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Udziat wiasny. autorstwo koncepcji pracy, okreslenie celu badan, wybor i pozyskanie szczepow
drozdzy, analiza potencjatu reprodukcyjnego, analiza kinetyki wzrostu objetosci komorek
podczas kolejnych podwojen, przygotowanie materiatu do analiz SEM, TEM i AFM, okreslenie
grubosci Sciany komorkowej analizowanych szczepow, analiza fenotypowa szczepow,
statystyczne opracowanie i interpretacja wynikow, przygotowanie wersji roboczej manuskryptu
oraz koncowej pracy, korespondencja z wydawnictwem (recenzentami i redakcjg).

H3 Molon M, Panek A, Molestak E, Skoneczny M, Tchorzewski M, Wnuk M. Daughters of
the budding yeast from old mothers have shorter replicative lifespans but not total lifespans.



Are DNA damage and rDNA instability the factors that determine longevity? Cell Cycle.
2018;17(10):1173-1187. (autor korespondujgcy)

IF2018: 3.259, IF2021: 5.173

punktacja MNiSW2o1s: 30, punktacja MEiN2022: 100

Udziat wlasny: autorstwo koncepcji pracy, okreslenie celu badan, wybor i pozyskanie szczepow
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za pomocq DAPI i analiza mikroskopowa komorek, analiza potencjatu reprodukcyjnego,
analiza diugosci Zycia reprodukcyjnego i po reprodukcyjnego, okreslenie catkowitej diugosci
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1F2019: 4.366, [F2021: 7.666

punktacja MNiSWao19: 140, punktacja MEiN2¢21: 140

Udziat wlasny: wspotautorstwo koncepcji pracy, analiza potencjatu reprodukcyjnego, analiza
dtugosci Zycia reprodukcyjnego i po reprodukcyjnego, okreslenie catkowitej diugosci Zycia
komorek na podtozu zawierajqcym glukoze i galaktoze, wspotudziat w analizie kinetyki wzrostu
na podtozu pltynnym i podlozy statym, analiza zdolnosci komodrek szczepu GAL::ulL6A
do pgczkowania i przezycia (znakowanie jodkiem propidyny) na podtozu zawierajgcym glukoze
i galaktoze, wspotudzial w statystycznym opracowaniu i interpretacji wynikow, wspotudzial
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[F2021: 2.742
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wynikow, przygotowanie wersji roboczej manuskryptu oraz koncowej pracy, korespondencja
z wydawnictwem (recenzentami i redakcjg).



H6 Moton M, Molestak E, Kula-Maximenko M, Grela P, Tchérzewski M. Ribosomal Protein
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2020;9(7):1745. (autor korespondujgcy)

1F2020: 6.600, IF2021: 7.666

punktacja MNiSWa020: 140, punktacja MEiN2021: 140

Udziatl wtasny: wspotautorstwo koncepcji pracy, okreslenie celu badan, analiza potencjatu
reprodukcyjnego, analiza diugosci zZycia reprodukcyjnego i po reprodukcyjnego, okreslenie
catkowitej diugosci zycia komorek, analiza czasu podwojenia na poziomie pojedynczych
komorek, analiza kinetyki wzrostu na podtozu plynnym i podtozy statym, analiza fenotypowa,
analiza kinetyki wzrostu objetosci komorek podczas kolejnych podwojen, analiza
mikroskopowa zmian w morfologii wakuoli, izolacjia RNA, udzial w analizie wynikow
uzyskanych z sekwencjonowania RNA-Seq, przygotowanie komorek do analizy spektroskopii
Ramana, finansowanie badan ze srodkow zewnetrznych, wspotudzial w statystycznym
opracowaniu i interpretacji wynikow, wspotudzial w przygotowaniu wersji roboczej
manuskryptu oraz koncowej pracy, wspotautor korespondujgcy.

H7 Szajwaj M, Wawiorka L, Molestak E, Michalec-Wawiorka B, Molon M, Wojda I,
Tchorzewski M. The influence of ricin-mediated rRNA depurination on the translational
machinery in vivo - New insight into ricin toxicity. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res.
2019;1866(12):118554.

1F2019: 4.105, IF2021: 5.011

punktacja MNiSWao19: 140, punktacja MEiN2¢21: 140

Udziat wtasny: analiza potencjatu reprodukcyjnego, analiza dlugosci Zycia reprodukcyjnego
i po reprodukcyjnego, okreslenie catkowitej diugosci zycia komorek na podtozu zawierajgcym
glukoze i galaktoze, analiza czasu podwojenia na poziomie pojedynczych komorek, wspotudziat
w analizie przezywalnosci komorek, wspotudzial w statystycznym opracowaniu i interpretacji
wynikow dotyczqcych starzenia.

4.3. Omowienie celu naukowego prac stanowiacych osiagniecie naukowe i otrzymanych
wynikow

4.3.1 Wstep

Starzenie jest wieloczynnikowym procesem prowadzacym do utraty funkcji komorek,
tkanek 1 catego organizmu, a w konsekwencji doprowadza do $mierci. Od wielu dekad
prowadzone s3 badania nad identyfikacja czynnikdw i szlakow metabolicznych, ktére
determinuja proces starzenia si¢. Dynamiczny rozwdj wspolczesnej biogerontologii nie bylby
mozliwy bez zaangazowania modeli eksperymentalnych. Do najcze¢sciej wykorzystywanych
organizméw modelowych zalicza si¢ drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae, nicienia
Caenorhabditis elegans, wywilzng kartowata Drosophila melanogaster, a wsrdd kregowcow
mysz Mus musculus 1 szczur Rat norvegicus. W ostatnich latach do tej grupy zaliczono rowniez
psa domowego Canis familiaris [1,2]. Moje zainteresowania naukowe dotycza gldwnie analizy



1 poszukiwania potencjalnych czynnikéw starzenia 1 dlugowiecznosci wykorzystujac model
drozdzowy, dlatego ponizej skoncentruj¢ si¢ jedynie na tym organizmie.

Drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae sa jednokomérkowymi grzybami
nalezacymi do gromady workowcéw. Pomimo znacznej odlegtosci ewolucyjnej od ludzi,
do dnia dzisiejszego wykorzystywane sg jako organizm modelowy w wielu dziedzinach nauki,
w tym 1 starzeniu. Do pozadanych cech charakterystycznych drozdzy naleza szybki wzrost,
krotki czas podwojenia, tatwos¢ 1 niskie koszty hodowli, maty genom, mata liczba genow
z intronami, tatwo$¢ manipulacji genetycznych, czy mozliwos¢ pracy w uktadzie haploidalnym
i diploidalnym. Te atrybuty pozwolily na szybki postep badan gerontologicznych, polegajacych
glownie na zdefiniowaniu molekularnych mechanizméw starzenia si¢ tego organizmu
i identyfikacji wielu czynnikow, ktore modyfikuja jego dlugowieczno$¢. Jednak istotne jest
pytanie ile z tego, czego dowiadujemy si¢ o starzeniu si¢ drozdzy, dotyczy ludzi, a w jakim
procencie badania poswigcone sg jedynie starzeniu si¢ drozdzy. Innymi stowy, czy badajac
starzenie si¢ w ukladzie modelowym drozdzy nie bada si¢ jedynie starzenia si¢ drozdzy.
Do dnia dzisiejszego brak jest jednoznacznej odpowiedzi na to pytanie, ale dotychczasowe
dowody sugeruja, ze chociaz niektore aspekty starzenia si¢ drozdzy sg specyficzne dla tego
organizmu, wiele z najwazniejszych cech zostato zachowanych ewolucyjnie u réznych grup
organizméw [3]. Pomimo pozytywnych cech jakimi charakteryzuja si¢ drozdze paczkujace,
praca z tym modelem obarczona jest pewnymi problemami. Do gtéwnych probleméw nalezy
obecnos$¢ $ciany komorkowej, ktorej zmiany sktadu chemicznego moga determinowac tempo
starzenia. Innym potencjalnym czynnikiem ograniczajagcym  wykorzystanie tych
jednokomoérkowcoéHw jest zamknigta mitoza oraz paczkowanie jako sposdb rozmnazania
bezplciowego. Dodatkowo istotne wydaje si¢ rowniez wykorzystanie odpowiedniego tta
genetycznego szczepow drozdzy. Mechanizm molekularny, czynnik $rodowiskowy lub gen
mozna uzna¢ za istotny dla starzenia, jesli wystepuje u wigkszosci szczepow typu dzikiego.
W przeciwnym razie jest to tylko zalezna od tta genetycznego zmiana. Dlatego spore obawy
budzi fakt, ze niektore szczepy drozdzy stosowane rutynowo w laboratoriach maja Srednig
liczb¢ podwojen o polowe nizsza niz w przypadku wigkszos$ci szczepow typu dzikiego [4].
W konsekwencji nawet niewielka pozytywna zmiana, moze by¢ opisana jako nowy gen
lub czynnik determinujacy dlugowieczno$¢, czego nie mozna wykazaé w szczepie
o zwigkszonej liczbie podwojen.

Wielu badaczy sugerowato, ze starzenie si¢ aktywnych mitotycznie ludzkich komoérek
moze zasadniczo r6zni¢ si¢ od starzenia si¢ tych, ktore pozostajg w stanie postmitotycznym.
Podobnie jest w przypadku jednokomorkowych grzybow. Dlatego u drozdzy ustalono dwa
glowne modele starzenia: starzenie replikacyjne 1 starzenie chronologiczne. Starzenie
replikacyjne to model starzenia si¢ komorek aktywnych mitotycznie, w ktorym wedhug
standardowego podejscia dlugo$¢ zycia jest okreslona jako liczba komoérek potomnych
wyprodukowanych przez drozdzowg komodrke matke. Diugos¢ zycia replikacyjnego mierzy si¢
poprzez fizyczne usuni¢cie lub odseparowanie komorek potomnych, ktéore mozna latwo
odrozni¢ od komorek matek ze wzgledu na asymetrie podczas paczkowania [5]. Ta asymetria
zostaje zaburzona pod koniec limitu proliferacyjnego komorki, przynajmniej u czgsci
analizowanej populacji komorek. Z kolei starzenie chronologiczne to model starzenia sig¢
komorek postmitotycznych, w ktorym dlugo$¢ zycia jest okreslana przez czas, w ktorym
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komorka drozdzy moze przetrwa¢ w hodowli, ktora utracita zdolno$¢ do paczkowania
1 znajduje si¢ w stanie przypominajagcym spoczynek. Dhugo$¢ zycia chronologicznego jest
najczesciej mierzona poprzez hodowanie komoérek w podtozu ptynnym, gdzie po wyczerpaniu
si¢ zrodla wegla przechodza one w stan postmitotyczny [6]. Nastepnie monitoruje si¢
przezywalno$¢ komorek w czasie mierzong jako zdolno$¢ do wznowienia mitotycznego
wzrostu w Swiezej pozywce. W literaturze opisywany jest rowniez trzeci model starzenia,
tzw. starzenie w kolonii. Badania eksperymentalne wykazaly, ze podczas wzrostu i starzenia
si¢ kolonii drozdzy dochodzi do zmiany pH otoczenia, gradientu metabolitow oraz substancji
pokarmowych wokot kolonii. Carmona-Gutierrez 1 Buttner dopatrujg si¢ w zmianach kolonii
fenotypow starzenia si¢ organizmu wielokomérkowego [7]. Jednak ten sposob oceny
dlugowiecznosci nie jest popularny wsrod gerontologdw drozdzy, a wykorzystuje je zaledwie
kilka laboratoriéw na $wiecie [8].

O ile w przypadku starzenia chronologicznego jednostka dtugowiecznosci jest czas,
to w przypadku starzenia replikacyjnego do dnia dzisiejszego w wiekszosci laboratoriow wiek
okresla si¢ jako liczbe podwojen wykonanych przez drozdzowa komodrke matke. Ten brak
kluczowego dla starzenia parametru czasu stanowi problem w jednoznacznej interpolacji
danych pomiedzy roéznymi gatunkami, w tym i ludzi. Podstawa braku jednostki czasu
w badaniach nad aktywnymi mitotycznie drozdzami bylo prze$wiadczenie, ze komodrka po
zakonczeniu ostatniego pgczkowania umiera. Po wprowadzeniu parametru czasu zdefiniowano
czas reprodukcji, jako czas zycia komorki od powstania az do zakonczenia paczkowania, czas
po reprodukcyjny to z kolei czas od zakonczenia podwojen az do $mierci. W konsekwencji
suma tych dwoch parametrow daje catkowita dlugos¢ zycia [9,10]. Co ciekawe, calkowita
dlugos$¢ zycia komorek jest wypadkowa wielu czynnikdéw, w tym zmian w czasie podwojenia,
czy przezycie komorki w spoczynku po reprodukc;ji.

W historii badan nad starzeniem istotny wktad mial poglad, ze $mier¢ jest nieunikniong
konsekwencja uniwersalnego procesu starzenia si¢ organizmu [11] oraz istotne podobienstwo
w przebiegu krzywych przezywalnosci migedzy jednokomoérkowymi drozdzami a innymi
organizmami, w tym nicieniem, myszg 1 cztowiekiem. W ostatnim dziesigcioleciu nastgpit
fundamentalny postep w naszym zrozumieniu procesu starzenia si¢. Istotnym stalo si¢
wykazanie, ze czynniki dlugowiecznos$ci odkryte u drozdzy modulujg réwniez tempo starzenia
w modelach bezkrggowcoéw 1 ssakow [3]. Wedlug standardowego podejscia w modelu
replikacyjnego starzenia uszkodzenia sg dziedziczone asymetrycznie pomi¢dzy komorke matke
1 komoérke potomng. Dlatego komorki potomne produkowane przez starzejace si¢ komorki
matki zachowuja petna zdolno$¢ replikacji prawie do konca zdolno$ci reprodukcyjnych matek,
co dowodzi, ze drozdze sg w stanie zatrzymac wiekszo$¢ uszkodzen 1 czynnikow starzenia
zwigzanych z wiekiem umozliwiajac petng reprodukcje komorek potomnych [12]. Najlepiej
opisanym czynnikiem molekularnym determinujacym starzenie replikacyjne jest specyficzna
dla drozdzy akumulacja pozachromosomalnych koétek rybosomalnego DNA (ERCs).
ERCs powstajag w wyniku rekombinacji homologicznej w obrebie tDNA (chromosom XII),
podczas ktorej powstaje samoreplikujaca sie kolista czasteczka DNA, ktora jest asymetrycznie
zatrzymywana w jadrze komoérki matki podczas paczkowania. Co ciekawe, biatka ktore
moduluja rekombinacj¢ rDNA 1 tworzenie ERCs réwniez maja wplyw na potencjat
reprodukcyjny komorki. Naleza do nich deacetylaza histonow Sir2 i biatko Fobl (blokuje
widetki replikacyjne). W zwigzku z tym delecja FOBI lub nadekspresja SIR2 prowadzi do
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spowolnienia starzenia replikacyjnego, podczas gdy delecja SIR2 przyspiesza ten proces [13-
15]. Nie do konca jasne jest, czy gromadzenie ERCs jest przyczyna, czy skutkiem starzenia si¢
aktywnych mitotycznie komorek. Jedna z hipotez zaktada, ze nagromadzone kotka rDNA
stanowig balast dla komoérki. Inng mozliwoscia jest to, ze rosngca ilos¢ DNA kodujacego
rybosomalne RNA wraz z wiekiem prowadzi do zaburzenia réwnowagi migdzy rRNA
1 biatkami rybosomalnymi, przez co uposledza biogeneze¢ rybosomow i funkcjonowanie
maszynerii translacyjnej. Inne dane sugeruja, ze ERCs mogg przyspiesza¢ starzenie
replikacyjne indukujgc niestabilno§¢ rDNA podczas zycia [16]. Warto jednak podkreslic,
ze gromadzenie tego balastu w jadrze komorkowym jest wynikiem charakterystycznej, migdzy
innymi dla drozdzy, mitozy zamkni¢tej. ERCs przez lata byty traktowane jako gléwny czynnik
regulujacy dhugowiecznos¢ u drozdzy. Do innych czynnikow, ktére brano pod uwage jako
potencjalne czynniki wplywajace na starzenie nalezaly uszkodzenia makromolekut
komorkowych wywotane przez wolne rodniki tlenowe oraz dysfunkcje mitochondriow.
Wykazano, ze zaréwno oksydacyjnie uszkodzone biatka, jak i dysfunkcyjne mitochondria
sa asymetrycznie rozdzielana miedzy komorke matke i corke, co mialo wptyw na zdolno$¢
reprodukcyjng. Sugerowano rowniez zwiazek miedzy akumulacja uszkodzonych
mitochondridow w komorce matce i niestabilno$¢ genomowa, wynikajaca z utraty mtDNA [17].
Drozdze mialy réwniez swoj istotny wklad w poznanie mechanizméw molekularnych
prowadzacych do spowolnienia starzenia wynikajacego ze stosowania restrykcji kalorycznej
i pokarmowej [15,18]. Oprocz interwencji polegajacej na ograniczeniu podazy kalorii
lub pokarmu opisano réwniez kilka genetycznych modeli restrykcji. Modele genetyczne
dotyczyly gtownie wprowadzenia mutacji do gendow zaangazowanych w wykrywaniu glukozy
lub szlakow prowadzacych do zmniejszonej aktywnosci kinaz reagujacych na sktadniki
odzywcze, w tym kinaza biatkowa A, TOR 1 Sch9. Pozytywny wptyw tych interwencji upatruje
si¢ gldéwnie w przewadze oddychania tlenowego nad fermentacja, nasileniu autofagii,
zmniejszeniu aktywnosci translacyjnej, czy w zwigkszeniu odpornosci na stres. W kontekscie
restrykcji  kalorycznej istotne byly badania wykazujace dlugowiecznos¢ szczepow
z nadekspresja SIR2 1 delecja TORI. O ile mutacje w TORI mialy klarowne przetozenie
na organizmy wyzszych eukariontow, o tyle dzialanie SIR2 bylo trudno wytlumaczalne.
Jest to zwigzane z odkryciem, ze nadekspresja tej deacetylacy histonow prowadzi
do dlugowiecznosci w sposob specyficzny dla drozdzy poprzez redukcje ERCs. Sugeruje to,
ze sirtuiny ewoluowaty u réznych gromad niezaleznie, prowadzac do dlugowiecznos$ci
W sposoOb nie zwigzany z powstawaniem rDNA [19]. Ten krotki wstep stanowi jedynie fragment
kluczowego wykorzystania drozdzy w biogerontologii.

