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Komérki mutantéw nie posiadajacych CuZnSOD (scd) nie rosna na petl-
nym podlozu w atmosferze 100% tlenu, wykazuja nadwrazliwo$é na para-
kwat, a takze s3 metioninowymi i lizynowymi auksotrofami podczas wzrostu
w normalnej atmosferze (4). Szlaki biosyntezy obydwu aminokwaséw zloka-
lizowane sa w cytozolu komérek drozdzy (9), miejscu wystepowania SOD1
(CuZnSOD). Badania nad przyczyna auksotrofii wskazuja, iz moze to wy-
nikaé¢ z zaleznej od tlenu toksycznosci siarczynéw, produktu posredniego
w normalnej, redukcyjnej asymilacji siarczanéw przez drozdze (8).

Wiadomo réwniez, ze jony metali grup przejSciowych, wchodzace w skiad
centréw aktywnych dysmutaz ponadtlenkowych w postaci wolnej lub skom-
pleksowanej, in vitro dysmutuja rodniki ponadtlenkowe (6). Wobec tego po-
stanowiono sprawdzié, czy podobnie jak w Lactobacillus plantarum, akumu-
lujacym Mn(II) (2), jony tego metalu moga symulowaé funkcje ochronna
dysmutazy ponadtlenkowej w komérkach mutantéw pozbawionych dysmu-
tazy ponadtlenkowej. Interesujace réwniez moze by¢ sprawdzenie, jaki jest
udzial jonéw Cu(II) w podobnych efektach.

MATERIALY I METODY

Do badan uzyto komérek szczepu standardowego SP-4, komérek mutantéw nie po-
siadajacych CuZnSOD (scdl, scd2), mutanta pozbawionego MnSOD (MnSOD1), bez-
katalazowego (A-50) i bezdysmutazowego (scdlMnSOD™). Genotypy oraz pochodzenie
wykorzystanych w tej pracy szczepéw drozdzowych zestawiono w tab. 1.
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Tab. 1. Szczepy drozdzy Saccharonyces cerevisiae wykorzystane w badaniach oraz ich

The yeast Saccharomyces cerevisiae strains used in the research their characterization

charakterystyka i pochodzenie

and origin
Szczep Genotyp Pochodzenie
Strain Genotype Origin
SP-4 a leul argd Zaklad Genetyki Ogélnej
IBB PAN w Warszawie
A-50 a leul arg4 ctal-9 ctt1-1 Zaklad Genetyki Ogoélnej
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 a leul argd scdl-1 Instytut Nauk Rolniczych
w Zamo$ciu
172 a leul arg4 ctal-9 cttl-1 Instytut Nauk Rolniczych
w Zamosciu
DSCD6-6B a ura3 MnSOD™ scdl Instytut Nauk Rolniczych
w Zamosciu
R1-6B a urad MnSOD~ SCD1+ Instytut Nauk Rolniczych

w Zamosciu

Badanie tempa wzrostu hodowli. Drozdze hodowano w plynnych pozyw-
kach YPG-2% (ekstrakt drozdzowy 1%, pepton 1%, glukoza 2%) o pH 5,5 uzupelnianych
réznymi stezeniami wodnych roztworéw Cu(II) i Mn(II). Wykladnikiem tempa podzialu
komoérek byly zmiany absorpcji hodowli mierzone przy fali o dlugos$ci 550 nm. Interpre-
tujac graficznie uzyskane wyniki, absorpcje préby kontrolnej przedstawiono jako 100%,
natomiast préb badanych przeliczano w nastepujacy sposéb:

% kOntl‘Oli=A550B/A550K X 100%

gdzie AssoB oznacza absorpcje préby badanej, AssoK — absorpcje préby kontrolne;.

Wyniki badan przedstawiono w postaci wykreséw ilustrujacych zalezno$¢ tempa
wzrostu badanych hodowli w stosunku do kontroli, w funkcji stezei Cu(II) lub Mn(II)
i czasu. Kazdorazowo pozywki szczepiono $wiezym 18-20-godzinnym inokulum.

