Wieloaspektowa rola glukozy i jej metabolizmu w regulacji
parametrow fizjologicznych i potencjalu reprodukcyjnego komoérek
na podstawie badan z uzyciem drozdzy Saccharomyces cerevisiae

STRESZCZENIE

lukoza jest nie tylko podstawowym Zrédlem energii, ale takze zwiazkiem odgrywaja-

cym istotna role w metabolizmie i utrzymaniu prawidlowego stanu fizjologicznego ko-
morki. Jest to szczegélnie widoczne w przypadku drozdzy, u ktérych wplyw glukozy na stan
fizjologiczny komérki ma bezposredni charakter objawiajacy si¢ m.in. uzyskiwaniem ener-
gii na drodze fermentacji badZ oddychania tlenowego w zaleznosci od dostepnosci glukozy
w Srodowisku. Zalezna od glukozy modulacja wewnatrzkomérkowych szlakéw metabolicz-
nych rzutuje na potencjal reprodukcyjny i dlugosé zycia komorek, co Scisle wiaze glukoze z
badaniami dotyczacymi restrykcji kalorycznej. Jednoczesnie, zauwazalny jest brak danych
dotyczacych sytuacji nadmiaru kalorii i jej konsekwencji na poziomie komérkowym. Wy-
korzystujac jako model badawczy komérki drozdzy Saccharomyces cerevisiae stwierdzono
istotna zaleznos$¢ miedzy stezeniem glukozy, mozliwosSciami biosyntetycznymi a potencja-
lem reprodukcyjnym i calkowita dlugoscia zycia komoérek drozdzy. Wysokie stezenia gluko-
zy odpowiadajace warunkom nadmiaru kalorii prowadza w ich przypadku do zwiekszenia
poziomu reaktywnych form tlenu, wzrostu wielkosci i biomasy komérki, ale jednoczesnie
do obnizenia mozliwosci reprodukcyjnych i skrécenia catkowitej dlugosci zycia komoérki.
Zaobserwowany negatywny wplyw nadmiaru glukozy na parametry fizjologiczne komérki
oraz zlozonos¢ i wzajemne powiazania wewnatrzkomérkowych szlakéw metabolicznych su-
geruja potrzebe dalszych analiz metabolizmu glukozy.

WPROWADZENIE

Metabolizm glukozy jest zagadnieniem, ktére od lat jest przedmiotem zain-
teresowania biochemikéw, co potwierdzaja odkrycia Pasteura, Biichneréw czy
badania Embdena, Meyerhoffa i Parnasa. Mimo, iz wewnatrzkomoérkowe drogi
przeksztalcania glukozy sa dobrze scharakteryzowane, to bioragc pod uwage,
ze stanowig one skomplikowang sie¢ metaboliczng nadal niezwykle istotne jest
dostarczanie nowych informacji na temat mozliwych powigzari pomiedzy po-
szczeg6lnymi szlakami metabolicznymi oraz tego w jaki sposéb komérka modu-
luje aktywnosé tych szlakéw w odpowiedzi na zmiany w otaczajacym ja srodo-
wisku. Szczegolnie wazne wydaje sie to w kontekscie swoistego paradoksu me-
tabolicznego polegajacego na wykorzystywaniu przez intensywnie proliferujace
komérki mniej efektywnego, pod wzgledem liczby wytworzonych czasteczek
ATP, procesu tj. fermentacji/glikolizy w warunkach tlenowych. Zjawisko to,
niewatpliwie zwiazane z komoérkami drozdzy S. cerevisiae i okre$lane mianem
efektu Crabtree [1] obserwuje sie takze w przypadku komérek nowotworowych
(efekt Warburga) [2,3] jak tez komoérek macierzystych [4,5]. Wspélczesne kon-
cepcje wyjasniajace podloze tego zjawiska wskazujg, ze moze to by¢ zwigzane
ze specyficzna wydajnoscia energetyczna rozumiang jako bilans zyskéw ener-
getycznych oraz kosztéw inwestycji jakie musi ponies¢ komérka w przypad-
ku danego sposobu uzyskiwania energii [6,7]. Niemniej jednak zagadnienie to
wymaga dalszych analiz, a badania prowadzone w oparciu o komérki drozdzy,
moga okazac sie bardzo przydatne dla wyjasnienia jego zlozonego charakteru.