Badania nad starzeniem stanowig intrygujacy obszar badan biologicznych
1 biomedycznych. Pomimo wielu lat pracy 1 zaangazowaniu naukowcow nie do konca jest jasny
nie tylko sam mechanizm, ktory prowadzi do dlugowiecznosci, ale niejednokrotnie stawiany
jest znak zapytania nad zasadnoscig stosowania niektorych modeli eksperymentalnych.

4.3.2 Cel pracy

Celem prac wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego bylo okreslenie nowych czynnikow,
ktére determinujg starzenie komorkowe wykorzystujac uktad modelowy drozdzy paczkujacych
Saccharomyces cerevisiae. W przedstawionym cyklu prac zaprezentowatem zaro6wno,
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tzw. ,,prywatne” dla drozdzy czynniki, ktore determinujg starzenie, w tym udzial $ciany
komoérkowej, czy zasadnos$¢ stosowania tta genetycznego, jak i tzw. ,,czynniki publiczne”, ktore
moga determinowac tempo starzenia si¢ wyzszych eukariontow, w tym i cztowieka. Wskazanie
prywatnych dla drozdzy czynnikéw determinujacych starzenie wynika z faktu,
ze biogerontolodzy drozdzy staraja si¢ nie dostrzega¢ wad modelu drozdzowego,
wierzgc ze uzyskiwane i1 publikowane wyniki w najlepszych czasopismach na $wiecie
przyblizaja nas do poznania panaceum na dlugowieczno$¢. Dlatego wydaje si¢, ze poznanie
udziatu czynnikéw specyficznych dla drozdzy jest kluczowe dla przysztosci wykorzystania
tych jednokomorkowych grzybow jako modelu w badaniach nad starzeniem. W kontekscie
czynnikow i mechanizméw, tzw. publicznych skoncentrowatem si¢ na zmianach maszynerii
translacyjnej, ktore maja wptyw na tempo starzenia. Dotycza one zaburzen, na poziomie
centrum GTPazowego rybosomu, wywotanych mutacjami w paralogicznych genach ul6
i ulll, zwigkszeniem liczby kopii mRNA uL6 oraz wptywem rycyny. Jest to nowatorskie
podejscie, otwierajace nowy rozdziat w badaniach nad starzeniem.

4.3.3 Uzyskane wyniki

4.3.3.1 Wybor tla genetycznego jako istotny czynnik w badaniach nad starzeniem
z wykorzystaniem droZdzy

Do tej pory mozliwe zwigzki miedzy starzeniem si¢ a biochemig komorki i procesami
metabolicznymi nie byty szeroko badane w drozdzach. Istniejg szczatkowe dane metabolomu
wykazujace zwigzek migdzy czasem zycia komorek a spektroskopig mas na podstawie ,,odcisku
palca” izogenicznych mutantdéw S. cerevisiae r6znigcych sie dlugowiecznos$cia [20]. Niedawno
podkreslono réwniez pewng rol¢ metabolizmu lipidow w starzeniu chronologicznym [21].
Dlatego w $wietle tych obiecujacych danych, w pracy Molon i Zebrowski 2017 [H1] szukano
mozliwych powigzan mi¢dzy wybranymi parametrami dlugowieczno$ci i metabolicznym
,odciskiem palca” populacji komoérek wygenerowanych za pomoca spektroskopii
w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR). Ta wysokowydajna technika z powodzeniem
jest stosowana do kompleksowej charakterystyki biochemicznej komoérek drozdzy i tworzenia
zaleznos$ci metabolicznych [22], co stanowi obiecujace narzedzie w badaniach nad starzeniem
si¢ 1 poszukiwaniu determinantow tego procesu. W tej pracy uzyto zestawu siedmiu szczepow
laboratoryjnych szeroko wykorzystywanych jako referencje w laboratoriach na catym $wiecie.
Motywacja do powstania tej pracy byly pojawiajace si¢ dane o zaleznym od tla genetycznego
wplywie mutacji na proces starzenia si¢ komorek. Biorac pod uwage potencjal reprodukeyjny,
czyli plodno$¢ jako kryterium wyboru, najbardziej pozadang cechg szczepoéw powinien by¢
stosunkowo dtugi potencjat reprodukcyjny lub powinniSmy porowna¢ wyniki z wielu
laboratoriow [4]. Dodatkowo, jak do tej pory brak byto wynikow, ktore pokazywalyby roznice
w dlugosci zycia standardowo uzywanych szczepow laboratoryjnych. W zwigzku z tym
ta publikacja byta pierwsza praca, w ktorej przedstawiono dtugos¢ zycia zestawu szczepow
laboratoryjnych. Brak wyrazenia dlugosci zycia w jednostkach czasu moze prowadzi¢
do powstawania skrajnie rozbieznych wnioskow. Dodatkowo wydaje si¢, ze wykorzystywanie
sformulowania dlugowieczno$¢ w przypadku braku parametru czasowego jest nieuzasadniona.
Wynika to gltéwnie z roznic fizjologicznych 1 morfologicznych szczepdéw referencyjnych,
rdéznic w tempie wzrostu, czy reakcji na czynniki stresowe. Badania pokazaly, ze najmniejsza
ptodnos¢ mial szczep CEN.PK2-1C, natomiast najwyzsza SP-4. Stosunkowo niskim
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potencjatem  reprodukcyjnym charakteryzowat si¢ rowniez jeden z najczescie]
wykorzystywanych szczepow BY4741. Istotnym w tej pracy bylo wykazanie, ze wiele
szczepdw referencyjnych ma znacznie lepsze parametry starzeniowe od standardowego
BY4741 rowniez dlatego, ze ten szczep przez swoja historie wykazuje r6zng srednig ptodnosé
w zaleznos$ci od laboratorium [23,24]. W zwigzku z tym zauwazalne byly réznice migdzy
laboratoriami w kontek$cie analiz tych samych warunkow s$rodowiskowych, czy mutacji.
Wykonana zostata rowniez analiza czasu reprodukcji, czasu podwojenia oraz czasu
po reprodukcji. Wykazanie parametrow czasowych w analizach starzenia replikacyjnego nie
jest standardem, a moim zdaniem w dyskusjach z wykorzystaniem roznych ukladow
modelowych powinni$my stosowac te same jednostki okreslajace wiek. Dla S. cerevisiae zostat
przyjety termin catkowita dtugo$¢ zycia jako suma czasu reprodukcji i czasu po reprodukc;ji.
Ten parametr §wiadczacy o dlugowiecznosci jest modulowany przez wiele czynnikdw, miedzy
innymi przez czas podwojenia, ptodnos¢ szczepu, czy dlugos¢ zycia po reprodukcji, czego nie
wykazujg dane w standardowym podejsciu replikacyjnego starzenia. W tej pracy wykazano,
ze najbardziej dlugowiecznym szczepem jest FY1679-01B 1 SY991, z kolei najszybciej starzeje
si¢ CEN.PK2-1C. Te dane wskazuja, ze tto genetyczne moze mie¢ istotny wptyw nie tylko na
potencjat reprodukcyjny, ale takze dlugowiecznos¢. Niestety efekty zalezne od tla
genetycznego s3 problemem w kontek$cie formutowania uniwersalnych wnioskow,
ale podkreslaja wptyw, tzw. prywatnych czynnikéw drozdzy na starzenie. Dodatkowo
pokazano, ze zmiana markeréw auksotroficznych moze determinowa¢ dtugowiecznos¢, ale nie
potencjat reprodukcyjny. Udato si¢ to wykazac stosujac uktad eksperymentalny szczepow
FY1679-01B i FY1679-05A, ktore réznig si¢ zastosowanymi markerami auksotroficznymi.
Nastepnie skupiono si¢ na wykazaniu zaleznosci filogenetycznej pomiedzy analizowanymi
szczepami. Aby osiagnac ten cel, uzyto fragment ITS1-5.8S-ITS2. Regiony rybosomalnego
DNA (rDNA) to wysoce zmienne sekwencje o duzym znaczeniu w filogenetyce molekularne;j.
Dzigki tej analizie udalo si¢ wykaza¢ zwigzek pomiedzy pokrewiefistwem szczepdw a ich
zdolnoscig do reprodukcji. Dlatego wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, ze blisko
spokrewnione szczepy moga osigga¢ podobng ptodnos¢. Ostatnim etapem czgsci
eksperymentalnej w tej pracy bylo poszukiwanie mozliwych biochemicznych markerow
determinujacych starzenie. Ta cze$¢ zostala wykonana przy uzyciu cieszacej si¢ coraz
wigkszym zainteresowaniem techniki FTIR. Biorac pod uwage opublikowane wczesniej dane
[20], podjeto probe ustalenia mozliwych zaleznosci migdzy wybranymi parametrami starzenia
si¢ szczepu a ,,odciskiem palca” generowanego przez spektroskopi¢ FTIR. Co wazne, metoda
ta zapewnia kompleksowy obraz biochemii komoérki oraz daje wglad we wzajemne
oddziatywania gtownych zwigzkéw chemicznych tworzacych komorke. Dzigki technice FTIR
odkryto, ze pasmo drgan charakterystycznych dla grup karbonylowych pozwala na rozr6znienie
szczepOw zgodnie z ich dlugoscig zycia po reprodukceji. W zwigzku z tym analizy otrzymane
dzieki zastosowaniu metody FTIR wskazaty, Zze utrzymanie fosfolipidow na relatywnie niskim
poziomie w komoérce w stosunku do puli wolnych kwasow tluszczowych moze istotnie
wplywa¢ na fazg zycia po reprodukcji. Jak wspomniano wczesniej, faza po reprodukcyjna
stanowi kluczowy etap w zyciu komorki 1 determinuje dlugowiecznos¢.

Reasumujac, w tej pracy po raz pierwszy zaprezentowano poréwnanie dlugosci zycia
standardowo wykorzystywanych szczepow referencyjnych. Wykazano, ze potencjal
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reprodukcyjny szczepow jest zalezny od pokrewienstwa filogenetycznego. Co ciekawe,
szczepy blizniacze pomimo identycznego potencjatu reprodukcyjnego maja istotnie rézne
czasy zycia komorki. Dodatkowo, co istotne uzyskane wyniki daja nowe $wiatto na znaczenie
metabolizmu lipidow 1 homeostazy w procesie starzenia aktywnych mitotycznie komorek
drozdzy. Po raz pierwszy pokazano rowniez zwigzek homeostazy lipidow z faza zycia
po reprodukcji, a zatem mozna uzna¢ wykorzystanie technik FTIR oraz analiz poziomu
fosfolipidow za wygodny marker w badaniach nad starzeniem sig.

4.3.3.2 Sciana komérkowa, jako czynnik determinujgcy potencjal reprodukcyjny

W poréwnaniu z komoérkami ssakow drozdze S. cerevisiae wykazuja szereg specyficznych cech
dla tej grupy organizméw, do ktorej naleza asymetryczna cytokineza, zamknigta mitoza,
czy tez obecnos¢ Sciany komorkowej [25,26]. O ile konsekwencje paczkowania jako sposobu
rozmnazanie bezptciowego i zamknigtej mitozy byty szeroko dyskutowane, to jak do tej pory
niewiele wiadomo o wptywie zmian w strukturze §ciany komorkowej na starzenie. Bylo jasne
od lat, ze wraz z wiekiem replikacyjnym dochodzi do zmian w sktadzie chemicznym $ciany
komorkowej oraz jej wielkoéci, czy tez topografii powierzchni komérki [27,28]. Sciana
komoérkowa jest niezbedna do wzrostu drozdzy i1 innych grzybdw, rozmnazania si¢ 1 interakcji
z otoczeniem. W szczeg6lnosci kontroluje ksztatt komorki 1 tempo wzrostu, zapewniajac
jednocze$nie ochrone przed zewnegtrznymi czynnikami mechanicznymi i wewngtrznymi
czynnikami, jak np. ci$nienie osmotyczne [29]. Co ciekawe, synteza §ciany komodrkowej,
utrzymanie jej stabilnosci i przebudowa kontrolowana jest przez okoto 1200 genow z 6275
genoéw obecnych u S. cerevisiae [30]. Zaangazowanie tak duzej grupy gendw w utrzymanie
stabilno$ci $ciany komodrkowej 1 jej rearanzacji jest wazng motywacja do badania wplywu
zmian w biosyntezie tej struktury na procesy starzenia.

Do dzisiaj niewiele wiadomo o zaangazowaniu S$ciany komodrkowej w dlugowiecznosé
grzyboéw, w tym 1 drozdzy. Dlatego w pracy Molon i in. 2018 [H2] po raz pierwszy
przedstawiono wptyw zaburzen biosyntezy $ciany komdrkowej na zdolnos¢ do paczkowania
drozdzy, co jest standardowym podejsciem do wykorzystania drozdzy jako modelu
w badaniach nad starzeniem replikacyjnym. Jako materiat wykorzystano szczepy
z zaburzeniami w biosyntezie gtownych zwigzkdéw budujacych $ciane komdrkowa, w tym
1,3-B-glukany, chityne¢ i mannoproteiny. Analizy potencjatu reprodukcyjnego wykorzystanych
szczepOw pokazaty, ze mutanty mnn9A4, chs3A1 cts I A miaty istotnie statystycznie zmniejszona,
z kolei mutant knr4A istotnie zwigkszona zdolnos¢ do paczkowania. Nie wykazano zmian
potencjatu reprodukcyjnego jedynie w przypadku mutanta fks/A. Co ciekawe, w przypadku
szczepu chs3A zaobserwowaliSmy zjawisko pekania komorek, co jest moim zdaniem
konsekwencjg utraty integralno$ci komoérek przez niedobory chityny na poziomie blizn
podzialowych. Tq hipoteze wydaja si¢ potwierdzaé obserwacje z wykorzystaniem mikroskopii
elektronowej skaningowej (SEM). Jednoczesnie warto podkresli¢, ze obserwacje fenotypu
pekania komorek sa stosunkowo rzadkie u drozdzy, w dodatku praktycznie nie
do zarejestrowania na poziomie standardowych procedur wzrostowych stosowanych u drozdzy.
Dlatego przewaga metody analizy na poziomie pojedynczych komoérek sg obserwacje nie tylko
zaburzenia w asymetrii podwojen komorek, ale rowniez ich pekanie. Sugeruje to, Ze pomimo
niewielkiego procentowego udziatu chityny w budowie §ciany komorkowe;j jest to kluczowy
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sktadnik zapewniajacy stabilnos¢ komorki S. cerevisiae. Wykorzystane tto genetyczne BY4741
charakteryzuje si¢ niewielkimi rozmiarami komorek, zakladam ze zastosowanie innego tta
genetycznego, np. W303 mogtoby doprowadzi¢ do jeszcze mniejszej zdolnosci reprodukcyjnej
mutanta delecyjnego chs3A. Z pewnos$cig w przysztosci warto sprawdzi¢ i takg mozliwos¢.

Jedng z konsekwencji wyboru paczkowania jako sposobu rozmnazania bezplciowego jest
ciggly wzrost objetosci komorki. Podczas kolejnych podwojen komoérka powigksza sie
1 zmienia swoj ksztalt, co jest w duzym stopniu kontrolowane przez wilasciwosci $Sciany
komorkowej. Przez lata goraco dyskutowana byta jedna z hipotez, ktora zaktadata ze objetosé
komorki moze by¢ czynnikiem ograniczajacym liczbg podwojen u drozdzy. Ta hipoteza zostata
wczesniej poparta przez kilka prac eksperymentalnych. Dlatego przetestowano te¢ hipoteze
w zaproponowanym uktadzie eksperymentalnym. Dane otrzymane z analizy zmian objgtosci
komorki podczas kolejnych podwojen daja nowe $wiatto na hipoteze hipertrofii i jednoczesnie
pokazuja, ze podstawowe zalozenia tej hipotezy moga nie by¢ oczywiste. W zaprezentowanym
uktadzie eksperymentalnym jedynie mutanty fks/A i knr4 A osiagnety podobng do szczepu typu
dzikiego maksymalng objetos¢ po zakonczeniu paczkowania. Jednak co ciekawe, w przypadku
mutantow chs3A4, ctsl A1 mnn94 maksymalna objetos¢ byta o okoto 50% nizsza w poréwnaniu
ze szczepem typu dzikiego. W konsekwencji, w przypadku tej grupy szczepoéw, wigksza
objetos¢ komodrek byta zwigzana ze stosunkowo dluzszym okresem paczkowania.
Jest to pierwszy wynik, ktory wskazuje, ze komorki sa w stanie osiggna¢ znacznie mniejszg
maksymalng obj¢tos¢ od szczepu kontrolnego zatrzymujac proliferacje. W zwiazku z tym
$ciana komorkowa jest kluczowym czynnikiem w procesie determinujgcym zmiany wielkosci
komoérek podczas starzenia. Nastepnie wykorzystano technike transmisynej mikroskopii
elektronowej (TEM) 1 SEM oraz sit atomowych (AFM) w celu dodatkowej charakterystyki
szczepOw oraz proby znalezienia korelacji dla otrzymanych wynikow. Analiza grubos$ci $ciany
komoérkowej wykonanej z wykorzystaniem TEM wskazatla, ze zaburzenia w biosyntezie $ciany
komorkowej w analizowanym uktadzie eksperymentalnym majg istotny wptyw na zwigkszenie
grubosci $ciany komoérkowej w szczepie ctslA 1 fks1A w porownaniu z kontrolnym szczepem
BY4741 1 istotne zmniejszenie grubosci $ciany komoérkowej w przypadku mutanta mnn9A.
Pomimo Ze nie udato si¢ uzyskac¢ korelacji pomiedzy potencjalem reprodukcyjnym i gruboscia
sciany komoérkowej, to nalezy podkresli¢, ze ta analiza zostala wykonana z wykorzystaniem
populacji komorek w fazie logarytmicznej, a wigc miodej reprodukceyjnie populacji 1 stanowita
jedynie element charakterystyki tych szczepow. Dlatego jest mozliwe, ze szczegdlnie
w przypadku mutanta mnn9A drastyczny przyrost objetosci 1 jednoczesna istotna redukcja
potencjatu reprodukcyjnego jest pochodng zmiany tego parametru. Nastepnie skoncentrowano
si¢ na analizie morfologicznej powierzchni komorki. Wykorzystano do tego dwa uzupetniajace
si¢ narzedzie: SEM oraz AFM. Komoérki mutantéw réznily si¢ w pewnym stopniu ksztattem,
objetoscig 1 morfologig blizny podzialowe] w poroOwnaniu ze szczepem typu dzikiego.
Najbardziej uderzajace roznice w topografii powierzchni zaobserwowano dla komoérek szczepu
fkslA, ktore wykazywaty pewne wypuktosci w postaci zmarszczek. Ten wynik pozwolit
wykluczy¢ wspotudzial zmian w powierzchni komorki, jakimi sg zmarszczki, na potencjal
reprodukcyjny. Wczesniejsze dane sugerowaly, ze konsekwencja starzenia si¢ komorek
drozdzy jest pomarszczenie $ciany komorkowej. W zwigzku z tym, ze delecja genu FKSI
nie prowadzi do zmian w reprodukcji szczepu nalezy zalozy¢, ze zmarszczki komorek
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powstajace w starzejacych si¢ komorkach nie moga by¢ czynnikiem limitujgcym ptodnosé
szczepu, a stanowig jedynie fenotyp komorki po kilkunastu lub kilkudziesigciu podwojeniach.
Zauwazano rowniez, ze szczepy z zaburzeniami w syntezie chityny, tj. chs3A4 i ctslA maja
widoczne zmiany na poziomie blizn podziatlowych. Szczegdlne zmiany w przypadku chs3A
sa skorelowane z pekaniem znacznej cze$ci populacji starszych komorek. Co ciekawe, oba
szczepy nie mialy rdowniez mozliwos$ci osiggnigcia objetosci maksymalnej szczepu dzikiego.
Sugeruje to rowniez kluczowy udziat chityny na wzrost objetosci komorki drozdzy.