Stres oksydacyjny. Do plynnej pozywki YPG-2% o pH 5,5 dodawano okre-
$lone ilosci standardowego roztworu parakwatu (PQ) w YPG-2% o pH 5,5 i stezeniu
substancji czynnej 1 mg/ml (4x10~3 M). Préby kontrolne zawieraly parakwat. Do préb
badanych oprécz PQ dodawano wodne roztwory Mn(II) lub Cu(II) w stezeniach korico-
wych odpowiednio 0,2 i 2 mM. Badania prowadzono przez dwie doby od chwili zaino-
kulowania pozywek. Wykonywano pomiary absorpcji przy fali o dtugosci 550 nm wobec
odpowiednich préb kontrolnych, a nastepnie z krzywej wzorcowej odczytywano iloéé suchej
masy drozdzy wyrazona w miligramach w przeliczeniu na 1 ml hodowli. Wyniki przedsta-
wiono w formie wykreséw ilustrujacych zmiany ilosci suchej masy komérek jako funkcje
czasu.
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Ryc. 1. Badanie wplywu réznych stezen jonéw Cu(II) na wzrost komérek szczepu stan-
dardowego (a) oraz mutantéw A-50 (b), scdl (c), scd2 (d), MnSOD1 (e), scd1MnSOD1
(f). Gesto$é optyczna testowanych hodowli przedstawiono jako procent absorpcji odpo-
wiednich préb kontrolnych. Przedstawione dane s3 warto$ciami $rednimi z dwéch po-
wtorzen
Effect of different Cu(II) ion concentrations on the growth rate of standard strain (a) and
mutant cells; A-5 (b), scdl (c), scd2 (d), MnSOD1 (e), scd1MnSODL1 (f). Optical density
of tested cultures is calculated as % of control samples extinction. Presented data are
arithmetic means of two parallel experiments

WYNIKI

Jony miedzi w stezeniu 0,5-10 mM tylko w nieznacznym stopniu stymu-
lowaly tempo wzrostu komérek szczepu standardowego SP-4 (maksymalnie
ok. 10% przy 2 mM Cu(II)). Natomiast obserwowano wyrazny efekt obniza-
nia szybkosci podziatu komérek powyzej 10 mM Cu(II), nastapito bowiem
gwaltowne obnizenie krzywej (ryc. 1a). Podobne wyniki uzyskano dla mu-
tanta pozbawionego obu katalaz (A-50) — ryc. 1b. Nie obserwowano istotnej
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stymulacji tempa wzrostu hodowli, a zakresy stezen hamujacych ten wzrost
byly identyczne jak u szczepu SP-4. Zatem dodanie Cu(II) do pozywki nie
zwiekszalo w sposéb istotny tempa wzrostu hodowli omawianych szczepéw.
Natomiast w mutancie nie posiadajacym CuZnSOD (scdl) — ryc. 1lc, wi-
doczna byta stymulacja wzrostu hodowli w niskich stezeniach, a brakowalo
jej w wysokich stezeniach Cu(II) w pozywce. Podobne efekty obserwowano
w mutancie pozbawionym CuZnSOD i obu katalaz (scd2) — ryc. 1d, jed-
nakze stymulacja ta byla nieznacznie lepiej wyrazona w poréwnaniu z mu-
tantem scdl. Maksymalna stymulacje tempa podzialu komérek mutantéw
scdl i scd2 obserwowano przy 2 mM stezeniu Cu(II) w pozywce. Natomiast
zupelny brak efektu stymulacji tempa wzrostu hodowli przez jony miedziowe
stwierdzono w mutancie nie posiadajacym MnSOD (ryc. le). Potwierdze-
niem tego sa wyniki otrzymane dla szczepu pozbawionego jednocze$nie obu
dysmutaz ponadtlenkowych. W mutancie podwdjnym obserwowano stymu-
lacje podobna jak w szczepie pozbawionym CuZnSOD (ryc. 1f).

Podobne wyniki uzyskano podczas badania tempa wzrostu hodowli
w plynnych pozywkach YPG-2% uzupetnianych jonami manganowymi (ryc.
2a—f). W szczepie standardowym brak bylo wyraznej indukcji, natomiast
przy 2 mM stezeniu Mn(II) w pozywce nastepowalo gwaltowne zahamowa-
nie tempa podziatu komérek (ryc. 2a). Réwniez w mutancie bezkatalazowym
przy 2mM stezeniu tych jonéw nastepowalo wyrazne zahamowanie wzrostu
hodowli (ryc. 2b). Jak to widaé na ryc. 2c i 2d jony manganowe w stezeniu
0,2 mM wyraznie stymulowaly tempo podzialu komérek mutanta nie posia-
dajacego CuZnSOD oraz CuZnSOD i obu katalaz. Jednoczesnie efekt ten
byl lepiej wyrazony w pojedynczym mutancie, gdyz gesto$¢ hodowli przy
0,2 mM stezeniu Mn(II) byta o ok. 250% wyzsza niz w prébie kontrolnej,
a w mutancie scd2 — o 80%. Wyrazne hamowanie obserwowano, podobnie
jak w mutancie A-50 i szczepie standardowym, przy 2 mM stezeniu jonéw
manganowych w pozywce. Natomiast w mutancie nie posiadajacym MnSOD
(MnSOD1) nie stwierdzono stymulacji (ryc. 2e), podczas gdy w mutancie
bezdysmutazowym (scdiMnSOD1) byla ona silnie wyrazona przy 2 mM
stezeniu Mn(II) w pozywce (ryc. 2f). Kontrola dla tych wynikéw byly dane
uzyskane dla rewertanta szczepu scdl (R1-6B), w ktérym nie stwierdzono
stymulacji tempa wzrostu hodowli w obecno$ci Mn(II).