POBIERANIE  WYKORZYSTANIE GLUKOZY PRZEZ KOMORKE

Procesy zyciowe komoérek wymagaja stalego doplywu energii, ktéra pozy-
skuja z dostepnych w otoczeniu substratéw energetycznych. Glukoze uwaza sie
za podstawowy substrat energetyczny bowiem wewnatrzkomérkowe procesy
metaboliczne bazujg na zwigzkach bedacych jej pochodnymi. Glukoza zapewnia
takze szkielet weglowy wykorzystywany w komérkowych procesach biosynte-
tycznych. Jej przemiany w procesie glikolizy, poszczegélnych reakcjach cyklu
Krebsa oraz szlaku pentozofosforanowym (szlak PPP - ang. pentose phosphate
pathway) dostarczaja metabolitow weglowych niezbednych do biosyntezy klu-
czowych skladnikéw komorki, w tym nukleotydéw, aminokwaséw, lipidow
i witamin [2,4,8]. Powoduje to niezwykla wrazliwosé komoérek na zmiany steze-
nia glukozy w swoim otoczeniu, o czym $wiadczy obecnosé¢ w komoérce szeregu
biatek spetniajacych role sensoréw glukozy, biatek zwigzanych z wewnatrzko-
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moérkows sygnalizacja uwarunkowang obecnoscia glukozy
oraz blonowych transporteréw glukozy [9,10].

Transportery glukozy, stanowia rodzine bialek, ktére w
wyniku niewielkich zmian w faficuchu polipeptydowym
(m.in. poprzez zmiany miejsca glikozylacji) znaczaco réznia
sie stopniem powinowactwa do glukozy (K_ od 1 do ok. 20
mM dla transporteréw z rodziny GLUT wystepujacych w
komérkach ludzkich; K_od 1 do 100 mM dla transporte-
réw z rodziny HXT wystepujacych w komérkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae) [9,11]. Ponadto sa one biatkami
stosunkowo konserwatywnymi ewolucyjnie, przez co wy-
kazuja szereg podobieristw w szerokim zakresie gatunkow,
charakteryzujac sie jednoczesnie pewnymi réznicami ga-
tunkowymi i tkankowymi. W przypadku komérek drozdzy
jest to m.in. mozliwos¢ szybkiej wymiany jednej izoformy
transportera HXT na inng w odpowiedzi na zmiane pozio-
mu glukozy czy tez obecnos¢ innych cukréw w srodowi-
sku. Z kolei w przypadku komorek ludzkich transportery
GLUT wykazuja specyficznoéé tkankowa, odpowiadajaca
okreslonemu zapotrzebowaniu na glukoze [9,11]. Przykla-
dowo, transporter GLUT3 o wysokim powinowactwie do
glukozy (K ok. 1 mM) jest specyficzny dla komérek ukta-
du nerwowego. Wynika to nie tylko z ciaglego i wysokiego
zapotrzebowania energetycznego komérek nerwowych, ale
takze ze wzgledu na fakt, iz dla tego typu komérek gluko-
za stanowi podstawowy substrat energetyczny [9,12]. Co

wiecej, wysoka wydajnos¢ transportu glukozy przy udziale
tego transportera tlumaczy jego obecnosé takze w komor-
kach embrionalnych i komoérkach tworzacych tozysko [12].
Istotnym odbiorca i rezerwuarem dostepnej puli glukozy
w organizmie czlowieka sa komorki mieéni szkieletowych
oraz adipocyty, ktére wychwytuja glukoze dzieki obecnosci
transporterow GLUT4. Specyfika tego typu transporteréw
jest uzaleznienie ich aktywnosci od poziomu insuliny, co
powoduje ze zarowno komorki mieéni szkieletowych jak
i komorki tkanki ttuszczowej sprawnie reaguja na zmiany
stezenia glukozy w organizmie. Z kolei inny rodzaj trans-
porteréw, GLUT2 wyrézniajacy sie duza wartoscia Km dla
glukozy (17-20 mM) wystepuje w komoérkach watroby oraz
komoérkach p-trzustki, co powoduje pobieranie glukozy
przez te komorki tylko wtedy gdy jej stezenie w otoczeniu
jest duze. To z kolei wplywa na aktywnos¢ procesu glikoge-
nogenezy / glikogenolizy oraz sekrecje insuliny, odgrywaja-
cych kluczowa role w utrzymaniu homeostazy glukozy [9].