Nastepnie przeanalizowano mozliwy zwigzek migdzy elastycznosciag $ciany komorkowej
a potencjalem reprodukcyjnym. Elastyczno$¢ $ciany komorkowej byla generalnie nizsza
w badanych mutantach w pordwnaniu ze szczep BY4741, z wyjatkiem mnn9A. Zar6wno
w parametrze elastyczno$ci jak 1 szorstko$ci komoérek nie udato si¢ wykazaé istotnych
zalezno$ci, ktére wyjasnialyby zmiany w potencjale reprodukcyjnym analizowanych
szczepéw. Ostatecznie, aby zbadaé, czy mutanty rzeczywiscie wykazywatly defekty
w biosyntezie $ciany komorkowej, przeprowadzono testy toksykologiczne z wykorzystaniem
metody kropelkowej na podtozach zawierajacych Calcofluor White (CW) lub czerwien Kongo
(CR). Obydwa zwiazki sa znane z zaktocania biosyntezy Sciany komorkowej w szczepach
dzikich. Nasze badania pokazuja, ze komorki mutantow fks/A i knr4A byly nadwrazliwe
na CW i CR, z kolei mutant chs3A4 byt hiper odporny na oba inhibitory. Ponadto nie wykazano
zmian wrazliwosci komoérek w porownaniu ze szczepem dzikim na czynnik metylujacy (0.01%
metanosulfonian metylu) i stres osmotyczny (0.5 M 1 1 M NaCl).

Podsumowujac, uzyskane w tej pracy dane jednoznacznie dowodza, ze zmiany
na poziomie biosyntezy S$ciany komoérkowej sa czynnikiem determinujagcym potencjat
reprodukcyjny, co stanowi nowatorski wktad w badania nad starzeniem. Dodatkowo wykazano,
ze $ciana komorkowa jest kluczowym czynnikiem w procesie determinujagcym zmiany
objetosci komorek podczas starzenia, ze szczegdlnym udziatem chityny. Dlatego wydaje sig,
ze w przysztosci niezbedne sa dodatkowe analizy zmian na poziomie $ciany komdrkowej
wynikajace z dzialania czynnikow $rodowiskowych, czy genetycznych. W ten sposob bedzie
mozliwe jednoznaczne wykazanie, na ile analizowany czynnik determinuje starzenie, a w jakim
stopniu uzyskane zmiany w potencjale reprodukcyjnym sa pochodnymi zmian na poziomie
Sciany komodrkowe;.

4.3.3.3 Wiek drozdzowej komorki matki, jako czynnik determinujgcy starzenie si¢ komorek
potomnych. Komorki droZdiy mogq miec zaprogramowang dlugosé Zycia.

Do tej pory wiele wysitku wlozono w poszukiwanie czynnikéw odpowiedzialnych za starzenie
si¢ drozdzowej komodrki matki. Natomiast wiedza na temat zmian w komodrkach potomnych
(komorkach corkach) pochodzacych od starych matek jest wciaz mocno ograniczona. Wynika
to z trudno$ci w uzyskaniu materiatu do badan. Komoérka matka zatrzymuje wszystkie
uszkodzenia w swoich komorkach, przynajmniej przez pierwsza czg¢$¢ swojego zycia
replikacyjnego. Dzigki temu poswigceniu komorki potomne majg zresetowany zegar
reprodukcyjny [31], co umozliwia funkcjonowanie populacji na wysokim poziomie sprawnosci
reprodukcyjnej. Czgs¢ tych czynnikdw starzenia, jak np. dobrze opisane pozachromosomowe
kotka rDNA (ERCs) komorka matka gromadzi w swoim jadrze komorkowym jako
konsekwencja charakterystycznej dla drozdzy mitozy zamknigtej. Jednak po kilkunastu
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podwojeniach nie jest w stanie zatrzymac wszystkich uszkodzen w swoich komorkach
1 zaczyna przenosi¢ je do komorki potomne;j.

Dlatego w artykule Moton i in. 2018 [H3] wchodzacym w sktad osiagnigcia, po raz pierwszy
przedstawiono potencjal reprodukcyjny oraz dlugos¢ zycia komorek corek pochodzacych od
starych matek. Celem tej pracy bylo wykazanie, ze wiek komorki matki jest kluczowym
czynnikiem determinujgcym starzenie komorek potomnych. Jako material wykorzystano
szczep referencyjny BY4741 oraz mutanty /cll A, IcI2A (opisane weze$niej jako dlugowieczne
w modelu chronologicznego starzenia) oraz mutant delecyjny budlA (biatko Budl
zaangazowane jest w pierwszy krok podczas paczkowania). Kluczowym punktem w tej pracy
bylo pozyskanie materialu badawczego. Komorki corki izolowane zostaty z komoérek matek
po ich dwudziestym podwojeniu podczas rutynowej analizy potencjatu reprodukcyjnego dzigki
zastosowaniu mikromanipulacji. Pojedyncze komorki przeniesiono na szalce Petriego,
gdzie wytworzyly kolonie, ktore stanowity materiat wyjsciowy dla eksperymentow (klony).
Po pierwsze sprawdzono wzrost klonow w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi. Komorki
klonow wykazywaly znacznie wolniejsza kinetyke tempa wzrostu od kontroli i byty mniejsze
w obserwacjach mikroskopowych, dlatego podejrzewano =zaburzenia na poziomie
pozyskiwania energii. Sprawdzono wzrost na podtozu z niefermetowalnym Zrédlem wegla.
Brak wzrostu na podtozu zawierajacym glicerol jako zrodto wegla wskazal zaburzenia
na poziomie oddychania tlenowego, dlatego nastepnie wyznakowano DNA za pomoca
barwnika fluorescencyjnego DAPI. Otrzymany wynik jednoznacznie potwierdzil, ze klony
uzyskane ze starych komoérek matek nie posiadaly mtDNA, czyli byly to komorki okreslane
jako tho0. Na tej podstawie skonstruowano kontrole dla tych szczepow, wykorzystujac do tego
standardowy protokot z wykorzystaniem bromku etydyny. W zwiazku z tym caty uklad
eksperymentalny sktadat si¢ z komoérek kontrolnych rho+ (kompetentnych oddechowo), rho0
oraz klonow (po szes¢ dla mutantdéw i trzy dla szczepu dzikiego). W tej pracy wykazano,
ze w przypadku wigkszo$ci klonow ich potencjat reprodukcyjny byt istotnie statystycznie
zmniejszony w poréwnaniu z kontrolg. Oznacza to, ze podczas kolejnych podwojen komoérka
matka przekazata tym komodrkom szereg uszkodzeh ograniczajacych ich zdolno$¢
do reprodukcji. Z drugiej strony, analiza czasu zycia pokazata, ze zaskakujaco o ile analizowane
klony maja ograniczong zdolno$¢ do paczkowania to w znakomitej wigkszosci ich dlugosé
zycia jest na poziomie szczepu kontrolnego. Wykazano réwniez silnie negatywng korelacje
pomiedzy czasem po reprodukcji a czasem reprodukcji oraz pomig¢dzy czasem po reprodukcji
a potencjatem reprodukcyjnym. Oznacza to, ze komorka pomimo krotkiego czasu reprodukeji
ma wydluzony czas po reprodukcyjny, dlatego catkowita dtugo$¢ Zycia jest na poziomie
szczepu kontrolnego. Dodatkowo potwierdza to wnioski zasugerowane w pracy [HI].
W zwiazku z tym, co ciekawe uzyskane wyniki sugeruja, ze komoérki drozdzy moga miec
zakodowang 1 zdefiniowang dla szczepu dlugos¢ zycia.

Nastepnie skoncentrowano si¢ na zmianach w genomie 1 aparacie translacyjnym analizowanych
szczepow 1 klonow. Analiza kariotypu z zastosowaniem metody separacji PFGE nie wykazala
istotnych zmian na poziomie aberracji chromosomoéw, czy zmian wzoru Kkariotypu
w analizowanym materiale. Z kolei analiza uszkodzen DNA za pomocg metody komet
wykazala, ze w analizowanych klonach gromadzi si¢ niewielka, ale istotna w poréwnaniu
z kontrolg ilo$¢ peknie¢ DNA w czeéci z klonow. Nastepnie zbadano stabilno§¢ rDNA
w analizowanych szczepach, poniewaz rDNA jest jednym z najbardziej niestabilnych regionow
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w genomie drozdzy. Prawie wszystkie analizowane klony wykazaly statystycznie istotne
zmiany w poziomie chromosomu XII (chromosom XII drozdzy S. cerevisiae zawiera locus
rDNA). Zatem istnieje korelacja miedzy pgknigciami DNA a poziomem chromosomu XII,
glownie w klonach szczepu dzikiego, lc/li4 1 budlA. Reasumujac, analizowane klony
s bardziej podatne na pgknigcia podwojnej nici DNA, ktére z kolei zaleza od poziomu rDNA.
Dodatkowo bylisSmy zainteresowani skorelowaniem roznic w potencjale reprodukcyjnym
ze zmianami w architekturze jaderka, jego ksztalcie 1 rozmiarze, ktéry odzwierciedla z kolei
potencjat transkrypcyjny rRNA 1 biogeneze calego aparatu translacyjnego. Jak wiadomo,
jaderko reprezentuje gtowne miejsce biogenezy rybosomoéw, dlatego mozna wnioskowac,
ze w analizowanych klonach zachodzg zaburzenia, ktére moga wptywacé na aparat translacyjny.
Uzyskane dane sugeruja, ze istnieje silny zwigzek miedzy potencjatem reprodukcyjnym,
poziomem rDNA, uszkodzeniami DNA i zmianami w architekturze jaderka.

Poniewaz analizowane klony mialy istotne zmiany na poziomie architektury jaderka, nastepnie
skoncentrowano si¢ na analizie profili polisomow. Zwigzek miedzy poszczegolnymi frakcjami,
w tym poziom podjednostek 40S, 60S, monosomu 80S 1 polisomdéw, pozwala na wglad w kilka
kluczowych zdarzen metabolicznych, takich jak biogeneza, inicjacja, elongacja i terminacja
aparatu translacyjnego. Profil polisomu dla szczepdéw kontrolnych (rtho+) BY4741 lcliA, lcl24
1 budi4 odzwierciedlat typowy ksztalt frakcji rybosomalnych wystepujacy w dzikim szczepie
drozdzy, z dobrze zaznaczonymi podjednostkami 40S, 60S, monosomem 80S i polisomem.
Z kolei szczepy kontrolne (rtho0) BY4741, lcliA 1 budlA wykazaty pewne zmiany w profilu
polisomow przede wszystkim na poziomie dominujacej frakcji 60S, co wskazuje na akumulacje
wolnej podjednostki rybosomu 60S i w konsekwencji znaczng redukcj¢ poziomu monosomu
80S. Reasumujac, uzyskane dane dotyczace profilu polisomow sugeruja, ze w szczepie
BY4741 (rho0O) oraz w klonach Ilclid 1 budlA wystgpuje akumulacja podjednostki 60S,
co wskazuje na defekt biogenezy rybosoméw. Ten wynik jest zgodny z obserwacja zmian
w morfologii jaderka w tych szczepach. Uzyskane dane pozwalaja wnioskowaé, Zze za redukcje
potencjatu reprodukcyjnego, ale rowniez spowolnione tempo wzrostu klonow odpowiadaja
pekniecia nici DNA oraz og6lne zaburzenia w aparacie translacyjnym. W zwigzku z tym,
komorki potomne powstate od starych drozdzowych komorek matek posiadajg liczne
zaburzenia, ktore sprawiajg, ze w dynamicznie rozwijajacej si¢ populacji nie majg szans
na sukces ewolucyjny. Jest to zrozumiate w kontek$cie utrzymania populacji
jednokomoérkowcow na wysokim poziomie reprodukcyjnym.

W celu pelnego zobrazowania zmian zostata dodatkowo wykonana analiza metoda
porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH). Wstepne dane wykonane
przy uzyciu PFGE nie wykazaly duzych zmian w liczbie chromosomoéw analizowanych
szczepoOw. Wryniki uzyskane metoda aCGH potwierdzily brak znaczacej aneuploidii
w wybranych szczepach. Ponadto potwierdzono obserwacje mikroskopowe dotyczace braku
mtDNA przez klony. Metoda aCGH postuzyla sprawdzeniu, czy stare komorki matki
przekazaly swoim corkom zmodyfikowang dawke genu. Wykazano, ze najbardziej znaczace
réznice s3 zwigzane z metabolizmem aminokwasow, gtownie metioniny, histydyny, lizyny
1 leucyny. Pokazano réwniez, ze istotne zmiany dotycza biatek zaangazowanych w strukture
rybosomow mitochondrialnych, ktérych geny znajduja si¢ w genomie jadrowym. Inne zmiany
w dawkowaniu gendw byly zwigzane migdzy innymi z wyciszaniem telomerdw, stresem
oksydacyjnym 1 osmotycznym, mejozg, ale dotyczyly réwniez gendéw zaangazowanych
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w strukture akwaporyn, czy filamentow aktynowych. Co ciekawe, analiza aCGH wykazata
réwniez, ze komoérki pozbawione funkcjonalnego genu BUDI maja zwigkszong podatnos$¢ na
heteroplazmig.

Konkludujac, zaprezentowana praca stanowi pierwsze doniesienie na temat zmian
w potencjale reprodukcyjnym i starzeniu komoérek potomnych pochodzacych od starych
reprodukcyjnie matek. Klony majg istotnie zredukowany potencjat reprodukcyjny bez zmian
w czasie zycia komoérek. Dodatkowo analizowane klony sa bardziej podatne na peknigcia
podwdjnej nici DNA, ktore z kolei zalezag od poziomu rDNA. Za redukcje potencjalu
reprodukcyjnego, ale rowniez spowolnione tempo wzrostu klonoéw odpowiadajg peknigcia nici
DNA oraz ogdlne zaburzenia w aparacie translacyjnym. Warto podkresli¢, ze starzejace si¢
komorki matki dodatkowo przekazuja komorkom potomnym uszkodzone mitochondria,
co sugeruje, ze zatrzymanie cyklu komorkowego moze by¢ zwigzane z nagromadzeniem
uszkodzen, czego konsekwencja jest, tzw. katastrofa mitotyczna.

4.3.3.4 Zmiany na poziomie maszgynerii translacyjnej jako czynniki regulujgce potencjal
reprodukcyjny i starzenie si¢ komorek

W pracy Molon i in. 2018 [H3] zaprezentowane] jako osiagniecie wykazano, ze zmiany
w aparacie translacyjnym moga mie¢ kluczowe znaczenie szczeg6lnie dla potencjalu
reprodukcyjnego analizowanych szczepow. Dlatego problem zmian w aparacie translacyjnym,
w konteks$cie starzenia zostal szerzej omowiony w pracach Borkiewicz i in. 2019, Moton i in.
2022, Moton i in. 2020 oraz Szajwaj i in. 2017 [H4-H7]. Zaburzenia w budowie mate;j,
czy duzej podjednostki rybosomu byly dyskutowane kilkakrotnie, ale jak do tej pory mato
poznany jest udziat zmian na poziomie centrum GTPazowego w procesie starzenia. Centrum
GTPazowego zlokalizowane jest w duzej podjednostce rybosomu. W rybosomach
eukariotycznych centrum GTPazowe stanowi, tzw. pe¢tla sarcynowo-rycynowa (SRL), petla
tiostreptonowa oraz kciuk rybosomowy ztozony z biatek uLL10, uL11 i dimeru P1-P2. W bliskie;j
odlegtosci od SRL znajdujg si¢ biatka uLL11 oraz uL6, ktére razem z SRL tworzg sie¢ interakcji.
Drugim aspektem, ktory chciatem podkreslic w tej czgsci to udzial gendéw paralogicznych
w starzeniu komorki. Tempo 1 wydajnos$¢ translacji sg scisle powigzane z dtugoscia zycia, a jak
wskazujg badania zaburzenia w sktadzie biatek rybosomalnych lub czynnikoéw translacyjnych
moga znaczaco spowolni¢ proces starzenia u wszystkich eksperymentalnych modeli.
Biosynteza biatek, w tym i synteza samych rybosomdw, jest najbardziej energochtonnym
procesem, dlatego wszelkie zaburzenia w obrebie tych proceséw ograniczaja zuzycie energii
przez co moga prowadzi¢ do dlugowieczno$ci. Moze to stanowi¢ rowniez pewne
wytlumaczenie korzystnego wpltywu ograniczenia kalorii 1 uruchomienie szlakoéw
metabolicznych spowolniajacych starzenie. Pomimo ze u drozdzy 137 genoéw koduje biatka
rybosomalne, to az 59 z nich jest kodowana przez par¢ gendéw, ktdore mozna uznaé za paralogi
[32]. Paralogi powstaty jako konsekwencja duplikacji genomu i w wiekszosci przypadkow
biatka kodowane przez pare genow sg identyczne lub prawie identyczne [33]. Co ciekawe,
delecja obu zduplikowanych gendéw czesto prowadzi do $§mierci komorki, co pokazuje, ze obie
wersje biatka sg niezbedne do przynajmniej jednej podstawowej funkcji biologicznej, jednak
samo biologiczne znaczenie tworzenia paralogdéw jest do dnia dzisiejszego niewyjasnione [34].
Nie do konca jasny jest rowniez wptyw delecji paralogdw na procesy starzenia komorkowego.
Jak pokazuja dane literaturowe, w niektérych paralogach efekt usunigcia jednego z genow

16



znaczgco wydtuzat zywotno$¢, podczas gdy usunigcie drugiego nie, co sugeruje pewng
funkcjonalng dywergencje w obrebie poszczegdlnych izoform [35]. Ten problem w konteks$cie
starzenia zostal rozwinigty w obrgbie trzech publikacji przedstawionych jako osiagni¢cie [H4-
He].

