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Znoszenie efektéw braku dysmutazy ponadtlenkowej
w drozdzach Saccharomyces cerevisiae przez zmiany Srodowiska.
I. Czynniki redukujace

Neutralisation of Superoxide Dismutase Deficient Effects
by Environment Changes in the Yeast Saccharomyces cerevisiae. I. Reducing Agents

W komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae zlokalizowane sa dwie
dysmutazy ponadtlenkowe (SOD; E.C. 1.15.1.1), cynkowo-miedziowa (CuZn
SOD) w cytozolu oraz manganowa (MnSOD) w mitochondriach (3). Enzymy
te katalizuja reakcje dysproporcjonowania rodnikojonéw ponadtlenkowych
zgodnie z réwnaniem:

O;+02_'+2H+ —07+H50,

Mechanizm dysmutacji rodnikojonéw ponadtlenkowych polega na reak-
cjach redukcji i utleniania jonéw metali wchodzacych w sklad centréw ak-
tywnych tych enzyméw (Cu?t, Mn3*). Przedstawiono to w reakcjach 1 i 2.
W pierwszym etapie katalizy (reakcja 1) jon metalu jest redukowany przez
rodnik ponadtlenkowy. Jednocze$nie uwalnia sie czasteczka Oi. Nastepny
rodnik ponadtlenkowy utlenia zredukowany jon metalu w obecnosci proto-
néw i powstaje HoOy (reakcja 2).

E—Me™ + 05 -+ E-Me™ +0, (1)

E-Me™ ) +05 + 2H* - E-Me™ +H,0, (2)

W reakcjach tych symbolem E oznaczono enzym, natomiast Me oznacza
jon metalu centrum aktywnego. Jon ponadtlenkowy jest wytwarzany tylko
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w obecnosci tlenu, a dysmutazy ponadtlenkowe ochraniaja organizmy przed
jego cytotoksycznym dzialaniem (2).

Komérki mutantéw otrzymanych z drozdzy S. cerevisiae nie posiadajace
CuZnSOD sa nadwrazliwe na stres tlenowy (1). Wobec znanego faktu,
iz podawanie do $rodowiska bakterii beztlenowych czynnika redukujacego
zwieksza tolerancje tych organizméw na tlen, postanowiono sprawdzié, czy
zaobserwuje si¢ podobne efekty w mutantach pozbawionych dysmutazy
ponadtlenkowe;j.

MATERIALY I METODY

Do badan uzyto komérek szczepu standardowego SP-4, komoérek mutantéw nie
posiadajacych CuZnSOD (scdl, scd2) oraz mutanta pozbawionego MnSOD (MnSOD™).
Genotypy oraz pochodzenie wykorzystanych szczepéw drozdzowych zestawiono w tab. 1.

Tab. 1. Szczepy drozdzy Saccharomyces cerevisiae wykorzystane w pracy oraz ich cha-
rakterystyka i pochodzenie
The yeast Saccharomyces cerevisiae strains used in this paper and their characterization

and origin
Szczep Genotyp Pochodzenie
Strain Genotype Origin
SP-4 a leul arg4 Zaklad Genetyki Ogélnej

IBB PAN w Warszawie
MnSOD1 a his3-11, 3-15, ura 3-251, A.P. van Loon, G. Schatz

3-372, 3-328 Szwajcaria
DSCD1-1C aleul arg4 scdl-1 Instytut Nauk Rolniczych
w Zamo$ciu
173 a leul arg4 ctal-9 cttl-1 Instytut Nauk Rolniczych
scd2 w Zamosciu
DSCD6-6B a ura3 MnSOD™ scdl Instytut Nauk Rolniczych
w Zamo$ciu

Drozdze hodowano w pelnej plynnej pozywce YPG-2% (ekstrakt drozdzowy 1%, pep-
ton 1%, glukoza 2%). Do testowania wplywu kwasu askorbinowego na tempo podziatu
komérek drozdzy pH pozywki doprowadzano do wartosci 6, natomiast w eksperymentach
z zastosowaniem 2-merkaptoetanolu do 5,5. Objeto$¢ testowanego czynnika nie przekra-
czala 5% calkowitej objetosci hodowli.

Wyniki do$§wiadczen przedstawiono jako zmiany gesto$ci optycznej hodowli w funkcji
stezenn kwasu askorbinowego (AA) lub 2-merkaptoetanolu (2-ME) i czasu inkubacji.