HOMEOSTAZA GLUKOZY
W ORGANIZMIE CZEOWIEKA

Biorac pod uwage zaangazowanie glukozy w szereg pro-
ceséw wewnatrzkomérkowych, utrzymanie jej optymalnego
poziomu wymaga szeregu mechanizméw regulacyjnych, od-
powiadajacych zaréwno za obnizanie jak i podwyzszanie tego
poziomu we krwi (Ryc. 1). Stad utrzymanie homeostazy glu-

- podstawowy substrat energetyczny komorek
- metabolizm energetyczny na drodze glikolizy/fermentacji lub

Poziom komérkowy

oddychania tlenowego

- paradoks metaboliczny wykorzystania glukozy w komérkach
intensywnie proliferujacych (efekt Crabtree; efekt Warburga)

- zwigzek zapewniajacy szkielet weglowy wykorzystywany do
komodrkowych biosyntez

- precyzyjne wykrywanie glukozy w otoczeniu komorki
(transportery glukozy; sensory glukozy; wewngtrzkomorkowa sygnalizacja
zalezna od glukozy)

- zaburzenia funkcji komorek wynikajace z wysokiego stezenia

glukozy (zaklécenia wzrostu i podzialu komorek; nasilenie glikacji bialek;
stres oksydacyjny; aktywacja szlaku poliolowego)
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Poziom populacyjny

Poziom organizmalny

- homeostaza glukozy wymagajgca Scistej
koordynacji pomiedzy szeregiem tkanek
i narzadow

- oreksyna odpowiadajaca za synchronizacje
9 stezenia glukozy we krwii z rytmem
okotodobym

- praktycznie jedyny substrat energetyczny
dla komorek nerwowych

- zaburzenia homeostazy glukozy skutkujace
hiperglikemia, insulinoopornoscia,
hiperinsulinemig i hipoinsulinemia
doprowadzajace do rozwoju choréb meta-
bolicznych w tym cukrzycy typu 2 i otytosci

- dane epidemiologiczne wskazujace na skalg problemu cukrzycy
(463 mIn 0s6b w 2019 r., 700 min - szacunkowa liczba 0s6b z cukrzyca w 2045 r.)
- spoteczne uwarunkowania rozwoju cukrzycy typu 2

(problemy ze snem wynikajace z diuzszej aktywnosci dobowej i zanieczyszczenia
swietlnego, ilos¢ substancji energetycznych dostarczanych do organizmu)

- stan nadmiaru kalorii jako nie wystgpujace naturalnie

w $rodowisku wyzwanie dla organizmu wspdtczesnego cztowieka
- pozytywne skutki wynikajace z restrykeji kalorycznej
i okresowego glodzenia