W publikacji Borkiewicz i in. 2019 [H4], w ktorej bytem rownorzgdnym pierwszym autorem
zbadano wplyw jednego ze zduplikowanych biatek rybosomalnych na aparat translacyjny wraz
z jego implikacjami dla potencjalu reprodukcyjnego i starzenia si¢ komoérek drozdzy. Rola
biatka ul6, zwlaszcza jego paralogow u eukariontdw, pozostaje niejednoznaczna.
Weczesniejsze badania, m. in. z wykorzystaniem Drosophila melanogaster i Danio rerio
wykazaty znaczenie ulL6 dla prawidtowego wzrostu, rozwoju 1 zywotnosci tych organizmow
[36,37]. W tej pracy wykazano, ze paralogi ul6A4 i ulL6B maja wysoki stopien homologii
w sekwencji aminokwasowej rowne 98.5%. Analiza przesiewowa fenotypu mutantow drozdzy
narazonych na roézne warunki stresowe, m.in. stres osmotyczny, stres termiczny, stres
oksydacyjny, stres proteotoksyczny czy czynniki powodujace zaburzenia w biosyntezie §ciany
komorkowej nie ujawnita zadnych istotnych réznic we wzro$cie w pordwnaniu ze szczepem
typu dzikiego. Sugeruje to, ze izoformy A 1 B biatka uL6 nie odgrywaja istotnej roli w adaptacji
komoérek drozdzy do zmieniajacych si¢ warunkéw $Srodowiskowych. Nastepnie zostal
przygotowany podwdjny mutant (szczep pozbawiony obu paralogéw). Usunigcie obu wersji
genu uL6 nie prowadzi do wzrostu komorek, dlatego zostat wykorzystany wektor pYES2.
W tym szczepie gen ul6A4 ulega ekspresji pod promotorem GAL1 (szczep GAL::uL6A).
Kinetyka wzrostu szczepu na pozywce statej uzupetnionej galaktoza byta podobna do wzrostu
szczepu typu dzikiego, a wzrost zostat calkowicie zatrzymany na podlozu uzupetionym
glukoza. Ta wstgpna obserwacja sugerowata, ze biatko ulL6 jest niezbedne do przezycia
drozdzy. Jednak analizy tempa wzrostu na podtozu plynnym wykazaty, ze po przejsciu
z pozywki opartej na galaktozie na represyjna pozywke oparta na glukozie, szczep GAL::uL6A
znaczaco spowolnit wzrost. Te dane zostaty potwierdzone przez obserwacje mikroskopowe
prowadzone na podtozu statym, ktére potwierdzily, ze w ciggu 24 h szczep GAL::uL6A byt
w stanie wykona¢ jedynie kilka podwojen. Powolny wzrost zmutowanego szczepu mozna
prawdopodobnie przypisac stabilnosci biatek rybosomalnych, ktére sg obecne w komorce przez
ponad 24 godziny 1 mogg wspiera¢ synteze biatek, przy jednoczesnym spowolnieniu tempa
wzrostu. Niejednokrotnie standardowym podejsciem do okreslenia przezywalnos$ci komorek
jest test wzrostowy na podtozu ptynnym lub podtozu statym, w tym 1 wspdtczynnik formowania
kolonii. Innymi stowy, jesli komoérka nie ro$nie w podlozu, to oznacza, ze nie zyje. W fenotypie
drozdzy, ktéry znajduje si¢ w bazach danych wielokrotnie mozemy rowniez spotkac si¢
z okresleniem, ze szczep jest niezywotny jako homodiploid czy haploid, a badania mozna
prowadzi¢ jedynie w wersji heterodiploida. Dlatego prébowano w tej pracy odpowiedzie¢
na fundamentalne pytanie, czy rzeczywiscie usunig¢cie obu wersji genu ul6 jest letalne
dla komorki, czy prowadzi jedynie do zahamowania wzrostu poprzez zatrzymanie cyklu
komorkowego. W tym celu przygotowano hodowle ptynne prowadzone na podtozu bogatym
1 wykonano test przezywalnosci (znakowanie jodkiem propidyny). Okazato si¢, ze zaledwie
kilka procent komorek jest martwych, co wyraznie pokazuje, ze rybosomalne biatka uL6 nie
sa niezbedne do przezycia komorki, ale sg niezbedne do progresji cyklu komérkowego. W celu
uzyskania wgladu w udziat obu paralogéw uL6 w funkcjonowaniu mechanizmu translacji,
zbadano szybko$¢ translacji przez pomiar inkorporacji znakowanej radioaktywnie
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35S-metioniny dla pojedynczych mutantow w odniesieniu do szczepu referencyjnego. Badania
jednoznacznie wykazaty, ze wydajno$¢ translacji mutantéw z pojedyncza delecja byta nizsza
0 20% dla obu zmutowanych szczepdw w pordwnaniu z typem dzikim, co wskazuje, ze brak
jednej izoformy biatka uL6 w konkretnym szczepie drozdzy wptywa negatywnie na wydajnos¢
translacji. Przeprowadzono réwniez analize profilu polisomu w zaproponowanym ukladzie
eksperymentalnym. Jak wspomniano wczesniej, analiza profilu polisoméw pozwala
na doskonalg charakterystyke maszynerii translacyjnej na poziomie podjednostek rybosomu,
monosomu oraz polisomu. Badania wykazaly prawie identyczne profile polisomow obu
pojedynczych mutantow w poréwnaniu z komoérkami typu dzikiego, co oznacza ze dzialanie
aparatu translacyjnego pojedynczych mutantéw przypomina to w szczepie dzikim. Co ciekawe,
pomimo og6élnych podobienstw w mutantach pojawia si¢ charakterystyczna struktura,
tzw. ,,half-mer” co sugeruje, ze skutkiem braku tych pojedynczych biatek w komorce sa defekty
w inicjacji translacji lub zaburzenia w biogenezie duzej podjednostki rybosomu. Analiza
podwojnego mutanta na podiozu z galaktoza nie wykazata zmian w profilu polisomow, z kolei
przeniesienie komodrek na podioze represyjne oparte na glukozie z jednoczesng represja
ekspresji genu uL6A4 spowodowato dramatyczne zmiany w profilu polisoméw. Dotyczyty one
obnizeniu poziomu polisomoéw, ktoremu towarzyszyta akumulacja podjednostki 40S 1 istotna
redukcja podjednostek 60S. Ta cecha wskazuje na kluczowe znaczenie biatka ul6
dla biogenezy duzej podjednostki rybosomow. Analiza komplementacji wykazata,
ze dodatkowe kopie biatka ulL6 przywracaja fenotyp typu dzikiego. We wszystkich
analizowanych przypadkach zaobserwowano powrdt do charakterystycznego dla szczepu
dzikiego profilu polisomow.

Nie wiele wiadomo o wplywie delecji paralogow na starzenie si¢ komorek. Dlatego
wykorzystano biatko ulL6 do przesledzenia zmian na poziomie starzenie w ukladzie
pojedynczych delecji izoformy A lub B oraz w przypadku podwdjnego mutanta. Juz wczesniej
pojawiaty si¢ dane, Zze obnizenie wydajnosci mechanizmu translacyjnego moze przynies¢
pozytywne zmiany w przezywalnosci komorek eukariotycznych [23,35]. Te dane, pomimo
ze traktujg o starzeniu to w rzeczywistosci dotycza jedynie ich potencjatu reprodukcyjnego.
Dlatego w tej pracy, podobnie jak w pracach [H1] 1 [H3] wykorzystano jako jednostke starzenia
si¢ czas, a nie jedynie liczbe wyprodukowanych komorek potomnych. Analizy dotyczace
starzenia wykonano na podlozu z glukoza oraz na podlozu z galaktoza. Podczas wzrostu
na podtozu z glukoza wykazano, ze brak jednego z genow ul6A lub uL6B prowadzi
do statystycznie istotnego wzrostu $redniego potencjatu reprodukcyjnego w pordwnaniu
ze szczepem dzikim. Z kolei delecja obu gendéw drastycznie redukuje liczbe komorek
potomnych wyprodukowanych przez drozdzowa komorke matke do okoto 3 podwojen,
w pordéwnaniu z okoto 20 dla szczepu typu dzikiego. Réznicom tym towarzyszyt istotnie
statystycznie wydluzenie czasu zycia reprodukcyjnego pojedynczych mutantow i1 skrocona
dhugos¢ zycia reprodukcyjnego podwodjnego mutanta. Co ciekawe, delecja obu wersji genow
uL6 jednoczesnie prowadzi do dlugowieczno$ci komorek tego szczepu, zwigkszajac Srednig
dhugo$¢ zycia ponad dwukrotnie w poréwnaniu ze szczepem referencyjnym. Dhugowiecznos¢
podwdjnego mutanta wigze si¢ ze znacznym wydluzeniem czasu zycia po reprodukcji
w poréwnaniu z kontrola, co jak wspomnialem wczesniej [H1], wydaje si¢ by¢ kluczowym
parametrem determinujagcym dlugowiecznos$¢. Dodatkowo na szczegdlng uwage zwraca brak
istotnego statystycznie wydtuzenia czasu zycia pojedynczych mutantéw. Dlatego, pomimo
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istotnego zwickszenia liczby wyprodukowanych paczkéw, diugos¢ zycia komorek tych
szczepOw pozostaje na poziomie szczepu dzikiego. W zwigzku z tym otrzymane dane po raz
kolejny potwierdzaja, ze potencjat reprodukcyjny szczepdw nie powinien by¢ wykorzystywany
jako jedyny wyznacznik dhugowiecznosci w badaniach nad starzeniem z wykorzystaniem
drozdzy.

Co ciekawe, analizy tempa starzenia pojedynczych komorek wykonane na podiozu
zawierajacym galaktoze jako zrodlo wegla wykazaty z kolei, ze w wyniku delecji jednego
z gendw ulL6A4 lub ul 6B nie dochodzi do zmian w potencjale reprodukcyjnym w poroéwnaniu
ze szczepem typu dzikiego, podczas gdy w podwdjnym mutancie (GAL::uL6A) dochodzi
do redukcji tego parametru prawie o potowe. Ponadto nie zaobserwowano zmian w czasie
reprodukcji u mutantéw z pojedyncza delecja w porownaniu z kontrola, podczas gdy podwojny
mutant wykazywat znacznie skrocony czas reprodukcji. Istotne roznice odnotowano natomiast
podczas analizy czasu zycia po reprodukcji i w catkowitej dlugosci zycia. We wszystkich
przypadkach mutanty (pojedyncze lub podwojny) miaty znacznie wydluzony czas
po reprodukcji oraz catkowita dtugos¢ zycia (zwlaszcza GAL ::uL6A). Badania dotyczace
tempa wzrostu oraz starzenia pokazuja, ze zatrzymanie wzrostu szczepu GAL::uL6A
na podtozu z glukoza jest gtownie zwigzane z zaburzeniami na poziomie cyklu komoérkowego,
a nie szlaku determinujacego starzenie si¢ i $mier¢ komoérki. Dodatkowo warto podkreslic,
ze brak jednej izoformy biatka uL6 wywiera wigkszy wptyw na parametry fizjologiczne
w przypadku dynamicznie rosngcych komoérek na podlozu z glukoza, w przeciwienstwie
do warunkow panujacych na podtozu zawierajacym galaktoze.

Reasumujac, w tej pracy wykazano, ze uL6 nie jest wymagany do przezycia komorek,
chociaz brak tego biatka zmniejsza tempo wzrostu 1 istotnie obniza zdolnos¢ do paczkowania.
Biatko uL6 ma kluczowe znaczenie dla wydajnego skladania podjednostki rybosomu 60S,
a obie izoformy uL6 najprawdopodobniej petnig t¢ samg funkcje¢, odgrywajac wazng role
w dostosowaniu dzialania mechanizmu translacji do potrzeb metabolicznych komorki.
Brak jednej izoformy biatka ulL6 wywiera wigkszy wplyw na parametry fizjologiczne
w przypadku dynamicznie rosngcych komorek na podlozu z glukoza, niz na podtozu
zawierajacym galaktoze. Delecja pojedynczego genu ul6 znaczaco zwigksza liczbe podwojen
drozdzowej komoérki matki, ale tylko w komorkach o wysokim tempie metabolizmu (wzrost
na podtozu z glukoza). W zwigzku z tym utrzymanie dwoch kopii genu L6 umozliwia komorce
sprostanie wysokim wymaganiom skutecznej syntezy rybosomow. Duzym wktadem w rozwdj
biogerontologii, ale réwniez mikrobiologii ogodlnej jest wynik uzyskany dla podwdjnego
mutanta. Warto podkresli¢, ze brak wzrostu komorki nie musi by¢ réwnoznaczny z jego
Smiercig. W tej pracy wykazano, ze wrecz przeciwnie, zatrzymanie cyklu komoérkowego
spowodowanego przez brak biatka uL6 prowadzi do dlugowiecznosci.

W pracy Molon i in. 2022 [H5] kontynuowano watek udziatu paralogéw uL 6 w procesie
starzenia. Celem tej pracy bylo wykazanie wptywu nadekspresji uL6A4 1 ulL6B w mutantach
delecyjnych 1 w szczepie referencyjnym na starzenie komorek. Dane zaprezentowane
we wcezesniejszej pracy wykazaty, ze komplementacja mutacji genu uL6A4 lub ul 6B prowadzi
do powrotu fenotypu dzikiego pod wzgledem profilu polisomow. Jako pierwsze sprawdzono
kinetyke wzrostu. Zaskakujaco nadeksprymowanie uL6 prowadzi do spowolnienia kinetyki
wzrostu analizowanych szczepéw (dane niepublikowane). Ta wstgpna obserwacja byla
podstawa do okreslenia wzglednego poziomu mRNA obu paralogéw pochodzacych z genomu
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1 plazmidéw. Gléwny wynik uzyskany z tego eksperymentu wskazuje, ze wzgledna ilo$¢
mRNA pochodzacego z plazmidu w formie B jest kilkakrotnie wigksza niz ilo§¢ mRNA
pochodzacego z plazmidu niosgcego wariant formy A genu ul6. Dodatkowo poziom mRNA
pochodzacego z plazmidu jest wielokrotnie wigkszy w poréwnaniu z mRNA pochodzenia
genomowego. Najwigksze zmiany odnotowano podczas nadekspresji formy ul6B.
W przypadku mutanta ul6bA4 komplementacja plazmidem niosacym gen ul6B prowadzi
do wzrostu poziomu mRNA prawie 152 razy, w szczepie ul6ad prawie 108 razy, natomiast
w szczepie typu dzikiego okoto 75 razy. Z kolei poziom mRNA podczas nadeksprymowania
ul.6A wzrost 6-krotnie w szczepie dzikim, 12-krotnie w mutancie ulL6a4 1 prawie 24-krotnie
w mutancie ulL6b/. Zastanawiajace bylo zréznicowanie poziomu ekspresji paralogow uL6
w analizowanych szczepach, dlatego nastepnie wykorzystaliSmy testy utraty plazmidu
1 toksycznos$ci, aby wykazaé, ze znacznie nizszy poziom formy A genu ul6 jest zwigzany
z toksycznoscig tego biatka lub samego mRNA. Badania jednoznacznie pokazuja, ze obecno$¢
dwoch wersji uL64, tj. genomowej 1 plazmidowej jednoczesnie w przypadku szczepu dzikiego
1 mutanta uL6bA prowadzi do utraty plazmidu w krotkim czasie po wzroscie na podlozu
bogatym. Po trzech pasazach mniej niz 10% komorek szczepu dzikiego 1 uL6bA posiadato
plazmid 1 bylo nastepnie zdolne do wzrostu w podtozu selekcyjnym SD-ura. W przypadku
nadekspresji uL6B nie zauwazyliSmy zadnych istotnych zmian, albo efekt byl pozytywny
(np. uL6aA) w poréwnaniu z kontrolag. Dodatkowo, co istotne wzrost poziomu mRNA uL6A4
prowadzi do wzrostu wrazliwo$ci na stres srodowiskowy, w tym osmotyczny, oksydacyjny
i inhibitory biosyntezy $ciany komorkowej. Ten wynik sugeruje nie tylko udzial ul6A4
w odpowiedzi na stres srodowiskowy, ale réwniez kluczowa rolg tego biatka w biosyntezie
sciany komodrkowej lub jej przebudowie. Co zaskakujace, nasze badania pokazuja, Ze stres ten
jest niezalezny od czynnika Hacl, ktory jest zaangazowany w odpowiedzZ na stres retikulum
endoplazmatycznego.