Skoro jony Cu(II) i Mn(II) przy$pieszaja tempo podziatu komérek mu-
tantéw nie posiadajacych CuZnSOD, to nasuwa sie pytanie, czy proces ten
moze polega¢ na symulowaniu przez nie aktywnosci dysmutazy ponadtlen-
kowe;j?

Aby wyjasni¢ to zagadnienie, komérki badanych szczepéw poddano
stresowi tlenowemu powodujacemu swoiste podniesienie poziomu rodnikéw
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Ryc. 2. Badanie wplywu réznych stezen jonéw Mn(II) na tempo wzrostu szczepu stan-
dardowego (a) oraz komdérek mutantéw A-50 (b), scdl (c), scd2 (d), MnSOD1 (e),
scd1MnSOD1 (f). Gesto$¢ optyczng testowanych hodowli przedstawiono jako procent
absorpcji odpowiednich préb kontrolnych. Przedstawione dane s3 warto$ciami $rednimi
z dwéch powtdrzen
Effect of different Mn(II) ion concentrations on the growth rate of standard strain (a)
and mutant cells; A-50 (b), scdl (c), scd2 (d), MnSODI1 (e), scd1MnSOD1 (f). Optical
density of tested cultures is calculated as % of control samples extinction. Presented data
are arithmetic means of two parallel experiments

ponadtlenkowych. Osiggnieto to poprzez podawanie parakwatu do pozywki.
Préby badane hodowano w ptynnych pozywkach YPG 2% zawierajacych PQ
oraz Cu(II) lub Mn(II), préby kontrolne natomiast w ptynnych pozywkach
zawierajacych tylko PQ.

Jak widaé to na ryc. 3a i 3c, parakwat nie wywieral istotnego wptywu
na tempo wzrostu szczepu standardowego i mutanta bezkatalazowego, po-
dobnie jak suplementacja pozywek jonami Cu(II) i Mn(II). Mutanty nie
posiadajace CuZnSOD, bardzo wrazliwe na PQ (4), nie wykazywaly wzro-
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Ryc. 3. Badanie wplywu jonéw Cu(II) i Mn(II) na tempo wzrostu szczepu standardowego
(a) i komérek mutantéw scdl (b), A-50 (c), scd2 (d) w warunkach stresu tlenowego
indukowanego przez parakwat. Przedstawione dane sa wartoSciami Srednimi z dwéch
réwnoleglych eksperymentéw
Effect of Cu(II) and Mn(II) ions on the growth rate of standard strain (a) and mutant
cells scdl (b), A-50 (c), scd2 (d), in oxygen stress condition induced by paraquat. Dry
matter/ml of cultures measured in time intervals given in each figure indicates the growth
rate. Presented data are arithmetic means of two parallel experiments

stu w jego obecnosci. Jednakze dodanie jonéw Cu(II) lub Mn(II) umozliwilo
wzrost mutantéw scdl i scd2 w pozywce zawierajacej parakwat (ryc. 3bi3d).
Bezposrednio po zakonczeniu eksperymentéw wykonano posiewy kontrolne
na podloza réznicujace w celu okreslenia efektéw mutagennych akumulacji
jonéw manganowych, jak réwniez czestosSci mutacji rho- w badanych droz-
dzach. Wynika z nich, ze czesto$¢ mitochondrialnie dziedzicznych mutacji
odpornoséciowych na erytromycyne zwiekszala sie jedynie powyzej stezenia
optymalnego dla wzrostu mutantéw, natomiast czesto§¢ mutacji rho- zwiek-
szala si¢ po dodaniu zaré6wno Mn(II), jak i Cu(II) (5, 10).