Rycina 1. Znaczenie glukozy dla komoérki, organizmu oraz konsekwencje wynikajace z zaburzer homeostazy glukozy.
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kozy wymaga zaréwno komunikacji, jak i wspétdziatania po-
szczegolnych tkanek i narzadéw, ze szczegélnym uwzglednie-
niem moézgu, watroby, trzustki, mieéni szkieletowych i adipo-
cytéw budujacych tkanke tluszczowa. Istotna role w tej komu-
nikacji odgrywaja czasteczki sygnatowe takie jak insulina, adi-
ponektyna i lektyna, a takze sama glukoza oraz jej metabolity
[13,14]. Ponadto homeostaza glukozy w organizmie czlowieka
zalezy takze od dzialania zegara biologicznego synchronizu-
jacego metabolizm glukozy wzgledem aktualnej pory dnia.
Osrodek utozsamiany z zegarem biologicznym znajduje sie w
obszarze podwzgorza tuz nad skrzyZowaniem nerwéw wzro-
kowych, przez co umozliwia skoordynowanie metabolizmu
z sygnatami informujacymi o iloci $wiatta docierajagcymi z
siatkéwki. Dzialalnos¢ zegara biologicznego odpowiada m.in.
za wystepowanie cyklicznych, dobowych wahar stezenia glu-
kozy we krwi, w tym wystepowanie charakterystycznego dla
godzin porannych wysokiego stezenia glukozy, ktéremu nie
towarzyszy zwiekszenie wydzielania insuliny, co powszech-
nie nazywane jest ,fenomenem $witu”. Przyjmuje sig, ze za
utrzymanie zwigzku pomiedzy rytmem okotodobowym a ste-
zeniem glukozy we krwi odpowiada oreksyna. Neuropeptyd
ten pobudza neurony ukladu wspoélczulnego, przez co m.in.
zwieksza synteze glukozy w watrobie oraz jej pobieranie przez
miesnie. Istnienie takowego zegara biologicznego ma istotny
sens ewolucyjny poniewaz umozliwia wzajemna relacje mie-
dzy dostepnoscia Swiatla, aktywnoscia fizyczna i pobieraniem
pokarmu. Jednakze, w odniesieniu do obecnego stylu zycia
i odzywiania, diuzszej aktywnosci dobowej ludzi oraz coraz
powszechniejszego zjawiska tzw. ,,zanieczyszczenia $wietlne-
go” funkcjonowanie zegara biologicznego jest mocno zakléco-
ne, co w konsekwencji doprowadza do zaburzenia wielu pro-
ces6w metabolicznych, w tym takze utrzymania homeostazy
glukozy [15,16].

PRZYCZYNY I SKUTKI ZABURZENIA
HOMEOSTAZY GLUKOZY

Zaburzenia homeostazy glukozy wynikaja z nieprawi-
dlowej gospodarki energetycznej organizmu, co najczesciej
prowadzi do stanu hiperglikemii czyli wzrostu stezenia glu-
kozy we krwi. Stan utrzymujacego sie wysokiego stezenia
glukozy prowadzi z kolei do uszkodzenia i niewydolnosci
wielu narzadéw jako efekt zaburzenia funkcji poszczegol-
nych komérek. Zaobserwowano, ze narazenie komérek na
wysokie stezenia glukozy moze powodowaé m.in.: i) zakto-
cenia regulacji wzrostu i podziatéw komoérek w nastepstwie
zmiany ich wielkosci, ksztaltu i wakuolaryzacji [17,18]; ii) na-
silenie zjawiska glikacji biatek o dltugim okresie péttrwania
i powstawanie koficowych produktéw glikacji (AGEs) nie-
wrazliwych na degradacje proteolityczna [19]; iii) indukcje
stresu oksydacyjnego w nastepstwie zwiekszonej generacji
reaktywnych form tlenu (RFT) i/lub obnizenia komoérkowej
puli NADPH [20,21]; czy iv) nasilona aktywacje szlaku polio-
lowego skutkujaca wewnatrzkomérkowym gromadzeniem
sorbitolu i fruktozy, ktérych odktadanie w aksonach komo-
rek nerwowych moze doprowadzi¢ do ich demielinizacji i
rozwoju neuropatii [22]. O tym jak kluczowa dla organizmu
cztowieka jest Scista kontrola poziomu glukozy, swiadczy
stale zwiekszajacy sie odsetek oséb dotknietych nadwaga i
otyloécia oraz towarzyszacymi im zaburzeniami metabo-
licznymi w tym cukrzyca typu 2 [13]. Wedlug danych epi-
demiologicznych problem cukrzycy (zwlaszcza typu 2) jest
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niezwykle powszechny, bowiem na chwile obecna dotyczy
on ponad 463 miIn os6b na Swiecie, a szacunkowe dane pro-
gnostyczne wskazujg, Ze w ciagu najblizszych 15 lat liczba ta
wzroénie do 700 min [23]. Fundamentalng przyczyna rozwo-
ju cukrzycy typu 2 jest zaburzenie mechanizmu dziatania in-
suliny, ktérej wplyw na utrzymanie prawidlowego poziomu
glukozy we krwi odbywa si¢ gléwnie poprzez zwiekszenie
transportu glukozy do wnetrza komérek przy jednoczesnym
hamowaniu proceséw rozpadu glikogenu i kwaséw ttusz-
czowych. Jednakze, w przypadku cukrzycy typu 2, aktyw-
noé¢ insuliny nie skutkuje obnizaniem stezenia glukozy we
krwi. Przyczyna tego zaburzenia jest insulinoopornosé ob-
jawiajaca sie obnizong wrazliwoécia komoérek na dzialanie
insuliny i pobieraniem przez nie zbyt malej ilosci glukozy z
krwi. Powoduje to przedtuzajace sie stany hiperglikemii, co
z kolei zmusza organizm do zwiekszonej produkgji insuliny
(hiperinsulinemia). Efekt tego dziatania jest krétkotrwaty,
bowiem w dluzszej perspektywie prowadzi do odkladania
ttuszczu w adipocytach i komoérkach watroby, a stale zwiek-
szona produkcja insuliny prowadzi do przeeksploatowania
komorek trzustki, co w rezultacie skutkuje hipoinsulinemia
(bardzo niskim stezeniem insuliny we krwi) [24].