Kluczowe w zrozumieniu roli zwigkszenia ilosci mRNA paralogéw genu uL6 byly
analizy tempa starzenia na poziomie pojedynczych komoérek. W tej pracy wykazano,
ze nadekspresja zaréwno gendw ul6A, jak 1 ulL6B prowadzi do statystycznie istotnego
zmniejszenia potencjatu reprodukcyjnego dla wszystkich analizowanych szczepow (p<0.001)
w poréwnaniu z kontrolg. Co zaskakujace, komplementacja gendw ul6A4 lub u/6B w mutanty
nie spowodowaty powrotu do fenotypu typu dzikiego, co oczekiwano na podstawie danych
z profilu rybosoméw. Odnotowano rowniez skrocenie diugosci zycia reprodukcyjnego
(p<0.001) szczepow z nadekspresja ulL6A lub uL6B niezaleznie od szczepu kontrolnego.
Analiza calkowitej dlugosci zycia wykazata, ze zwigkszenie iloSci mRNA paralogow ul6
w komorce przyspiesza starzenie. Dodatkowg wartoscig tej pracy jest wykazanie, ze pojedyncze
mutanty zawierajace wektor kontrolny miaty istotnie zwigkszony potencjat reprodukcyjny
w porownaniu ze szczepem dzikim. Pokazuje to, ze zastosowane Zrodlo wegla, a nie podtoze
(bogate/ubogie) jest czynnikiem krytycznym dla uzyskania przez komorki drozdzy
zwiekszonego potencjatu reprodukcyjnego.

Reasumujac, nadekspresja zarowno uL 64, jak 1 uL 6B przyspiesza starzenie si¢ komorek
drozdzy. Poziom mRNA uL64 jest $cisle kontrolowany przez komorki, a biatko uL6a odgrywa
kluczowa rol¢ w odpowiedzi na stres srodowiskowy, m.in. stres oksydacyjny i osmotyczny
w sposOb niezalezny od Hacl. Zatem biatka ulL6 s3 zaangazowane w liczne zdarzenia
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biologiczne, wykraczajace poza translacje, z funkcja pozarybosomalng lub aktywnoscig
wielofunkcyjna podkreslajaca ich funkcjonalng heterogenicznos¢.

W pracy Moton i in. 2020 [H6] skupiono si¢ na biatku uL11 zlokalizowanym w obrebie
duzej podjednostki rybosomu. Badania do tej pracy zostaly zrealizowane w ramach
otrzymanego projektu badawczego przez NCN - Miniatura-2.

Translacja podobnie jak 1 inne procesy komorkowe wymagaja dostarczenia energii.
W przypadku rybosomdéw energia ta pochodzi z hydrolizy GTP przy udziale centrum
GTPazowego. Biatko uLll, ktore jest przedmiotem tej pracy reprezentuje silnie
zakonserwowane ewolucyjnie biatko rybosomalne i jest uwazane za jeden z wazniejszych
sktadnikow centrum GTPazowego, biorace udziat w wielu aspektach cyklu zyciowego
rybosomu, poczawszy od biogenezy podjednostki 60S, inicjacji translacji, a na elongacji
konczac. uL11 podobnie jak uL6 wystepuje w genomie w formie paralogu. Jak wczesniej
wspomniano rola zduplikowanego biatka rybosomalnego w komorce nie zostala ostatecznie
wyjasniona, natomiast jedna z hipotez zaklada, ze biatka rybosomalne speiniajg funkcje
regulacyjne. Istnieje kilka propozycji podkreslajacych regulacyjng role biatek rybosomalnych,
w tym mozliwy udziat wielofunkcyjnych biatek rybosomalnych, tzw. protein moonlighting,
w determinowaniu starzenia, ktére nigdy nie zostaly dokladnie zbadane w konteksScie
heterogenicznosci tych biatek. Warto podkresli¢, ze dotychczasowe badania nie rozstrzygnety
réwniez, czy wydtuzenie zycia jest bezposrednio zwigzane z redukcja syntezy bialek, czy tez
stanowi efekt zwigzany z pozarybosomalng aktywnoscig bialek rybosomalnych. Wydaje sig,
ze kolejne odkrycia wielofunkcyjnych biatek rybosomalnych sg kluczowe w rozstrzygnigciu
roli rybosomu i jego biogenezy w zapewnieniu dtugowiecznosci.

Materialem badawczym w tej pracy byty pojedyncze mutanty ul / laAiul 11bA oraz podwdjny
mutant ul. I labA, a kontrole stanowil szczep BY4741. Poczatkowo wykonano standardowy test
kinetyki tempa wzrostu. Badania pokazaty, ze usunigcie parologu A nie miato zadnego wptywu
na tempo wzrostu, natomiast usunigcie paralogu B lub usunigcie obu zduplikowanych genow
istotnie zaburzylo wzrost komorek. Potwierdzity to dane czasu podwojenia wykonane podczas
analizy potencjalu reprodukcyjnego. Czas podwojenia podwojnego mutanta byt dwukrotnie
dluzszy w porownaniu z kontrolg. Co ciekawe, oba paralogi maja identyczna sekwencje
aminokwasowa, a w szczepie dzikim ich ekspresja jest na podobnym poziomie (analiza
na podstawie danych z sekwencjonowania metoda RNA-Seq). Pomimo tego juz wstepne
analizy wykazaly istotne roznice w fenotypie pomiedzy mutantami. Nastepnie wykonano
analiz¢ cyklu komoérkowego. Podwojny mutant wykazywat zaburzenia w przejsciu z fazy G1
do G2 cyklu komoérkowego ze znaczng akumulacja w fazie S. Dane te uzupelniaja wynik
analizy czasu podwojenia 1 wskazuja, ze efekt powolnego wzrostu mutanta ulllabA jest
glownie zwigzany z zaburzeniami cyklu komorkowego. Nastepnie wykonano standardowe
analizy wplywu czynnikow stresowych na wzrost komorek. Badania pokazuja, ze izoformy A
1 B biatka uLL11 nie odgrywaja istotnej roli w adaptacji komoérki drozdzy do zmieniajacych si¢
warunkow srodowiskowych. Jednak brak obu izoform ulll prowadzi do nadwrazliwosci
na czynniki powodujace zaburzenia w syntezie Sciany komorkowej (Czerwien Kongo
i Calcafluor White). Dodatkowo komoérki pozbawione izoformy B lub obu izoform
wykazywaly wrazliwo$¢ na nadtlenek wodoru, co sugeruje pewna rolg biatka uL11 w adaptacji
na stres oksydacyjny. Kolejne analizy dotyczyly sprawnosci translacyjnej analizowanych
szczepOw. Najwieksze uposledzenie translacji, bo az o 70% w pordwnaniu z kontrola,
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odnotowano dla komoérek pozbawionych obu wersji genu uL /1, natomiast najmniejsze (o 10%)
dla komoérek pozbawionych izoformy A. Brak paralogu B uposledzit istotnie translacje
az o 40% w porownaniu z kontrolg. Te wyniki potwierdzaja poprzednie analizy, pokazujac
korelacje migdzy defektem wzrostu a zaburzeniami na poziomie wydajnosci translacji.
Nastgpnie skoncentrowano si¢ na analizie profilu polisomoéw analizowanych szczepow.
Analizy wykazaty, ze delecje pojedynczych izoform uL/l majag wplyw na profil polisomu,
zwlaszcza na parametr dotyczacy stosunku polisomu do monosomu 80S. Badania wskazuja,
ze frakcja polisomalna jest zmniejszona, co sugeruje zaburzenia w aktywnej frakcji
rybosoméw. Z kolei jednoczesny brak izoform A i B spowodowal dramatyczne zmiany
w profilu polisomoéw z pojawieniem si¢ struktury half-mer. Struktury half-mer, o czym
wspomniano wczesniej, moga powsta¢ w wyniku zakldécen w biogenezie podjednostki 60S
lub w wyniku defektu inicjacji translacji. Dodatkowo zmienit si¢ stosunek podjednostki
40S/608S, pokazujac jednoczesnie nagromadzenie podjednostki 40S i niedobor 60S. W zwigzku
z tym half-mery najprawdopodobniej powstaja w wyniku defektu biogenezy duzej podjednostki
rybosomu. Brak obu wersji biatka uL11 prowadzi réwniez do obnizenia stosunku polisomu
do monosomu, co sugeruje zaburzenie maszynerii translacyjnej i jednocze$nie wspiera bardzo
niska zdolnos$¢ translacyjng i wyjasnia fenotyp powolnego wzrostu. Nastgpnie skierowano
pytanie, czy te zaburzenia maja wptyw na potencjal reprodukcyjny i dtugos¢ zycia komorek
w badanym uktadzie eksperymentalnym. Brak pojedynczych parologdéw istotnie zwigksza
potencjat reprodukcyjny komorek, przy czym ponad dwukrotnie w przypadku paralogu A
1 0 66% w przypadku wersji B. Te dane s3g spdjne z uzyskanymi danymi w pracy H4, gdzie
wykazano rowniez zwigkszenie potencjatu reprodukcyjnego pojedynczych mutantow.
Pomimo istotnych zaburzen w maszynerii translacyjnej w przypadku podwojnego mutanta
dochodzi do zwigkszenia liczby komorek corek wyprodukowanych przez komorke matke
w porownaniu z kontrola, ale ten wynik nie byl istotny statystycznie. Analizy czasu reprodukcji
pokazuja, ze wszystkie analizowane szczepy mialy istotnie statystycznie wydluzony czas
reprodukcji w poréwnaniu z kontrolg. W przypadku pojedynczych mutantow bylta to pochodna
znacznego zwigkszenia potencjalu reprodukcyjnego, natomiast w przypadku podwodjnego
mutanta zwigzana z istotnym wydluzeniem czasu podwojenia. Z kolei analizy czasu
po reprodukcji pokazaly, ze podwoOjny mutant ma drastycznie skrocony czas zycia
po reprodukcji w poréwnaniu z BY4741. Istotne statystycznie skrocenie czasu po reprodukcji
odnotowano rowniez w przypadku pojedynczych mutantéw. Ponadto oznaczono catkowita
dhugos¢ zycia analizowanych szczepdéw. Uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja, ze komorki
szczepu ulllaA maja istotnie wydluzony czas zycia w poroOwnaniu z kontrolg, co czyni
go szczepem dhugowiecznym. Brak izoformy B lub obu izoform nie miato wptywu na czas
zycia, co pokazuje po raz kolejny, ze brak parametru czasowego w badaniach z wykorzystaniem
drozdzy jako modelu jest niewystarczajacy i generuje rozbiezne wnioski. Mozna zatem
konkludowa¢, ze tagodne zmiany tempa syntezy biatek zwigkszaja przezywalnos¢ komorek.
Podczas eksperymentu okres$lajacego potencjal reprodukcyjnych zaobserwowano znaczny
wzrost objetosci komoérek w pordwnaniu z kontrola, dlatego nastgpnie przeanalizowano
kinetyke wzrostu komorek podczas kolejnych podwojen. Zmiany wielkosci komorek sg istotne
w $wietle hipotezy hipertrofii. Dlatego tutaj skoncentrowano si¢ na testowaniu tej hipotezy.
Zaprezentowane wyniki badan pokazuja, ze komoérki pozbawione paraloga A lub B maja
istotnie zwiekszony przyrost objetosci komorek podczas kolejnych podwojen w poréwnaniu
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z kontrola. Te analizy podwazaja podstawy hipotezy hipertrofii. W tym przypadku objetos¢ nie
moze by¢ kluczowym czynnikiem w determinowaniu liczby podwojen, o czym dyskutowano
réwniez w pracy [H2]. Zaobserwowany przyspieszony przyrost objetosci komorek podwojnego
mutanta na podwojenie oraz towarzyszacy fenotyp pgkanie komorek stat si¢ podstawa
do analizy morfologii wakuoli. Otrzymane dane pokazuja, ze usuni¢cie obu izoform genu uL//
istotnie wptynegto na morfologi¢ wakuoli, wykazujac tworzenie si¢ jednej duzej wakuoli,
co moze wskazywac na ich fuzje. Z drugiej strony, szczep typu dzikiego i pojedyncze mutanty
wykazaty podobny wzor morfologii wakuoli, z kilkoma matymi wakuolami w komorce, co jest
charakterystyczne dla tego tla genetycznego. Obserwowane zjawisko fuzji wakuoli
u podwdjnego mutanta wraz z dysfunkcja na poziomie biosyntezy $ciany komoérkowej thumacza
zjawisko pekania komoérek tuz po zakonczeniu reprodukeji i istotng redukcje czasu
po reprodukcji. Najprawdopodobniej wakuola wywiera mocny nacisk na $ciang komorkowa,
prowadzac do jej stresu. Fenotyp pekajacych komorek jest rzadki u drozdzy o czym
wspomniano wczesniej, ale moje badania pokazuja, ze istotnie determinuje potencjat
reprodukcyjny w przypadku mutantéw, ktére majg zaburzenia w biosyntezie chityny [H2].
Dlatego ten eksperyment silnie potwierdza moje wczesniejsze obserwacje dotyczace
kluczowego udzialu $ciany komorkowej w starzeniu si¢ drozdzy. W zwiazku z tym ten
prywatny czynnik starzenia staje si¢ kluczowym graczem podczas wykorzystania modelu
drozdzowego w badaniach nad starzeniem. Nastepnie, w celu oceny odpowiedzi komorek
na delecje genu ulLll, przeprowadzono szeroka analiz¢ transkryptomu w analizowanym
uktadzie eksperymentalnym. Badania pokazaly, ze w przypadku szczepu ulllaA doszto
do istotnego zaburzenia ekspresji ok. 1500 genéw, a w przypadku uL 11bA ponad 2000 genow
(z 6275 genéw, ktore posiadaja drozdze). Najwyrazniejszy efekt odnotowano dla komorek
pozbawionych obu izoform genu uL 11, gdzie doszto do istotnego zaktdcenia ekspresji ponad
3500 genow. W przypadku podwojnego mutanta te zmiany dotyczyty grupy genéw zwigzanych
z jaderkiem, pre-rybosomami, cytoszkieletem, mikrotubulami wrzeciona kariokinetycznego,
wakuolami czy genami zwigzanymi z biogeneza $ciany komorkowe;.

Nastepnie skupiono si¢ na ocenie liczby genow, ktorych ekspresja ulegta zmianie pomiedzy
kontrola, a komodrkami pozbawionymi biatek uLll. Przeanalizowano kilka szlakow
zwigzanych gldwnie ze starzeniem si¢ 1 Smiercig komorki, cyklem komorkowym, translacja,
biogeneza Sciany komorkowej, biogeneza rybosomoéw oraz odpowiedzig na stres oksydacyjny.
Dominujacy efekt zaobserwowano w obszarze translacji, w tym biogenezy rybosomow
oraz w cyklu komorkowym 1 odpowiedzi na stres oksydacyjny. Najbardziej wyrazny efekt
zwigzany byl z usunigciem obu paralogéw ulll. Jednoczesny brak form A 1 B wywarl
najsilniejszy wplyw na aparat translacyjny, prowadzac do nadekspresji 291 genéw zwigzanych
z translacjg 1 biogeneza rybosomoéw oraz obnizajac ekspresje 171 gendow w tych samych
kategoriach. Duze zmiany odnotowano na poziomie genow regulujacych cykl komorkowy.
Delecja obu wersji genu ul 11 prowadzi do nadekspresji 129 genoéw, a ekspresja 249 genow
zaangazowanych w regulacje cyklu komérkowego byta obnizona.

Uzyskane w tej pracy wyniki pokazaty jednoznacznie, ze mutacje w paralogicznych genach
ul 11 prowadzg do istotnych zmian metabolicznych na poziomie komorki. Dlatego nastgpnie
sformulowano pytanie, czy te zmiany maja wplyw na sktad chemiczny komorki, co jest
swoistym odzwierciedleniem metabolomu komorki. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie
zastosowano spektroskopi¢ Ramana. Wszystkie analizowane probki wykazywaly widma
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z licznymi pikami odzwierciedlajacymi sktad chemiczny komorki. Wzér pikéw byt podobny
we wszystkich analizowanych szczepach, ale mial r6ézng intensywnos$¢. Roznice
w intensywnos$ci pikow wynikaja z réznych ilosci zwigzkéw chemicznych w badanych
komorkach drozdzy, co wskazuje na zmiennos$¢ chemiczng analizowanych mutantéw drozdzy
w pordéwnaniu ze szczepem typu dzikiego. Analiza komoérek szczepu ulllabA wykazata,
ze wszystkie wyrazne sygnaty w widmie ramanowskim miaty statystycznie istotnie nizsze
intensywnosci pikow w porownaniu z kontrolg, co wyraznie wskazuje na zmian¢ metabolomu
tego szczepu. Co ciekawe, szczep ul 1 1aA wykazywat podobne do kontroli lub wyzsze wartosci
niektoérych sktadnikéw chemicznych. Te istotne zmiany dotycza migdzy innymi pikow
odpowiedzialnych za RNA, polisacharydy i fosfolipidy. Moze to sugerowac istotny wptyw tych
makromolekut w utrzymaniu wysokiego potencjatu reprodukcyjnego i/lub dtugowiecznosci.

Podsumowujac, w tej pracy wykazano, ze brak parolgow ul 114 lub ul l1B prowadzi
do zwigkszenia potencjatu reprodukcyjnego komorki, z kolei brak obu wersji tego genu
nie wplywa na ten parametr. W przypadku szczepu ulLllabA obserwujemy fuzje wakuoli,
co prowadzi do gwattownego wzrostu tempa obj¢tosci. Ten szczep wykazuje réwniez fenotyp
pekania komorek, co jest skorelowane z fuzja wakuoli oraz wrazliwoscia na inhibitory
biosyntezy $ciany komorkowej. Pojedyncze mutanty wykazuja znacznie wyzsze maksymalne
objetosci w poréwnaniu ze szczepem kontrolnym, co stoi w kontrze z podstawami goraco
dyskutowanej hipotezy hipertrofii. Brak obu wersji paralogow ulll wywiera wplyw
na ekspresje ponad 3500 genow.