DYSKUSJA

Z przedstawionych badan wynika, ze wzbogacanie §rodowiska komoérek
mutantéw nie posiadajacych CuZnSOD jonami manganowymi i miedzio-
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wymi stymuluje ich tempo podziatu, a takze umozliwia wzrost w warunkach
szoku tlenowego, indukowanego przez parakwat. Wspomniany wcze$niej
Lactobacillus plantarum akumuluje jony manganowe w warunkach stresu
tlenowego (1, 2). Jony te sa prawdopodobnie przylaczane przez wysokocza-
steczkowe ligandy polifosforano-biatkowe (7). Mozna wiec przypuszczac, ze
jest to swoisty mechanizm zastgpowania aktywnosci SOD przez nieswoiste
organiczne kompleksy manganu wewnatrz komérki. Prawdopodobnie osig-
gnieto ten sam efekt przez podawanie komérce drozdzowej Mn(II) i Cu(II)
w iloSciach znacznie przewyzszajacych ich zawartos¢ w podlozu mineral-
nym. W efekcie obserwowano wzrost tempa podzialu mutantéw pozbawio-
nych CuZnSOD, cho¢ tylko w waskim zakresie stezen jonéw obydwu metali.
Nie obserwuje si¢ natomiast stymulujacego wpltywu tych metali na komérki
mutanta nie posiadajacego MnSOD. Interesujacy jest réwniez fakt, ze w po-
réwnaniu ze szczepem standardowym nie obserwowano réznic we wrazliwo-
éci na Cu(II) i Mn(II) szczepéw pozbawionych aktywnosci katalaz. Inaczej
mdéwiac, stopien zahamowania wzrostu réznych szczepéw przez jony obydwu
metali nie zalezy od mozliwo$ci syntetyzowania przez komorke katalaz i dys-
mutaz ponadtlenkowych, gdyz krzywe wzrostowe opadaja w podobny spo-
s6b we wszystkich badanych szczepach. Sugeruje to, ze toksyczne dzialanie
jonéw metali nie dotyczy efektéw przypisywanych reakcji Fentona w przy-
padku miedzi ani tez tworzenia wysoce reaktywnej formy MnOJ w reakcji
O3 z Mn(II) (3). Gdyby reakcje te byly istotne w metabolizmie tlenowym
komoérki, to nie obserwowano by stymulacji wzrostu, a przebieg krzywej
zahamowania wzrostu bylby odmienny w szczepie dzikim w poréwnaniu
z mutantami SOD~ i CAT~. Natomiast brak stymulujacego wplywu jo-
néw manganowych i miedziowych na komérki mutanta MnSOD™ moze byé
wynikiem precyzyjnej kontroli transportu metali przez wewnetrzna blone
mitochondrialna, co w konsekwencji nie dopuszcza do nagromadzenia ich
w dostatecznych ilosciach wewnatrz mitochondriéw. Nalezy rozwazy¢ réw-
niez inna mozliwos¢, jesli nawet jony te penetruja btony mitochondrialne,
to nie ma w matriks zwiazkéw wydajnie kompleksujacych je w sposéb sy-
mulujacy aktywno$¢ dysmutazowa.

Jedynie miedZ moze by¢ swoiscie wigzana w cytoplazmie komérek droz-
dzy przez czasteczki metalotionein (MT). Ponadto wiadomo, ze w warunkach
stresu miedziowego indukowana jest wzmozona synteza CuMT, ktére wyka-
zuja wladciwos¢ usuwania rodnikéw ponadtlenkowych (11). Jednakze aktyw-
nos¢ dysmutazowa tych czasteczek jest zbyt niska, aby one mogly przejmo-
waé funkcj¢ natywnego enzymu. W $wietle tych rozwazan, przedstawione
wyniki sugeruja symulowanie aktywnosci SOD in vivo przez nieswoiste lub
dotychczas nie odkryte kompleksy metali o wysokiej aktywnosci dysmuto-
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wania rodnikéw ponadtlenkowych. Do tych samych konkluzji, lecz nieco p6z-
niej, doszli miedzy innymi Chang i Kosman (7).

WNIOSEK

Skutki braku cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej (cytozolo-
wej) moga by¢ czeSciowo zneutralizowane przez wprowadzanie do Srodowiska
komérek mutantéw jonéw miedzi i manganu. Jony te prawdopodobnie pel-
nig we wnetrzu komorki role zastepczych dysmutaz w postaci komplekséw
ze skladnikami komorki.

