, ze w
komorze utrzymywaty sie tylko komérki — mat-
ki. Paczek, jako komérka o mniejszych rozmia-
rach, zostawat uniesiony wraz ze strumieniem
pozywki. Przy uzyciu rotora elutriacyjnego uda-
je sie uzyskac¢ frakcje komérek majacych za
soba do okoto 15 podziatow.

Do obserwacji przebiegu procesow starzenia
i wptywu warunkéw Srodowiska na diugosé
zycia zespot Bilinskiego zastosowat odmienng
technike (Bitinski 1997, Wawryn i wspotaut.
1997). Komorki byly umieszczane na podtozu
statym w obszarze obserwowanym przez mikro-
skop. Nastepnie oddzielano paczki i umieszcza-
no w oznaczonych miejscach: stanowity obiekt
doswiadczenia. Wraz z kolejnymi podziatami
oddzielano ,corki” od ,matek” przy uzyciu
mikromanipulatora, ,matki” pozostawiano do
dalszej obserwacji. W ten spos6éb mozna do-
ktadnie oznaczy¢ liczbe podziatbw oraz czas
uptywajacy miedzy podziatami. Wymaga tojed-
nak, niejednokrotnie kilkudobowej, ciagtej ob-
serwagcji.

Ciekawa metoda izolacji starych drozdzy zo-
stata opracowana w Massachusetts Institute of
Technology (Kennedy iwspoOtaut. 1995). Autorzy
uzyli do tego celu uktadu wczesniej stosowane-
go do izolacji erytrocytow z krwiobiegu podczas
badan nad starzeniem sie krwinek (Hoffmann-
Frezer i wspotaut. 1993, Christian i wspotaut.
1993). Hodowla w fazie logarytmicznej byta in-
kubowana z pochodna biotyny (NHSLC, bioti-
na), ktérg wdgze sie kowalencyjnie ze Sciang
komorkows (rys. 2). Znakowane komaorki pozo-
stawiano do wzrostu na czas potrzebny dla
zajscia 12-15 podziatéw. Po odpowiednim cza-
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biotyna wbudowana

10-18 cykli
komérkowych
przytaczenie kulek
feromagnetycznych
optaszczonych awidyna
do biotyny

odseparowanie komorek
starych

sie do brzeczki dodawane byty kulki feromag-
netyczne optaszczone streptawidyng. Poniewaz
podczas podziatu sciana komérkowa nie ulega
rozdzieleniu, wbudowana pochodna biotyny
pozostaje zwigzana z komérkami-matkami. Ko-
morki z biotynylowana $ciana przytaczaty sie do
streptawidyny na powierzchni paramagnetycz-
nych kulek, ktére nastepnie odseparowywano
od hodowli przy uzyciu magnesu. Uzyskana w
tej metodzie homogenno$é komoérek jest nie-
zwykle wysoka, jednak i tutaj pojawiajg sie
zastrzezenia. W ten sposob otrzymane komorki
doskonale nadajg sie do badan genetycznych
(co zresztg autorzy uczynili), jednak wprowa-
dzona modyfikacja budowy ich $ciany moze nie
pozostawac bez wpltywu na zachodzace w niej
procesy biochemiczne. Istnieje takze mozli-
wos$¢ rownoczesnej izolacji z komoérkami stary-
mi komdrek wolniej rosnacych, obecnych pod-
czas inkubacji z biotyng. W rezultacie komorki
nie osiggnetyby wiecej niz 10 podziatow.
Interesujacym modelem w badaniach
gerontologicznych sg starzejace sie populacje
drozdzy. Dlugotrwate przetrzymywanie komo-
rek w warunkach dogodnych do normalnego
wzrostu powoduje zmiany podobne do zacho-
dzacych w tkankach postmitotycznych, obser-
wowane takze na inny modelach komérkowych
(Pusztahelyi | wspOtaut. 1997a, b). Duze zage-
szczenie komorek powoduje zahamowanie ich
wzrostu, i w rezultacie hodowle takie moga
stanowi¢ uktad modelowy dla badan procesow
starzenia sie komorek nie ulegajacych podzia-