W publikacji Szajwaj i in. 2019 [H7] wlaczonej jako osiagnigcie przedstawiono
kompleksowy obraz wptywu depurynacji petli sarcynowo-rycynowej (SRL) na aparat
translacyjny in vivo. Pg¢tla sarcynowo-rycynowa stanowi najbardziej konserwowang czgs¢
rRNA duzej podjednostki rybosomalnej. Z kolei sama rycyna uwazana jest za jedna
z najsilniejszych toksyn roslinnych inaktywujacych rybosomy. Zbudowana jest z dwoch
podjednostek: A (RTA) i B (RTB), przy czym wtasciwosci toksyczne (depurynacja adeniny
w rRNA SRL) ma podjednostka A rycyny. SRL stanowi zasadniczy element centrum
GTPazowego i jej rolg jest hydroliza GTP przez biatka o aktywnos$ci GTPaz. Jak wspomniatem
wczesniej w bliskiej odlegtosci od SRL znajdujg sie biatka uLL11 oraz ulL6, ktére razem z SRL
tworzg sie¢ interakcji. Badania w ukladzie in vitro wykazaty, ze depurynacja petli sarcynowo-
rycynowej po dzialaniu rycyng inaktywuje rybosomy poprzez hamowanie translokacji podczas
elongacji translacji. Do eksperymentdw wykorzystano drozdze w tle genetycznym W303
oraz skonstruowany plazmid zawierajacy RTA. Ekspresja genu byta §cisle kontrolowana
za pomocg promotora GAL1. W konsekwencji hodowla na podtozu zawierajacym galaktoze
jako Zrédlo wegla indukowato ekspresje toksycznej rycyny, natomiast wzrost na podlozu
z glukozg dziatal jako represor ekspresji tego genu. Brak wzrostu na galaktozie $wiadczyt
o poprawnosci uktadu eksperymentalnego i1 jednoczesnym toksycznym dzialaniu rycyny.
Analiza RT-qPCR wykazala, ze w warunkach ekspresji rycyny jedynie 10% rybosoméw byto
depurynowanych po 6 godzinach eksperymentu. Co ciekawe, w warunkach represji ekspresji
1.6% rybosoméw wykazywalo depurynacje, co moze $wiadczy¢ o tzw. przeciekaniu
wykorzystanego promotora. Zaktada si¢, ze rycyna wylacza rybosomy in vitro, ale wptyw
na translacj¢ in vivo nie zostal jak do tej pory wyjasniony. Badania pokazuja, ze wydajnos¢
translacji zostala zmniejszona do 47% w warunkach represji w porownaniu z kontrola,
co wskazuje, ze nawet niewielki poziom depurynacji pgtli sarcynowo-rycynowej przez rycyng
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jest w stanie nieproporcjonalnie zmniejszy¢ ogolng aktywno$¢ translacyjng. Co wazne,
po przetaczeniu zrodta wegla na galaktozg, komorki z ekspresja RTA wykazywaly dalszy
spadek sprawnosci translacyjnej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze poziom hamowania translacji
po indukcji galaktozy byt proporcjonalny zaréwno w komorkach kontrolnych, jak
i w komorkach z ekspresja RTA. Dodatkowo wydajnos¢ translacji mierzona podczas indukcji
galaktozy, byla taka sama w komorkach kontrolnych i komoérkach z ekspresja RTA w czasie
trwania eksperymentu. W zwigzku z tym poziom zahamowania translacji nie korelowat
z poziomem depurynacji SRL. Dodatkowo wykonane analizy poziomu wprowadzeniu
btednego aminokwasu pokazuja, ze komorki, w ktorych doszto do ekspresji rycyny majg
zwigkszony poziom wprowadzania blednego aminokwasu co rowniez nie korelowato
z poziomem depurynacji SRL.

Kluczowe 1 interesujace wyniki uzyskano analizujac tempo starzenia. Wczesniej
wykazano, ze obecnos¢ rycyny w komorce powoduje jej Smier¢ prawdopodobnie na drodze
apoptozy [38]. Co ciekawe, zahamowanie wzrostu drozdzy, na ktoére dzialano rycyng okazato
si¢ odwracalne. Gdy komorki eksprymujace RTA po indukcji galaktoza wysiano
na nieselektywng bogata pozywke YPD (Yeast extract Peptone Dextrose), wzrost zostat
przywrécony. Na podtozu bogatym komorki powrdcity do cyklu komoérkowego, co wskazuje,
Ze rycyna nie jest czynnikiem prowadzacym do $mierci komorki, a jedynie hamuje proliferacje.
Potwierdzily to testy mikroskopowe, gdzie wykazano zaburzenia w morfologii komorek
traktowanych rycyng oraz zmniejszony indeks paczkowan, co wskazuje na zaburzenia w cyklu
komoérkowym. Te obserwacje potwierdzity analizy z zastosowaniem cytometrii przeptywowe;j.
Badania zywotno$ci nie wykazaly istotnych roéznic w $miertelno$ci komorek
z ekspresja rycyny. Dlatego kluczowym byto okreslenie potencjatu reprodukcyjnego oraz czasu
zycia pojedynczych komorek. Eksperyment wykonano na podtozu zawierajacym glukoze
1 galaktoze jako zrédto wegla. Analizy na pozywce zawierajacej glukozg wykazaty, ze komorki
zawierajace plazmid RTA zyly istotnie dtuzej niz komorki kontrolne. Natomiast co kluczowe,
ekspresja rycyny nie wplyneta na catkowita dlugo$¢ zycia, co wykazano na podlozu
zawierajacym galaktoze. Wskazuje to jednoznacznie, ze rycyna nie ma wplywu
na przezywalno$¢ i starzenie si¢ komorek. Istotne roznice zaobserwowano analizujac potencjat
reprodukcyjny komorek. Zarowno liczba komoérek potomnych wyprodukowanych przez
komorke matke, jak i czas reprodukcji byly zredukowane w przypadku komorek zawierajacych
plazmid z rycyna rosngcych na poditozu z glukoza lub galaktoza. Jest to konsekwencja
zatrzymania cyklu komorkowego. Jak pokazaty badania, czas po reprodukcji byt czynnikiem
determinujagcym dlugowieczno$¢ komorek szczepu zawierajacego plazmid z rycyng. Po raz
kolejny wskazano, ze ten parametr jest kluczowy w determinowaniu dlugosci zycia. Podczas
hodowli na obu analizowanych zrédtach wegla, czas po reprodukcji komoérek szczepu
niosacego plazmid RTA byt istotnie wydluzony w poréwnaniu z komodrkami szczepu
kontrolnego. W zwiazku z tym analizy dlugo$ci zycia 1 potencjatu reprodukcyjnego byty
kluczowe, aby wykaza¢, ze depurynacja petli sarcynowo-rycynowej za posrednictwem rycyny
spowodowata istotne zmniejszenie potencjatu reprodukcyjnego komorek, ale nie zmniejszyto
ich catkowitej dtugosci zycia.

Reasumujac, badania sugeruja, ze toksyczne dzialanie rycyny nie jest zwigzany
z inaktywacja rybosomow na drodze depurynacja petli sarcynowo-rycynowej, jak do tej pory
sadzono. Najprawdopodobniej pojawienie si¢ nawet niewielkiej puli rybosoméw z depurynacja
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prowadzi do aktywacji szlakow metabolicznych obnizajacych wydajnos¢ translacji
i regulujacych cykl komorkowy. Odkryciem i kluczowym wynikiem w tej pracy sa dane
pokazujace, ze rycyna jest czynnikiem, ktéry zatrzymuje cykl komoérkowy, czego
konsekwencja jest obnizona zdolno$¢ do reprodukcji. Nie ma jednak wptywu na przezywalnos¢
i $rednig dlugos$¢ zycia,

Do najwazniejszych odkry¢ naukowych opisanych w przedstawionym osiggnieciu
naukowym zaliczam:

1. Wskazanie $ciany komoérkowej 1 zaburzen w jej biosyntezie jako jednego z czynnikow
determinujacych potencjat reprodukcyjny szczepow.

2. Parametr czasowy, a nie sam potencjat reprodukcyjny jest kluczowym wynikiem opisujacym
starzenie w modelu drozdzowym.

3. Czas zycia po reprodukcji jest istotnym parametrem determinujgcym starzenie si¢ komorek.
4. Komorki drozdzy nalezace do tego samego tta genetycznego moga mie¢ zaprogramowany
czas zycia.

5. Komoérki potomne pochodzace od starych komoérek matek sg pozbawione mtDNA, a takze
sa podatne na peknigcia podwdjnej nici DNA, maja zmieniong morfologie jaderka oraz
zaburzenia w aparacie translacyjnym.

6. Komorki potomne pochodzace od starych komoérek matek maja zredukowany potencjat
reprodukcyjny, ale $redni czas zycia komorek pozostaje na poziomie komorek szczepu
kontrolnego.

7. Zaburzenia komponentow budujagcych centrum GTP-azowego rybosomu s3 kluczowe
w starzeniu komorek drozdzy.

8. Zwigkszenie liczby kopii mRNA parologdw genu uL6 stanowi czynnik przyspieszajacy
starzenie si¢ 1 istotnie obnizajacy potencjat reprodukcyjny.

9. Biatko uL11 ma dodatkowe funkcje zwigzane z regulacja cyklu komorkowego.

10. Rycyna jest toksyna, ktora zatrzymuje cykl komorkowy i zaburza potencjat reprodukcyjny,
ale nie ma wptywu na dlugos¢ zycia komorek.

11. Komorki drozdzy z zaburzeniami w biosyntezie $ciany komoérkowej majg zdolnos¢
do osiggania mniejszej lub wigkszej maksymalnej objetosci niz szczep kontrolny. W zwiazku
z tym, hipertrofia nie moze by¢ jedynym czynnikiem ograniczajacym potencjat reprodukcyjny
komorek drozdzy, jak sadzono wczesnie;.

12. Istnieje zalezno$¢ migdzy metabolizmem lipidéw a czasem Zycia po reprodukcyjnym.

13. Drozdze mogg stanowi¢ dogodny model w badaniach nad starzeniem pod warunkiem
wyeliminowania wpltywu prywatnych dla drozdzy czynnikéw regulujacych starzenie sie.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowych, ktérych wyniki umieszczone
sa w pracach naukowych (Zalacznik 4 ,,Wykaz osiagnie¢ naukowych”)

5.1 Temperatura jako abiotyczny czynnik regulujacy procesy zyciowe

Mechanizm starzenia moze by¢ modulowany zarowno przez czynniki Srodowiskowe,
jak 1 genetyczne. Temperatura jest jednym z parametrow termodynamicznych, ktore wptywaja
na praktycznie wszystkie procesy biochemiczne w komoérce. Dlatego jednym z moich
zainteresowan badawczych jest analiza wptywu temperatury na dlugo$¢ zycia oraz zmiany
metaboliczne u r6znych grup organizméw. Materiatem badawczym staty si¢ jednokomodrkowe
drozdze paczkujace S. cerevisiae, a wsréd modeli zwierzecych wywilzna kartowata
Drosophila melanogaster oraz mszyce.

W publikacji Molon i Zadrag-Tecza 2016 (zalacznik 4; P12) wykazatem,
ze temperatura ma wigkszy wpltyw na czas zycia komodrki niz na potencjat reprodukcyjny.
Pokazuje to jednoznacznie, ze standardowe wyrazanie dlugosci zycia modelu drozdzowego
jako liczba podwojen jest nieuzasadnione. Obnizenie temperatury wzrostu komorek do 22°C
istotnie wydhuza czas zycia komorek aktywnych mitotycznie, z kolei podniesienie temperatury
do 37°C prowadzi do przyspieszenia starzenia si¢ tych jednokomoérkowcow, przy
jednoczesnym skroceniu czasu podwojenia i zwiekszeniu poziomu reaktywnych form tlenu.
Zaprezentowane wyniki sugeruja rowniez, ze agregaty bialkowe zwigzane z biatkiem Hsp104,
traktowane jako marker starzenia drozdzy, nie wydaja si¢ wplywa¢ na warto$¢ liczbowa
potencjatu reprodukcyjnego.

W pracy Molon i in. 2020 (zatacznik 4; P22) analizowatem zalezno$¢ pomigdzy zmiang
temperatury, ttem genetycznym owadow (pochodzenie muszki owocowej), tempem
metabolizmu a dtugo$cia zycia. Materialem badawczym byly szczepy dzikie D. melanogaster
pochodzace z Australii, Kanady i Beninu oraz referencyjny szczep OregonR. Tempo
metabolizmu D. melanogaster mierzono w kalorymetrze izotermicznym w temperaturze 20°C,
25°C 1 28°C. Uzyskane dane wykazaly silny negatywny zwigzek miedzy catkowitym
wyptywem ciepta a dlugowiecznoscig. Wysokie tempo metabolizmu prowadzi
do przyspieszonego starzenia si¢ zardwno samcOw 1 samic we wszystkich analizowanych
szczepach. Dodatkowo wykazatem, Ze temperatura jest kluczowym czynnikiem wptywajacym
na ptodnos¢, sukces reprodukcyjny 1 mase ciata. W tej pracy wykazatem rowniez przydatno$¢
metody kalorymetrii izotermicznej do badania wplywu warunkéw stresowych srodowiska
na aktywnos¢ metaboliczng owadéw. Moze to mie¢ istotne znaczenie dla prognozowania
wplywu globalnego ocieplenia na aktywnos$¢ metaboliczng, dlugos$¢ zycia 1 bionomie¢ réznych
gatunkéw owadow. Analizy kalorymetryczne wykonywalem w ramach stazu w Instytucie
Fizjologii Roslin PAN w Krakowie (Zatacznik 7 — staz 2). Ta publikacja powstata rowniez we
wspOtpracy miedzynarodowej z dr. Ralphem Doblerem z Wydzialu Biologii Politechniki
w Dreznie.

Zmiany klimatyczne, a w szczegdlnoSci obserwowany obecnie wzrost temperatury,
mogg mie¢ wpltyw na owady roslinozerne. Celem pracy Dampc i in. 2020 (zalacznik 4; P21)
bylo wyjasnienie, w jaki sposdb mszyce Aphis pomi reaguja na stres abiotyczny, w tym
przypadku wywotany wzrostem temperatury otoczenia. Owady te charakteryzuja si¢ waska
tolerancj¢ termiczng, a tempo ich rozwoju jest silnie uzaleznione od temperatury otoczenia.
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Wykazano, ze podwyzszenie temperatury o 2°C skutkuje zwigkszeniem wystepowania
od jednej do pigciu generacji w sezonie. Dodatkowo podwyzszenie temperatury ma wpltyw
na zwigkszenie ptodnosci, migracje sezonowe, czy zwigkszenie przezywalno$ci w zimie.
W  konsekwencji moze by¢ to kluczowe w aspekcie ekonomicznym gospodarstw
specjalizujacych si¢ w uprawach, m.in. jabloni. Wszystkie eksperymenty prowadzono w trzech
temperaturach: 20, 25 i1 28°C w komorze klimatycznej. Okreslono zmiany aktywnosSci
markerow enzymatycznych, tj. dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, S-transferazy
glutationowej, B-glukozydazy, oksydazy polifenolowej 1 peroksydazy w tkankach mszyc,
w kazdej z analizowanych temperatur. Nastepnie za pomocg mikrokalorymetrii izotermiczne;j
okreslono zmiany wyplywu ciepta emitowanego przez mszyce w kazdej z temperatur. Nasze
wyniki wskazuja na zalezng od temperatury reakcje obronng 4. pomi. Jak wykazano w tej pracy,
aktywnos$¢ analizowanych enzymdw i wzrost tempa metabolizmu odegraty role mechanizmow
adaptacyjnych 1 dziataly skuteczniej w wyzszych temperaturach. W ten sposdb mszyce
sa w stanie szybko zareagowac na stres srodowiskowy i ochroni¢ si¢, m.in. przed nadmierng
indukcja wolnych rodnikow tlenowych.

Temperatura jest jednym z gtownych czynnikow regulujacych bionomi¢ owadow,
w tym rozwoj, rozmnazanie, przezywalno$¢, czy cykle zyciowe. Dlatego celem publikacji
Durak i in. 2021 (zatacznik 4; P24) bylto okreslenie r6znic w aktywno$ci enzymatycznej nimf
i dorostych mszyc nalezacych do trzech gatunkow: Aphis pomi, Macrosiphum rosae 1 Cinara
cupressi oraz zmian w ich reakcji na wzrost temperatury. Zaprezentowane w tej pracy wyniki
wykazaty, ze aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych, detoksykujacych i oksydoredukcyjnych
determinowane byly gltownie przez stadium rozwojowe mszyc. Zaobserwowalismy silnie
dodatnig korelacj¢ migdzy aktywno$cig enzymow detoksykujacych i oksydoredukcyjnych,
a rozwojem mszyc oraz ujemng korelacje miedzy aktywnos$cig enzymow antyoksydacyjnych,
a rozwojem mszyc. Co ciekawe, system enzymOw antyoksydacyjnych byt bardziej wydajny
u nimf mszyc, a podczas rozwoju mszyc zmniejszyla si¢ aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, co wydaje si¢ zapewnia¢ skuteczng ochrong¢ nimfom i1 osobnikom
dorostym w warunkach stresu. W tej pracy wykazaliSmy réwniez, ze wzrost aktywnosci
metabolicznej spowodowany wzrostem temperatury prowadzit do przyspieszenia starzenia si¢
mszyc.

Zmiany temperatury otoczenia moga wywiera¢ wplyw zardwno na owady roslinozerne,
jak 1 na rosliny. Dodatkowo wzrost temperatury moze réwniez posrednio wptywaé na mszyce,
zmieniajac jako$¢ tkanek rosliny zywicielskiej. Dlatego w pracy Dampe i in. 2021 (zatacznik
4; P26) wykazano wplyw zmian temperatury otoczenia na interakcje migdzy rosling
zywicielska (Rosa rugosa) a owadami (Macrosiphum rosae). Jak wykazano w tej pracy, stres
termiczny w zakresie od 25 do 28°C ma istotny wplyw na interakcje mszyca-roslina
zywicielska, wpltywajac na kondycje mszyc 1 aktywno$¢ enzymoéw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym zaréwno u owaddw, jak i roslin. Reakcje obronne mszyc i roslin r6znily sie
w zaleznos$ci od temperatury 1 byly najwyzsze podczas inkubacji w 28°C u mszyc 1 20°C
u roslin. Reakcje obronne mszyc przebiegaty dwuetapowo. Pierwszym etapem byla reakcja
na krotkotrwata ekspozycje na ciepto (28°C), natomiast drugim byta reakcja obronna mszyc
na zmiany w ros$linie zywicielskiej poddanej dilugotrwatemu stresowi abiotycznemu
1 biotycznemu. Co ciekawe, istnieje szansa, ze wzrost temperatury otoczenia bedzie wptywat
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niekorzystnie na mszyce rowniez w konteks$cie zmian biochemicznych i reakcji fizjologicznych
ro$lin na podwyzszong temperature.