Kazdorazowo pozywki szczepiono $wiezym 18-20-godzinnym inokulum.
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Badania poprzedzily eksperymenty pilotowe polegajace na doborze optymalnego
przedzialu stezen testowanych reduktantéw. Ustalono, ze przedzialy koncentracji AA
140 mM i 2-ME 0,1-5 mM odpowiadaja zalozeniom eksperymentéw.

Plynne pozywki uzupelniano reduktantem o réznych stezeniach, a nastepnie inokulo-
wano je. Tempo wzrostu komérek badano za pomoca pomiaru gestosci optycznej hodowli
przy fali o dlugosci 550 nm wobec préb kontrolnych zawierajacych reduktant w odpowied-
nim stezeniu.

WYNIKI

Kwas askorbinowy w stezeniach mniejszych niz 1 mM w wiekszosci
testowanych szczepéw drozdzy w poréwnaniu z prébami kontrolnymi po-
wodowal obnizenie absorpcji badanych préb. Jednakze kwas ten w steze-
niach wyzszych niz 1 mM wyraznie stymulowal tempo wzrostu komoérek
szczepu dzikiego i mutantéw scdl, scd2. Na ryc. la—¢c mozna zaobserwo-
waé wznoszenie si¢ krzywych wzrostowych. Po 16 h inkubacji w obecnosci
1mM AA absorpcje hodowli mutantéw scdl i scd2 wynosily odpowiednio
123 i 675% absorpcji préb kontrolnych, nie zawierajacych AA (ryc. 1b, c).
Natomiast absorpcje hodowli szczepu dzikiego i mutanta MnSOD]1 (ryc. 1a,
d) o tym samym stezeniu AA wynosily odpowiednio 88 i 100% absorpcji
préb kontrolnych. Maksymalne tempo wzrostu badanych szczepéw obser-
wowano w obecno$ci 40-50 mM kwasu askorbinowego w pozywce. Dalsze
zwigkszanie stezenia AA nie powodowalo wzrostu tempa podziatu komé-
rek drozdzowych. Krzywe wzrostowe przy 100 mM koncentracji AA wy-
raznie opadaly. Jednakze mierzone absorpcje nie byly nizsze od absorpcji
odpowiednich préb kontrolnych. Stymulujacy wpltyw kwasu askorbinowego
na wzrost badanych szczepéw obserwowano do 20-24 godz. inkubacji ho-
dowli. Po tym czasie absorpcje plynnych hodowli osiggaly wartosci zbli-
zone do absorpcji préb kontrolnych. Maksymalny efekt stymulacji tempa
podzialu komérek drozdzy obserwowano podczas 14-18 h inkubacji w obec-
nodci AA.

Odmienny ksztalt mialy krzywe wzrostowe podwdjnego mutanta scdl
MnSOD1 (nie posiadaty obu dysmutaz ponadtlenkowych). Kwas askorbi-
nowy w stezeniach 2,5-20 mM wyraznie stymulowal tempo podziatu ko-
morek tego mutanta. Krzywa wzrostowa wznosita sie, osiggajac maksimum
przy 20 mM AA. W przedziale stezen 20-40 mM AA tempo podziatu ko-
moérek nie zmienialo sie, po czym w miare dalszego wzrostu stezenia AA
w pozywce lagodnie opadalo (ryc. le).

Podobne badania przeprowadzono z zastosowaniem 2-merkaptoetanolu.
Stymulujacy wplyw tego reduktanta na tempo podzialu komérek obserwo-
wano w waskim przedziale jego stezen, a mianowicie w granicach 0,1-0,5 mM
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Ryc. 1. Badanie wplywu kwasu askorbinowego na tempo wzrostu szczepu standardowego
(a) oraz mutantéw scdl (b), scd2 (c), MnSOD1 (d) i scdlMnSOD1 (e). Wskaznikiem
tempa wzrostu jest gestos¢ optyczna hodowli w jej logarytmicznej fazie, mierzona po czasie
wskazanym na poszczegélnych rycinach. Przedstawione dane sa $srednimi arytmetycznymi
z dwéch réwnoleglych powtérzen
Ascorbic acid effect on the standard strain (a) and sod-mutant-cells growth rate; scdl (b),
scd2 (c), MnSOD1 (e), scd1MnSOD1 (e). Optical density of cultures measured in time
intervals given in each figure indicates the growth rate. Presented data are arithmetic
means of two parallel experiments