Rys. 2. lzolacja starych komoérek z ho-
dowli drozdzy S. cerevisiae (Kennedy i
wspotprac. 1995).

tom. Wyniki badan dowodza, ze wystepuje w
tych warunkach obnizenie aktywnosci systemu
ochronnego przed niekorzystnym dziataniem
reaktywnych form tlenu (Jakubowski i Wspot-
aut. 1997). Dochodzi takze do gromadzenia sie
uszkodzen powstatych w wyniku reakcji wolno-
rodnikowych — nastepuje zwiekszenie ilosci
grup karbonylowych w biatkach komorki, co
uznawane jest za czesciowy wyznacznik proce-
séw starzenia.

O ile charakterystyka procesoéw starzenia
drozdzy jest obecnie dos¢ daleko zaawansowa-
na, to wcigz brakuje dobrego opracowania bio-
chemicznego zmian zachodzacych w starzeja-
cych sie komérkach. Wynika to przede wszy-
stkim z niedostepnosci materiatu.

Starzenie moze by¢ takze, obok prac ekspe-
rymentalnych, rozpatrywane teoretycznie. H. R.
Hirsch korzystajac z wcze$niej przez siebie
skonstruowanych modeli matematycznych dla
hodowli fibroblastéw przeprowadzit analize pro-
cesbw starzenia sie drozdzy (Hirsch 1993).
Sformutowane wnioski sg zasadniczo zgodne z
obserwacjami doswiadczalnymi. Hirsch postu-
luje istnienie czynnika starzenia (ang. sene-
scence factor), ktéry powinien gromadzi¢ sie w
komérkach wraz z uptywem czasu. Najczesciej
czynnik ten jest identyfikowany z lipofuscyna,
niestety u drozdzy S. cerevisiae nie udato sie
dotychczas wykazac¢ gromadzeniaw komaérkach
substancji o podobnym charakterze (Jakubo-
wski, dane niepublikowane).
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Reasumujac, drozdze mimo dos¢ duzego od-
dalenia ewolucyjnego od cziowieka stanowig
doskonaty, acz nie doceniany model w bada-
niach gerontologicznych. Zdecydowanie tatwiej
pokazac podwdjna role tlenu ijego niekorzystne
dziatanie na komoarki (Bilinski 1997). Mozliwe
jest takze badanie wptywu warunkéw pokarmo-
wych na przebieg proceséw starzenia, w tym tak
popularnego obecnie ograniczenia kaloryczne-
go. Wydaje sig, ze geny ras majg znaczacy udziat
w regulacji zarowno metabolizmu glukozy, jak

i omawianej dtugosci zycia komoérek (Jazwinski
1996¢). Niewatpliwg zaletg drozdzy sg bogate
mozliwosci wykorzystania mutantéw oraz
wczesniej oméwione wykorzystanie ich wiasci-
wosci wzglednych tlenowcéw.

Prace poswiecone badaniu przebiegu proce-
séw starzenia drozdzy znajdujg takze odzwier-
ciedlenie w naukach medycznych, ale przede
wszystkim pozwalajg na przyblizenie czasu roz-
wigzania zagadki przyczyn i mechanizméw nie-
uniknionego starzenia sie organizmow.

THE YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE — A MANY-SIDED MODEL OF AGING.

Summary

Individual cells of the yeasts Saccharomyces cerevisiae
are capable of a limited number of divisions and in this
sense are subject to aging. Thus, S. cerevisiae constitutes
a unique model for studies of the aging process which
makes possible experimentation not easily available in
higher eukaryotes. A number of genes have been identified
in S. cerevisiae which are associated with lifespan prolon-
gation (i.e. an increase in the number of cell divisions). On

the other hand, cultures of yeast can be employed as a
model of aging of postmitotic tissues. Another problem in
the research onyeast agingis the isolation of senescent cells
(cells which underwent many divisions) in amounts suffi-
cient for biochemical studies. Emerging procedures should
help in establishing yeasts as a useful model system for
studies of cellular aging at the molecular level.
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