Odpowiedz enzymatyczna w tkankach mszyc jest zwigzana réwniez ze zmiang
zywiciela. W pracy Durak i in. 2018 (zatacznik 4; P17) wykazalismy, Ze stres srodowiskowy
wywotany przez zmiang zywiciela indukuje organizmy mszyc do natychmiastowej odpowiedzi,
co przejawia si¢ zwickszong aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych, w tym dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy w zaledwie 24 godziny po kolonizacji nowej rosliny zywicielskie;j.
WykazaliSmy rowniez, ze enzymy te dzialaja w ciele mszycy w sposob komplementarny
z enzymami oksydoredukcyjnymi 1 detoksykacyjnymi. Dzigki elastycznej aktywnosci
enzymOw mszyce sg w stanie szybko reagowac i dostosowywaé si¢ do réznych zywicieli,
co prowadzi do osiggnigcia sukcesu adaptacyjnego.

Wyniki przeprowadzonych badan zaprezentowane w pracach Dampc i in. 2020 oraz
Dampc i in. 2021 (zatacznik 4; P21, P26) staty si¢ podstawa do ubiegania o stopien naukowy
doktora nauk biologicznych przez Doktoranta mgra Jana Dampca. Miatem przyjemnos¢ by¢
promotorem pomocniczym rozprawy doktorskiej mgra Jana Dampca zatytutowanej ,,Reakcje
adaptacyjne wybranych gatunkow mszyc (Hemiptera: aphidoidea) na wzrost temperatury”.
Dnia 27 pazdziernika 2022 r. Rada Naukowa Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Rzeszowskiego nadata stopien naukowy doktora Panu Janowi Dampcowi.

Moje ogoélne zainteresowania biologiczne, w tym i konsekwencje zwigzane ze zmianami
temperatury  zaprezentowalem  roéwniez  jako = wspdlautor  dwoch  publikacji
popularnonaukowych, co stanowi nowe dane na temat rozmieszczenia populacji modliszki
zwyczajnej Mantis religiosa w potudniowo-wschodniej Polsce (zatacznik 4; P10, P18).

5.2 Wykorzystanie drozdzy paczkujacych jako modelu do analiz wlasciwosci skladnikow
pochodzenia naturalnego

Che¢ dtugiego zycia z jednoczesnym zapewnieniem dobrej kondycji fizycznej 1 psychicznej
stajg si¢ dzisiaj nieodtagczng motywacjg coraz wigkszej czesci populacji ludzi. Poszukujemy
diety lub suplementacji diety w celu zapewnienia sobie dobrego zdrowia 1 opdznienia procesoOw
starzenia. Dlatego moje zainteresowania naukowe zwigzane sg rowniez z wykorzystaniem
drozdzy jako dogodnego modelu w badaniach nad wptywem wybranych substancji na procesy
fizjologiczne komorki, w tym i starzenie. Do tej pory opublikowatem cztery prace z tej tematyki
moich zainteresowan, a kolejne sa3 w przygotowaniu.

Swoja uwagg skupiono na karnozynie. Karnozyna to naturalnie wystepujacy dipeptyd
o wlasciwosciach antyglikujacych, chelatujacych 1 potencjalnych  witasciwosciach
antystarzeniowych. W publikacji Kwolek-Mirek i in. 2016 (zatacznik 4; P15) wykazano,
ze L-karnozyna jest czynnikiem spowalniajagcym  kinetyke wzrostu  drozdzy
1 wydtuzajacym potencjal reprodukcyjny oraz reprodukcyjny czas zycia komorki, co moze by¢
wynikiem zmniejszonego potencjatu blony mitochondrialnej i zmniejszonej zawartosci ATP
w komorkach drozdzy.
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Prozdrowotne 1 przeciwstarzeniowe wtasciwosci kurkuminy znane sg od lat. Jednak
nie do konca jasny jest wptyw tej substancji na starzenie si¢. W pracy Stepien i in. 2020
(zatacznik 4; P20) wykazano, ze kurkumina znaczaco zwigksza stres oksydacyjny
i jednoczesnie przyspiesza replikacyjne i chronologiczne starzenie si¢ komorek drozdzy
pozbawionych ochrony antyoksydacyjnej i mechanizméw naprawy DNA. Udato si¢ jednak
wykaza¢, ze prawdopodobnie poprzez hormeze¢ kurkumina opdznia starzenie si¢ szczepu
kontrolnego.

Kawa jest jednym z najbardziej pozadanych napoi na $wiecie. Pomimo wielu
wysitkow badaczy do dnia dzisiejszego brak jest jednoznacznej odpowiedzi na pytanie,
w jakim stopniu kawa ma pozytywny wptyw na organizm. Dlatego w pracy Czachor i in. 2020
(zalacznik 4; P23) poréwnano dwa rodzaje kawy klasy speciality: Arabica i Robusta.
Pokazano, ze kawa typu Robusta ma znacznie wigksza zdolnos¢ antyoksydacyjng niz Arabika.
Wykorzystujac model drozdzowy wykazano, ze wykorzystane kawy wydtuzaja chronologiczng
dlugos$¢ zycia komorek drozdzy poprzez ochrong komorek przed reaktywnymi formami tlenu,
pekaniem podwojnej nici DNA 1 spadek aktywnoS$ci metaboliczne;.

Pod wzgledem wielu okreslonych korzysci zdrowotnych, midd wzbogacony owocami
aronii mozna uzna¢ za ciekawg alternatywe zywnos$ci funkcjonalnej. Dlatego w pracy Milek
i in. 2021 (zatacznik 4; P25) badano wptyw dodatku owocoéw aronii w miodzie rzepakowym
pod katem wiasciwosci fizykochemicznych 1 aktywnosci biologicznej. Wiasciwosci
przeciwutleniajagce wzbogaconych miodéw badano zaréwno w uktadzie in vitro jak i in vivo
wykorzystujac model drozdzowy. Badania pokazaty, ze dodatek aronii znaczaco zmodyfikowat
wlasciwosci fizykochemiczne miodu oraz wzmocnit jego potencjat antyoksydacyjny. Ponadto
zmodyfikowany miod chronit komorki drozdzy przed stresem oksydacyjnym wywotanym
przez nadtlenek wodoru.

5.3 Wykorzystanie modelu drozdzy w badaniach nad zmianami fizjologicznymi komorki
Drozdze Saccharomyces cerevisiae jako model badawczy sa mi bliskie od poczatku mojej
aktywnos$ci naukowej. Tematyka wykorzystania drozdzy jako modelu badawczego nad
starzeniem aktywnych mitotycznie komorek zostala zaproponowana mi przez promotora mojej
rozprawy doktorskiej prof. Tomasza Bilinskiego. Za sprawa tej wspolpracy (trwajacej
do wrzesnia 2015 roku) powstaty prace traktujace o wykorzystaniu modelu drozdzowego
w badaniach nad starzeniem Zadrag-Tecza i in. 2013 (zalacznik 4; P7) w tym weryfikujace
hipotez¢ hipertrofii, jako jednej z potencjalnych przyczyn =zatrzymania potencjatu
reprodukcyjnego Molon i Zadrag-Tecza 2016 (zatacznik 4; P14). W pracy Molon i in. 2016
(zalacznik 4; P13) wykazatem, Ze zmiana tempa metabolizmu moze prowadzi¢ do op6znienia
starzenia aktywnych mitotycznie komorek, wowczas opisalem rowniez jako pierwszy szczep
drozdzy wykazujacy fenotyp dtugowiecznosci. W zwigzku z tym, kilka lat badah dato pewnosc,
ze istniejg czynniki, w tym genetyczne, ktore mogg sterowac starzeniem u drozdzy, co sprawia
ze drozdze jako jednokomoérkowe grzyby mogg stanowi¢ model badawczy. Wowczas
otrzymano réwniez wstepne dane na temat udziatu aparatu translacyjnego w starzeniu drozdzy
wynikajace z mutacji w jednym z czynnikow transkrypcyjnych polimerazy RNA II. Energetyka
komorki jest podstawowym czynnikiem regulujagcym wszystkie procesy metaboliczne. Dlatego
w pracy Kwolek-Mirek i in. 2019 (zalacznik 4; P19) wykazano, ze szczepy drozdze
pozbawione enzymu ograniczajacego szybkos$¢ szlaku pentozofosforanowego wykazujg
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zmiany w komorkowym statusie redoks, co jest spowodowane zaburzeniami w generowaniu
NADPH. Co wazne, prowadzi to do zmniejszenia potencjatu reprodukcyjnego szczepu, ale bez
istotnego wptywu na catkowitg dtugos¢ zycia komorki. Drozdze postuzyly mi rowniez jako
model w badaniach nad starzeniem komorek postmitotycznych w pracy Lewinska i in. 2014
(zatacznik 4; P9). W tej publikacji wykazano, Zze na chronologiczne starzenie moze wptywaé
niestabilno$¢ chromosomu XII, prowadzaca zaréwno do niestabilno$ci rDNA, jak i aneuploidii
catego chromosomu. W konteks$cie starzenia replikacyjnego wykazano, ze zawartos¢ rDNA
w chronologicznie starzejacych si¢ komorkach moze by¢ czynnikiem determinujgcym
pozniejszg dlugos¢ zycia replikacyjnego. W ramach wspotpracy z prof. Markiem
Tchoérzewskim (UMCS) oprécz opisanych wcezesniej prac (zalacznik 4; H3-7, P13), drozdze
wykorzystano rowniez w pracy Wawiorka i in. 2017 (zatacznik 4; P16), w ktorej wykazano,
ze rybosomy pozbawione biatka P1/P2 wykazuja zmniejszong wierno$¢ translacji na etapach
elongacji i terminacji. Co ciekawe, brak bialek P1/P2 istotnie wydtuza czas podwojenia
komoérek w poréwnaniu z kontrolg, ale ma niewielki wplyw in vivo na wydajnos¢ innych
etapow syntezy biatek zaleznych od GTPazy translacyjnej. W tej pracy wykazano réwniez,
ze wyczerpanie bialek P1/P2 jest gtéwng przyczyna spowolnienia translacji i obniza aktywnos¢
metaboliczng komorek. Drozdze zostaty rowniez wykorzystane w pracy Sadowska-Bartosz
i in. 2013 (zatacznik 4; P8) w kontekscie wskazania dimetylosulfotlenku (DMSO) jako
czynnika indukujacego stres oksydacyjny u drozdzy. Pomimo ze, DMSO jest szeroko
wykorzystywany, m.in. jako krioprotektant do konserwacji komorek oraz jako rozpuszczalnik
zwigzkéw chemicznych ma wlasciwosci pro-oksydacyjne. Poziom powstawania wolnych
rodnikow tlenowych jest zalezny od stosowanego stezenia DMSO. W tej pracy wykazano
réwniez, ze zawarto$¢ glutationu komorkowego wzrastata proporcjonalnie wraz ze wzrostem
stezenia DMSO, co najprawdopodobniej stanowi odpowiedz kompensacyjng komoérki drozdzy.
W ramach wspoétpracy miedzynarodowej, ktorej owocem stata si¢ publikacja Moton i in. 2022
(zalacznik 4; P30) wykazano, ze dwa podstawowe sktadniki chromatyny, tacznik histonowy
Hhol 1 biatko zwigzane z aktyng 4 (Arp4) maja wpltyw nie tylko na chronologiczng dtugos¢
zycia co opisano wczesniej, ale roOwniez na starzenie komorek aktywnych mitotycznie.
Co ciekawe, w skonstruowanym w tej pracy zestawie heterozygot nie zaobserwowano zmian
w tempie starzenia komorek, co wskazuje jednoznacznie, ze dla zachowania dlugosci zycia
charakterystycznej dla szczepu dzikiego niezbgdna jest zaledwie jedna wersja genu ARP4
1 HHOI.

Drozdze sa dogodnym modelem ze wzglgdu na mozliwos$¢ pracy w uktadzie haploidalnym
1 diploidalnym, w tym i heterozygotycznym. Jest to kluczowe w sytuacji wykorzystania uktadu
eksperymentalnego, w ktorym wykorzystuje si¢ geny niezbgdne do zycia. Do tej grupy genow
zaliczamy, m.in. te ktore sg $cisle zwigzane z inicjacjg replikacji genomowego DNA. Dlatego
w pracy Stepien i in. 2022 (zalacznik 4; P27) wskazano, ze heterozygoty ORC/orcA
charakteryzuja si¢ zmniejszeniem poziomu bialek Orcl-6, co znaczaco wydluza czas
podwajania 1 Srednig dlugo$¢ zZycia chronologicznego, a takze zwigksza potencjal
reprodukcyjny. Co ciekawe, w tej pracy jako piersi wykazaliSmy, ze heterozygotyczne komorki
ORC/orcA4 1 komorki diploidalne typu dzikiego tatwo ulegaja haploidyzacji podczas starzenia
chronologicznego. Sg to nowe dane, ktére wskazuja ze tak zwany ploidy shift moze by¢ silnie
zwigzany z glodem odzywczym (wyczerpaniem sktadnikow pokarmowych podczas
chronologicznego starzenia si¢) lub niezdolnoscia do przetrwania w warunkach stresu.
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Dodatkowo, co wydaje si¢ by¢ réwniez kluczowe dla analiz starzenia, technika spektroskopii
Ramana pomogta nam wzmocni¢ hipotez¢ o znaczeniu metabolizmu lipidow 1 homeostazie
w procesie starzenia, co dodatkowo popiera moje wnioski przedstawione w cyklu publikacji
stanowigcej osiggniecia. Ta publikacja powstala we wspotpracy z dr hab. Adrianng Skoneczna,
prof. IBB (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN) i stanowi jedno z osiggni¢¢ doktorantki, ktorej
jestem promotorem pomocniczym.

TEMPO, jest jednym ze zwigzkéw zwanych nitroksydami, ktore sg wykorzystywane
w przemysle chemicznym, a dodatkowo jest szeroko stosowanym przeciwutleniaczem
w badaniach naukowych. W zwiagzku z wykorzystaniem technologicznym istnieje obawa,
ze substancja ta moze mie¢ negatywny wplyw na biosfer¢. W pracy Molon i in. 2023 (zatgcznik
4; P32) wykazano, ze TEMPO spowalnia kinetyke wzrostu komorek drozdzy, jednoczesnie
spowalniajac starzenie si¢ komodrek postmitotycznych w populacji. Ponadto komorki drozdzy
traktowane TEMPO wykazywaty znacznie zwigkszony poziom metabolizmu, a sam nitroksyd
wykazywal dziatanie genoprotekcyjne poprzez zmniejszenie liczby peknig¢ dwuniciowego
DNA w komorkach. Dodatkowo wykazano, ze wbrew ogélnej opinii TEMPO ma réwniez
dzialanie toksyczne, zwlaszcza na komorki aktywne mitotyczne. Na podstawie analiz RNA-
Seq postawiono hipotezg, ze uposledzenie translacji lub zaburzenie biogenezy rybosomow
mozna najprawdopodobniej uzna¢ za czynnik prowadzacy do zatrzymania cyklu
komoérkowego. Te dane s3 spojne z uzyskanymi przeze mnie wczesniej danymi
zaprezentowanymi jako osiagniecie.

5.4 Opracowanie nowych nieinwazyjnych biomarkeréw stresu oksydacyjnego
i nitrozacyjnego

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) definiuje si¢ jako czasteczki
zawierajace niesparowany elektron zdolny do zainicjowania utleniania. Stres oksydacyjny jest
wynikiem braku rownowagi miedzy endogenng produkcja ROS a skuteczno$cig mechanizmow
antyoksydacyjnych. Chociaz ROS odgrywaja role w obronie gospodarza (np. fagocytozie),
nadprodukcja tych czasteczek moze powodowac uszkodzenie tkanek i stany zapalne, a nawet
Smier¢ komorek. Do reaktywnych form azotu (ang. reactive nitrigen species) zalicza si¢ tlenek
azotu oraz jego pochodne, ktore powstaja w wyniku przemian metabolicznych. Nadmiar
reaktywnych form azotu uszkadza komorki, powodujac stres nitrozacyjny, zjawisko
analogiczne do stresu oksydacyjnego.

W ramach badan realizowanych wraz z Instytutem Nauk Medycznych Kolegium Nauk
Medycznych UR oznaczane sg biomarkery stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego w surowicy
pacjentoOw chorujacych na mukowiscydoze, atopowe zapalenie skory, przewlekta pokrzywke
spontaniczng oraz schorzenia urologiczne (nowotwory urogenitalne: nerek, gruczotu
krokowego, moczowodu, pegcherza moczowego oraz jadra, a takze pacjenci z kamicg goérnych
oraz dolnych drég moczowych). Badania te maja na celu opracowanie nowych nieinwazyjnych
biomarkerow, ktore moglyby pomdc w ocenie stanu pacjentdow, a takze ocenie korelacji tych
markerdw z nasileniem, jak i postepem chorob oraz z odpowiedzig terapeutyczng. Techniki
uzywane do pomiaru biomarkerow sg proste, szybkie i niedrogie, dlatego moga by¢ stosowane
w codziennej rutynowej praktyce laboratoryjnej do oceny i monitorowania stanu zdrowia
chorych.
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W ramach tej wspotpracy prowadzone sg badania z nastepujacymi Jednostkami.

Jednostki UR:

- Zaktad Biochemii i Chemii Ogoélnej (dr n. biol. Sabina Galiniak)

- Zaktad Histologii i Embriologii (dr hab. Agata Wawrzyniak, prof. UR)

- Zaktad Anatomii Prawidtowej i Klinicznej (dr n. med. Krzysztof Balawender)

- Katedra Pediatrii (dr hab. n. med. Marta Rachel)

- Pracownia Ewaluacji Wiedzy (mgr inz. Marek Biesiadecki)

Wspétpraca ze szpitalami:

- Kliniczny Oddziat Urologii i Urologii Onkologicznej Samodzielnego Publicznego Zespotu

Opieki Zdrowotnej nr 1 w Rzeszowie (dr n. med. Krzysztof Balawender)
- Klinika Alergologii i Mukowiscydozy Szpitala Wojewodzkiego Nr 2 im. Sw. Jadwigi
Kroélowej w Rzeszowie (dr hab. n. med. Marta Rachel i dr n. med. Agnieszka Bozek)

Wyniki tej wspotpracy zaowocowaly dwiema publikacjami Galiniak i in. 2022 oraz Galiniak
iin. 2022 (zatacznik 4; P28, P29).