(ryc. 2a—c). Przy zawarto$ci 2-ME w pozywce wigkszej niz 0,5 mM krzywe
wzrostowe szczepu standardowego i mutantéw nie posiadajacych CuZnSOD
gwaltownie opadaly. Przy 5 mM stezeniu w pozywce 2-merkaptoetanol po-
wodowal 90% hamowanie tempa podziatu komérek badanych szczepéw. Ko-
morki szczepu dzikiego maksymalne tempo wzrostu osiagaly przy 0,1 mM
koncentracji 2-ME w pozywce (ryc. 2a). Absorpcja hodowli po 18 h inkubacji
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Ryc. 2. Badanie wplywu 2-merkaptoetanolu na tempo wzrostu szczepu standardowego
(a) oraz mutantéw scdl (b) i MnSOD1 (c). Wskaznikiem tempa wzrostu jest gestos¢
optyczna hodowli w jej logarytmicznej fazie, mierzona po czasie oznaczonym na poszcze-
g6lnych rycinach. Przedstawione dane sg warto$ciami $rednimi z dwéch réwnoleglych po-
wtérzen
2-mercaptoethanol effect on the standard strain (a) and sod-mutant-cells growth rate;
scdl (b), MnSOD1 (c).Optical density of cultures measured in time intervals given in
each figure indicates the growth rate. Presented data are arithmetic means of two parallel
experiments

stanowita ok. 160% préby kontrolnej. Maksymalne tempo podzialu komérek
mutantéw nie posiadajacych CuZnSOD zaobserwowano przy 0,5 mM steze-
niu 2-ME w pozywce YPG-2%. Absorpcja hodowli mutanta scdl po 18 h
inkubacji wynosita 153% absorpcji préby kontrolnej (ryc. 2b).

W kazdym z testowanych stezen nie obserwowano stymulujacego wplywu
2-ME na tempo wzrostu mutanta nie posiadajacego MnSOD (ryc. 2c).
Krzywe wzrostowe w poszczegdlnych okresach inkubacji tagodnie opadaty do
stezenia 0,1 mM, a nastepnie gwaltownie osiggaly o$ odcietych przy stezeniu
5 mM 2-ME w pozywce.

Interesujace réwniez bylo sprawdzenie, w jaki sposéb jednoczesne do-
dawanie do pozywki obydwu czynnikéw redukujacych wplywalo na tempo
wzrostu badanych szczepéw. W tym celu pozywki YPG-2% uzupelniano
2-ME o stezeniu stalym 0,05% oraz kwasem askorbinowym w stezeniach
0,1-10 mM (ryc. 3a-e). Okazalo sie, ze kwas askorbinowy w stezeniach
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R Effect of 0.05% 2-mercaptoethanol and different

ascorbic acid concentrations on the standard strain (a) and sod-mutant-cells growth rate;

scdl (b), scd2 (c), MnSOD1 (d), scd1MnSOD1 (e). Optical density of cultures measured in

time intervals given in each figure indicates the growth rate. Presented data are arithmetic
means of two parallel experiments

0,75-10 mM w obecnosci 0,05% 2-ME wyraznie stymulowal tempo podziatu
komdrek szczepu standardowego, 0,75-2,5 mM mutanta scdl, 0,1-0,75 mM
mutanta scd2 i 1-10 mM mutanta MnSOD1. Hodowle te osiagaly maksy-
malne tempo wzrostu w obecnoéci 2,5 mM kwasu askorbinowego. Syner-
gistyczne dzialanie obu reduktantéw stymulowalo réwniez wzrost komérek
mutanta scd1MnSOD1 w przedziale stezefi AA 1-7,5 mM (ryc. 3e).