*

Pani mgr J. Litwinskiej-Biliiskiej serdecznie dziekuj¢ za przygotowanie i selekcje
genetyczna wykorzystanego przeze mnie materialu, jak réwniez za wykonanie testéw na
opornoé¢ erytromycynowsa i czesto§é mutacji rho- w analizowanych mutantach.
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Prezentowane badania zostaly wykonane w ramach CPBR PAN Nr 3.13 i zamiesz-
czone w pracy doktorskiej pierwszego autora.
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SUMMARY

Metal ions of transition groups, which are part of active sites of superoxide dismutases,
in their free or complex form, dismutate superoxide radicals (6). Therefore, we meant
to demonstrate if the introduction of copper and manganese ions to dismutaseless
environment of yeast mutants can stimulate SOD neutralizing function. It would also
be interesting to see what part is played by these ions in oxygen stress conditions induced
by paraquat (PQ). Scdl and scd2 mutants are known to be hypersensitive to PQ and do
not grow in its presence (4). The experiments were conducted in liquid YPG-2% media
with pH 5.5, supplemented with various Cu(II), Mn(II) concentrations, and PQ. The
cell growth rate was evaluated by measuring optical density of the culture at 550 nm
wavelength and was presented as percentage of control samples or as dry matter increase
in 1 ml. Copper ions concentrated at 0.5-® M insignificantly stimulated the growth rate of
a wild strain (SP-4) and a catalaseless mutant (A-50). Above 10 mM concentration of Cu
in the medium, the growth rate falls down abruptly. However, scd1l and scd2 mutants show
a culture growth stimulation in low concentrations (optimally 2 mM), and no stimulation
at all in highly concentrated environments.

No stimulation effect by Cu(II) ions was observed in MnSOD1 mutant. Similar results
were obtained with cultures supplemented with Mn(II) ions. At 2 mM concentration of
Mn(II), an abrupt inhibition of the growth rate of cells occurs in the medium. Mn(II) ions
concentrated at 0.2 mM stimulate significantly the growth rate of scd mutants. This effect
is best expressed in scdl, because the culture density is about 250% higher than that of the
control sample, and that of scd2 is about 80% higher. In MnSOD1 mutant no stimulation
effect is observed, whereas in the double mutant (scd1MnSOD1) it is strongly expressed
at 2 mM concentration of Mn(II) in the medium. Paraquat does not influence greatly
the growth rate of SP-4 and A-50 strains, nor does an additional supplementation of
Cu(II) and Mn(II) ions. However, the addition of these ions to the medium containing PQ
enables the scd mutant growth. The presented data suggest that supplementing mutant
cell environments lacking CuZnSOD by Cu(II) and Mn(II) ions stimulates their growth
rate, and enables their growth in condition of oxygen stress induced by PQ. Lactobacillus
plantanum accumulates manganese ions under oxygen stress (1, 2). These ions seem to be
bonded to high molecular weight polyphosphate-protein ligands (7). It may be assumed
then, that it is a specific mechanism of mimicking SOD activity by unspecific organic
complexes inside the cell.

Most likely, the same effect may be achieved by supplementing a yeast cell with Mn(II)
and Cu(II) in such quantities which exceed their natural occurrence in the mineral base. As
an effect, an accelerated growth rate was observed of mutants lacking CuZnSOD, though
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only in a narrow range of concentration of both metals. It is interesting to note that no
difference was seen in sensitivity to Cu(II) and Mn(II) on the part of the strains lacking
catalases. In other words, the inhibition rate of various strains by ions of the two metals
does not depend on the cells’ ability to produce catalases and superoxide dismutases,
since the growth rate curves fall down in a similar way in all tested strains. It suggests
that the toxic activity of metal ions does not involve the effect caused by Fenton reaction
in case of copper, nor the production of highly reactive form of MnO.j, in the reaction
of O with Mn(II) (3). If these reactions were significant in the oxygen metabolism, no
growth stimulation would be observed, and the course of the inhibition curve would be
different in the wild strain when compared to CAT~ and SOD™ mutants. The absence of
stimulation effect of Mn(II) and Cu(II) ions on MnSOD™ may be a result of precise control
of chemical transportation through mitochondrial inner-membrane, which does not lead
to their sufficient accumulation inside the mitochondria. One more possibility needs to be
taken into consideration, even though such ions can penetrate mitochondrial membranes.
There may be no compounding complexes present in the matrix to simulate dismutase
activity effectively. Only copper can be specifically bonded in the yeast cell’s cytoplasm
by metallothioneins (MT). It is also known that copper stress conditions induce intense
CuMT synthesis, whose products have the property of superoxide radicals reduction (11).
However, the dismutase activity of these molecules is too low to take over the function of a
native enzyme. In view of the considerations, the test results suggest that SOD activity in
vivo is simulated by unspecific or unknown metal complexes of high superoxide dismutase
activity. The same conclusions, though at a later date, were reached by Chang and
Kosman (7).