Warto zaznaczy¢, ze praca Galiniak i in. 2022 [P28] dotyczaca mukowiscydozy zostata
dostrzezona przez portal rarediseaseadvisor.com w sekcji ‘CF news briefs’ dnia 16 maja 2022.

6. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowg albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnoSci zagranicznej

Prace doktorska wykonywatem w latach 2010-2014 w Katedrze Biochemii i Biologii Komorki
Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego bedac doktorantem
Miedzynarodowego Studium Doktoranckiego Nauk Przyrodniczych Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie. Swoje doswiadczenia badawcze, oprocz macierzystej jednostki, zbieralem
réwniez podczas stazy. Pierwszy z nich realizowalem we wrzesniu 2010 roku w Zaktadzie
Genetyki Instytutu Biochemii 1 Biofizyki PAN w Warszawie. Celem stazu bylo przygotowanie
mutantow delecyjnych, ktére po czgéci mialy stanowi¢ material badawczy mojej rozprawy
doktorskiej. Moimi opiekunami byly prof. Joanna Rytka, dr R6za Kucharczyk (obecnie doktor
habilitowany) oraz dr Monika Wysocka-Kapcinska. Kolejny staz odbylem w Zaktadzie
Biologii Molekularnej UMCS w Lublinie: 03—14.06.2013 r (Zatacznik 7 - staz 1). Staz byt
wspotinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego:
UR — nowoczesno$¢ 1 przyszto$¢ regionu. Celem stazu bylo wykonanie i analiza profili
polisomoéw oraz wydajnosci translacyjnego drozdzy paczkujacych za pomoca inkorporacji
znakowanej radioaktywnie metioniny. W ramach tego stazu powstata publikacja Molon i in.
2016 (zalacznik 4; P13). Kolejne dwa staze odbylem w Instytucie Fizjologii Roslin
im. Franciszka Gorskiego PAN w Krakowie. Pierwszy z nich 06.06—08.07 2016 r (Zatacznik 7
- Staz 2). Celem tego stazu bylo wykonanie analiz wyptywu ciepta za pomocg metody
mikrokalorymetrii izotermicznej, a opiekunem byt prof. Andrzej Skoczowski. W ramach tego
stazu powstata publikacja Molon i in. 2020 (zalacznik 4; P22). Drugi ze stazy odbyt si¢
w dniach 17.02-20.03. 2020 r. (Zalacznik 7 - staz 3). Celem stazu bylo z kolei wykonanie analiz
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sktadu chemicznego komorek za pomocg spektrometrii Ramana, a opiekunem byta dr Monika
Kula-Maximenko. W ramach tego stazu powstata publikacja Molon i in. 2020 (H6).
Wspotpracowalem rowniez z zespolem Pani prof. Malgorzaty Cytrynskiej (Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie) w ramach pomocy w badaniach realizowanych przez
doktorantk¢ nad wplywem lizozymu na potencjal reprodukcyjny i dlugos¢ zycia klinicznych
szczepoOw Candida albicans. Miatem réwniez sw@j udzial w realizacje czesSci badan
realizowanych przez doktorantke Panig karoling Podgorng z Instytutu Katalizy 1 Fizykochemii
Powierzchni im. Jerzego Habera PAN w Krakowie. Badania obejmowaly immobilizacj¢
komorek drozdzy S. cerevisiae w zmodyfikowanych kulkach na bazie alginianiu wapnia. Moje
wspoOtprace dotycza rowniez wykorzystania drozdzy jako ukladu modelowego do badania
ludzkich mutacji determinujacych nowotwory (dr hab. R6za Kucharczyk — Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie). Z kolei w ramach wspotpracy z dr hab. Adrianng Skoneczna,
prof. IBB probujemy wyjasni¢ jak do tej pory nieznany mechanizm prowadzacy do zmiany
ploidii szczepéw podczas starzenia chronologicznego drozdzr. W ramach wspolpracy
z prof. Markiem Tchérzewskim wykonywatem badania w dwoch projektach "Rybosomalne
miejsce P jako modulator pracy rybosomu w zmiennych warunkach $rodowiska"
(2014/13/B/NZ1/00953) oraz "Fosforylacja rybosomalnych biatek P jako zZrodio
wyspecjalizowanych rybosomow - nowy poziom regulacji ekspresji genéw u Eukariota"
(2018/29/B/NZ1/01728) (Zatacznik 8). Udato mi si¢ réwniez nawigza¢ wspolporace
migdzynarodowa. Moimi partnerami we wspotpracy migdzynarodowej sa dr Milena Georgieva
z Laboratory of Molecular Genetics Institute of Molecular Biology "R.Tsanev" Bulgarian
Academy of Sciences. Celem tej wspolpracy jest poznanie udzialu biatek Arp4 i biatka
tacznikowego histonu H1 (Hhol) w starzeniu replikacyjnym. W ramach tej wspolpracy
powstata publikacja Moton i in. 2022 (zalacznik 4; P30). We wrzesniu 2022 r. zostalem
zaproszony do wspotpracy w projekcie badawczym realizowanym przez Bulgarian Science
Fund pt. Mechanizmy epigenetyczne, ograniczenie kalorii 1 energetyka komoérkowa
w przebiegu starzenia replikacyjnego: model koncepcyjny. Liderem projektu jest prof. George
Miloshev z Laboratory of Molecular Genetics Institute of Molecular Biology "R.Tsanev"
Bulgarian Academy of Sciences. Obecnie realizuj¢ rowniez we wspotpracy z dr Eugene Ong
Boon Beng z Institute for Research in Molecular Medicine, Universiti Sains Malaysia, Penang,
Malaysia, projekt dotyczacy zaangazowania bialek przyspieszajacych reprodukcje
i jednoczes$nie skracajacych czas podwojenia w starzeniu replikacyjnym. Wspotprace
migdzynarodowg realizuje rowniez od 2021 roku z dr Dana Laor Bar-Yosef z Department
of Molecular Microbiology and Biotechnology, George S. Wise Faculty of Life Sciences,
Tel Aviv University, Tel Aviv, Izrael. W ramach tej wspdlpracy probujemy odpowiedzie¢
na pytanie dotycza udziatu struktur podobnych do amyloidu na tempo starzenia w drozdzowym
modelu akumulacji adeniny.

Od roku 2015 wykonatem lacznie 60 recenzje prac naukowych (w 30 czasopismach), m.in.
w Acta Biochimica Polonica, Advancement in Medicinal Plant Research, Aging-US,
Antioxidants, Beverages, Biogerontology, Cell Cycle, Clinical Sciences Research and Reports,
European Journal of Clinical and Experimental Medicine, FEMS Yeast Research,
Fermentation, Frontiers in Genetics, Foods, Fungal Biology, International Journal of
Molecular Sciences, iScience, Journal of Fungi, Molecules, Journal of Genetic Engineering
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and Biotechnology, Journal of the Science of Food and Agriculture, Mechanisms of Ageing and
Development, Microorganisms, Molecules, Oxidative Medicine and Cellular Longevity,
Pathogens, Vibrational Spectroscopy, Yeast (zatacznik 4, 11.13 ).

7. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke

7.1. Dzialalnos$¢ dydaktyczna

7.1.1. Prowadzone zaje¢cia dydaktyczne

Od poczatku swojej pracy zawodowej jako nauczyciel akademicki aktywnie uczestnicze
w procesie dydaktycznym. Prowadzitem lub wspolprowadzitem ¢wiczenia laboratoryjne
z kursow: Biologia komorki, Genetyka, Biochemia, Bioinzynieria komorki, Substancje
o znaczeniu biologicznym, Genetyka molekularna drozdzy (kierunek: biologia), Genetyka
ogo6lna, Biologia komorki (kierunek: biotechnologia), Podstawy genetyki (kierunki: ochrona
srodowiska, pedagogika specjalna), Biologia komoérki z biochemig (kierunek: ochrona
srodowiska).

Dodatkowo prowadzilem lub wspotprowadzitem wyktady dla kursow: Genetyka, Biologia
molekularna, Substancje o znaczeniu biologicznym, Nauki biologiczne a problemy
cywilizacyjne, Organizmy genetycznie modyfikowane, Organizmy modelowe w badaniach
biologicznych, Priony i choroby prionowe, Elementy genetyki klinicznej (kierunek: biologia),
Podstawy genetyki (kierunek: pedagogika specjalna), Podstawy biologii i biochemii (kierunek:
wychowanie fizyczne).

7.1.2. Promotorstwo prac doktorskich, magisterskich i inzynierskich

Od 2016 roku bylem promotorem pomocniczym jednej zakonczonej pracy doktorskiej,
dziewieciu prac magisterskich, dwunastu prac licencjackich 1 jednej pracy inzynierskie;j.
Obecnie jestem promotorem jednej pracy licencjackiej, pigciu prac magisterskich
oraz promotorem pomocniczym jednej pracy doktorskiej (obrona zaplanowana jest na koniec
2023 r.). Miatem réwniez przyjemnos¢ by¢ trzykrotnie opiekunem studentéw podczas praktyk
zawodowych oraz trzykrotnie przygotowywac uczniow do mig¢dzynarodowej olimpiady
biologicznej.

Ponizej szczegdtowe informacje na temat mojego udziatu w pracach promotora.

e Prace doktorskie
mgr inz. Karolina Stegpien — promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim wszczetym
decyzja Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego dnia
19.09.2018 roku. Temat rozprawy doktorskiej: Zaburzenia inicjacji replikacji genomowego
DNA jako czynnik regulujacy dtugos¢ zycia drozdzy Saccharomyces cerevisiae w modelu
chronologicznego 1 replikacyjnego starzenia

mgr Jan Dampc — promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim wszczetym decyzja Rady
Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego dnia 15.03.2018 roku. Temat
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rozprawy doktorskiej: Reakcje adaptacyjne wybranych gatunkéw mszyc (Hemiptera,
Aphidoidea) na wzrost temperatury.

Przewo6d doktorski zakonczony. Pan Jan Dampc otrzymat stopien naukowy doktora nauk
biologicznych dnia 27.10.2022 r.

e Prace magisterskie
inz. Kinga Czyrka: Cytotoksyczno$¢ nanoczastek srebra wzgledem wybranych szczepow
drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae. Obrona pracy — lipiec 2017 r. (Kierunek
Technologia zywnosci 1 zywienia czlowieka)

inz. Natalia Fuglewicz: Wpltyw nanoczastek srebra na wybrane gatunki drozdzy
wykorzystywane w technologii zywnosci 1 w biotechnologii. Obrona pracy — wrzesien 2017 r.
(Kierunek Technologia zywnosci i zywienia cztowieka)

Katarzyna Nowak: Wplyw kurkuminy na przezywalno$¢ drozdzy paczkujacych
Saccharomyces cerevisiae w modelu chronologicznego starzenia. Obrona pracy — lipiec 2018
r. (Kierunek: Biologia)

Dominik Wojdyta: Analiza funkcjonalna rybosomalnego genu ul6 drozdzy paczkujacych
Saccharomyces cerevisiae. Obrona pracy: czerwiec 2019 r. (Kierunek: Biologia)

Jadwiga Czachor: Wptyw naparéw kawy jakos$ci speciality na wybrane parametry fizjologiczne
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Obrona pracy — wrzesien 2020 r. (Kierunek: Biologia)

Beata Ciak: Wykorzystanie modelu drozdzy paczkujacych Saccharomyces cerevisiae
w badaniach nad nowotworami u ludzi. Obrona pracy — wrzesien 2020 r. (Kierunek: Biologia)

Kinga Golen: Zmiany biochemiczne komodrek podczas starzenia chronologicznego w uktadzie
modelowym drozdzy paczkujacych. Obrona pracy — wrzesien 2022 r. (Kierunek: Biologia)

Gabriela Malek: Zaburzenia biosyntezy $ciany komorkowej jako potencjalny czynnik
regulujacy starzenie w modelu eksperymentalnym drozdzy paczkujacych Saccharomyces
cerevisiae. Obrona pracy — lipiec 2022 r. (Kierunek: Biologia)

Jarostaw Winiarski: Thiolutin jako inhibitor polimeraz RNA o potencjalnym dzialaniu
antystarzeniowym. Obrona pracy — wrzesien 2022 r. (Kierunek: Biologia)

e Prace licencjackie
Katarzyna Nowak — Wplyw inhibitoréw transkrypcji i translacji na stan fizjologiczny komorek

drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Obrona pracy — czerwiec 2016 r. (Kierunek: Biologia)

Mateusz Chmielowski: Starzenie drozdzy Saccharomyces cerevisiae — podstawy molekularne,
aktualny stan wiedzy 1 perspektywy. Obrona pracy — czerwiec 2016 r. (Kierunek: Biologia)
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Lukasz Wiewiora: Wptyw delecji gendow RPL94 1 RPLY9B na przezywalnos¢ drozdzy
Saccharomyces cerevisiae w modelu chronologicznego starzenia. Obrona pracy — lipiec 2017
r. (Kierunek: Biologia)

Dominik Wojdyta: Wpltyw wybranych inhibitorow translacji na przezywalno$¢ drozdzy
Saccharomyces cerevisiae w modelu chronologicznego starzenia. Obrona pracy — lipiec 2017
r. (Kierunek: Biologia)

Beata Ciak: Charakterystyka wybranych czynnikow spowalniajacych  starzenia
eukariotycznych organizméw modelowych. Obrona pracy — lipiec 2018 r. (Kierunek: Biologia)

Jadwiga Czachor: Charakterystyka wybranych czynnikéw przyspieszajacych starzenie drozdzy
paczkujacych Saccharomyces cerevisiae. Obrona pracy — lipiec 2018 r. (Kierunek: Biologia)

Ewa Panas: Biologiczne teorie starzenia si¢. Obrona pracy — lipiec 2019 r. (Kierunek: Biologia)

Filip Rucki: Szlaki sygnalizacyjne determinujace starzenie. Obrona pracy — lipiec 2019 r.
(Kierunek: Biologia)

Gabriela Malek: Drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae jako model w badaniach
wybranych chorob cztowieka. Obrona pracy: lipiec 2020 r. (Kierunek: Biologia)

Jarostaw Winiarski: Znaczniki fizjologiczne i molekularne procesu starzenia komorkowego.
Obrona pracy — wrzesien 2020 r. (Kierunek: Biologia)

Faustyna Grzyb: Regulacja molekularna gtéwnych szlakéw metabolicznych determinujacych
starzenie. Obrona pracy — wrzesien 2022 r. (Kierunek: Biologia)

Przemystaw Werelusz: Biatka wielofunkcyjne — moonlighting proteins. Obrona pracy -
wrzesien 2022 r. (Kierunek: Biologia)

e Prace inzynierskie
Dominika Szlachcikowska: Analiza fizjologiczna 1 molekularna drozdzy paczkujacych
traktowanych TEMPO (2,2,6,6-Tetrametylopiperydyno-1-oksyl). Obrona pracy — luty 2022 r.
(Kierunek: Biotechnologia)

7.1.3 Opieka nad praktykantami

Beata Ciak — 03.07-18.07.2017 r.

Gabriela Matek — 01.07-19.07.2019 r.

Zofia Kobylinska — 01.12.2022-31.01.2023 r.

7.1.4 Opieka nad uczestnikami Miedzynarodowej Olimpiady Biologiczne;j:

Jaromir Hunia — 2017 r. 1 2018 r.
Marcin Maniak — 2019 r.

39



7.2. Dzialalnos$¢ organizacyjna

- Zastepca Dyrektora Instytutu Biologii i Biotechnologii — od 09.2020 r. —10.2021 r.

- Kierownik Zespotu programowego dla kierunku wiodacego biologia — od 09.2020 r. —
10.2021 r.

- Przewodniczacy Zespotu ds. Promocji Instytutu Biologii i Biotechnologii —01.10 2019 r. —
30.09.2020 r.

- Pelnomocnik Rektora ds. Klas Akademickich i Uniwersyteckiego Portalu Wiedzy — od
01.10.2018 r.

- Cztonek Zespotu ds. modernizacji kierunku Biologia —18.02.2019 — 31.08.2019 r.

- Czlonek Rady Instytutu Biologii i Biotechnologii od 11.2019 r.

- Koordynator ds. Klas Akademickich Wydziatu Biologiczno-Rolniczego oraz Instytutu
Biologii i Biotechnologii od 10.2017 r.

- Opiekun Roku na kierunku Biologia dla rocznika rozpoczynajacego naukg w roku
akademickim 2018/2019

- Koordynator projektu ,,Biologia kluczem do sukcesu” z ramienia Uniwersytetu
Rzeszowskiego (2022-2024)

- Cztonek komitetu organizacyjnego i naukowego podczas Konferencji Mlodych Naukowcow
Spojrzenie mtodych naukowcow na rozwoj nauk biologicznych i chemicznych,

Krakéw 22.10 2016 r.

- Cztonek komitetu organizacyjnego - XX VI Ogolnopolska Konferencja hemipterologiczna
“Mszyce i inne pluskwiaki” Berezka — 17-20 wrze$nia 2019 .

- Koordynator Nocy Biologoéw (edycja 2023)

7.3. Dzialalno$¢ popularyzatorska

Czynny udziat w:

- Dni Wydziatlu Biologiczno-Rolniczego —2015 r. - 2018 r. (warsztaty laboratoryjne)

- Noc Biologow — 2017 (wyktad, warsztaty laboratoryjne), 2018 (warsztaty laboratoryjne),
2019 (warsztaty laboratoryjne), 2020 (warsztaty laboratoryjne), 2021 (warsztaty laboratoryjne)
- Klasa akademicka — od 2016 r. - warsztaty laboratoryjne oraz wyktady

- Uniwersytecki Portal Wiedzy — od 2016 r. — wyktady dla uczniow Liceow 1 Szkot
Podstawowych

- Piknik Nauki EKSPLORACIJE — 2019 r. wspdtorganizacja wydarzenia oraz warsztaty

7.4. Nagrody i wyroznienia

- Nagroda Rektora UR za prace doktorska

- Wyrodznienie za zajg¢cie I miejsca w konkursie na najlepsze wystgpienie ustne podczas IV
Ogolnopolskiej Mikrobiologicznej Konferencji Naukowej Microbs. 13-14 czerwca 2019 r.
w Naleczowie

Rzeszow, 09.01.2023 r.
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