OMOWIENIE WYNIKOW

Rezultaty uzupelniania pozywki kwasem askorbinowym potwierdzity za-
lozenie, ze zmiana potencjatu redoks pozwala na zwiekszona tolerancje tlenu
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przez komérki mutantéw scd. Zaobserwowano wyrazng stymulacje tempa
wzrostu komoérek mutantéw scd, zwlaszcza mutanta scd2. Jednakze kwas
askorbinowy moze pelni¢ w komérce dwie przeciwstawne funkcje: prooksy-
danta lub antyutleniacza. Rodzaj funkcji uzalezniony jest od jego koncentra-
cji. Rezultaty badan przeprowadzonych in vitro potwierdzaja jego funkcje
utleniacza w niskich stezeniach oraz przeciwutleniacza w wyzszych (4). Ho-
dowle uzupelniane kwasem askorbinowym w stezeniach nizszych niz 1 mM
mialy absorpcje nizsze od absorpcji odpowiednich préb kontrolnych. Dal-
sze zwiekszanie koncentracji AA w ptynnych pozywkach wyraZnie stymu-
lowalo tempo wzrostu badanych szczepdéw, z wyjatkiem komérek mutanta
MnSOD1. Efekt ten moze by¢ spowodowany niepobieraniem kwasu askor-
binowego przez mitochondria. Zastosowano wiec 2-merkaptoetanol, ktéry
penetruje blony. Okazalo sie, ze zwigzek ten réwniez nie stymulowal tempa
podzialu komérek mutanta MnSOD1 w przeciwienstwie do mutantéw scd
i szczepu dzikiego. Jednoczesne podawanie obu czynnikéw redukujacych
wplywalo korzystnie na tempo wzrostu badanych szczepéw. Jednakze w tych
warunkach maksymalne tempo wzrostu obserwowano przy nizszych ste-
zeniach kwasu askorbinowego. Otrzymane rezultaty byly prawdopodobnie
wynikiem jednoczesnego dzialania obu reduktantéw. Przypuszczalnie 2-ME
w stezeniu 0,05% nie tylko utatwialo penetracje AA, ale réwniez podnosilo
poziom ,sily redukcyjnej” badanych komérek. Ta z kolei, jak sie przypusz-
cza, jest niezbedna do pobierania jonéw metali przez komérki (5). Z przed-
stawionych badan wynika, ze zmiana Srodowiska polegajaca na wprowadze-
niu do pozywki egzogennego reduktanta badz dwéch zwiazkéw redukuja-
cych jednoczesnie powoduje znoszenie efektéw braku cytozolowej CuZnSOD
in vivo. Przypuszczalnie zwiazki te sa niezbedne do redukowania endogen-
nych antyutleniaczy ochraniajacych komérke drozdzy przed cytotoksycznym
dzialaniem rodnikojonéw ponadtlenkowych w warunkach braku cytozolowe;j
CuZnSOD.

WNIOSEK

Wprowadzenie do srodowiska komérek mutantéw drozdzowych nie posia-
dajacych CuZnSOD czynnikéw redukujacych powoduje czesciowe zniesienie
efektéw braku tego enzymu.

*
Pani Mgr J. Litwinskiej-Biliniskiej serdecznie dziekuje za przygotowanie i wyselekcjo-
nowanie badanego materialu biologicznego.
* X

Badania przedstawione w niniejszej pracy zostaly wykonane w ramach CPBR PAN
3.13 oraz zawarte w rozprawie doktorskiej pierwszego autora.
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SUMMARY

Yeast mutant cells (Saccharomyces cerevisiae) deficient in CuZnSOD (scdl and scd2)
are hypersensitive to oxygen stress. It is known however that adding a reducing agent
to anaerobic bacteria environment increases these organisms’ tolerance to oxygen. We
decided to determine if similar effects would be observed in dismutaseless mutants. Ex-
periments involved the use of ascorbic acid (AA), 2-mercaptoethanol, and both com-
pounds simultaneously. Tests were conducted in liquid YPG-2% media, supplemented
with various concentrations of a tested reducing agent. The growth rate of cells was
tested by measuring optical density of the culture at 550 nm wavelength against control
samples.

The results of medium supplementation by ascorbic acid corroborated the assumption
that the change in red-ox potential causes a bigger tolerance to oxygen in scd mutant cells.
A significant stimulation of growth rate of scd mutant cells was observed, especially those
of scd2. The culture supplemented with ascorbic acid in concentrations lower than 1 M
showed lower absorptions than those of control samples. A further increase in concentration
of AA in liquid media significantly stimulated the growth rate of tested strains, except
those of MnSOD1 mutant cells. This effect may be due to the lack of absorption of
AA by mitochondria. 2-mercaptoethanol (2ME) was used then, which has been known
to penetrate mitochondria. It turned out that this compound does not stimulate the
growth rate of MnSOD1 mutant cells either, in contrast to scd mutants and wild strains.
Simultaneous addition of both reducing agents influences positively the growth rate of
tested strains. However, in such conditions, the maximum growth rate was noted in
lower AA concentrations. Probably, 2ME at 0.05% concentration not only facilitates AA
penetration but also increases the 'reducing force’ level of the tested cells. This in turn,
as it is assumed, is necessary to absorb metal ions by cells.

The presented research suggests that a change in environment, consisting of adding an
exogenic reductant, or two reducing compounds simultaneously, causes neutralisation of
cytosolic CuZnSOD deficiency effects in vivo. Probably, such compounds are necessary to
reduce endogenic antioxidants protecting yeast cells from cytotoxic activity of superoxide
radical ions in the conditions of cytosolic CuZnSOD deficiency.