Do istotnych czynnikéw zwigzanych z rozwojem cukrzycy
typu 2 naleza: czynniki genetyczne, brak snu zaburzajacy dzia-
tanie zegara biologicznego, postepujace wraz z wiekiem upo-
Sledzenie tolerancji glukozy, ale takzZe jakos¢ i ilos¢ sktadnikéw
pokarmowych dostarczanych do organizmu. Przez stulecia
panowato powszechne przekonanie, ze obfite positki stanowia
synonim bogactwa i zdrowia. Aczkolwiek przez wiekszos¢
dziejéw codzienne przejadanie sie byto ograniczone tylko do
uprzywilejowanych grup spotecznych. Dopiero wspoélczesny,
wybitnie konsumpcyjny, tryb zycia spoleczenistw krajow wy-
sokorozwinietych przyczynit sie do upowszechnienia zjawiska
dostarczania organizmowi nadmiernej, i nie wynikajacej z rze-
czywistego zapotrzebowania, liczby kalorii. Nadmiar ten stat
sie nowym wyzwaniem dla organizmu cztowieka, bowiem
jego dotychczasowa ewolucja odbywala sie w srodowisku,
w ktérym dostepnos¢ pozywienia byla gléwnie okresowa.
Okresowos¢ ta doprowadzita do wytworzenia szeregu ada-
ptacji pozwalajacych na funkcjonowanie organizmu w czasie
braku dostepu do pozywienia i uksztattowania towiecko-zbie-
rackiego genotypu czlowieka [25,26].

OGRANICZENIE I NADMIAR KALORII

Wieloletnie obserwacje i prowadzone badania potwierdza-
ja ogromny wplyw diety na jakos¢ i dtugosé zycia czlowieka.
Wskazuja na to réwniez badania prowadzone w oparciu o or-
ganizmy modelowe, a najbardziej znanymi w tym zakresie sa
te dotyczace zagadnienia restrykgji kalorycznej (CR - ang. calo-
rie restriction). Restrykcja kaloryczna oznacza ograniczenie po-
dazy sktadnikéw odzywczych, w tym takze glukozy i innych
cukréw prostych, a jej gléwnym zalozeniem jest obnizenie
liczby przyjmowanych kalorii (§rednio o ok. 30% w stosunku
do zapotrzebowania organizmu) przy jednoczesnej dostepno-
Sci wszystkich skladnikéw pokarmowych [27,28]. W licznych
badaniach wykazano, ze CR przeciwdziata rozwojowi choréb
zaleznych od wieku, w tym choréb sercowo-naczyniowych,
nowotworéw czy zaburzen neurologicznych, poprawia ho-
meostaze glukozy a takze wrazliwos¢ na insuline [29,30]. Poza
tym usprawnia mechanizmy naprawy DNA oraz zapobiega
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gromadzeniu uszkodzonych bialek na terenie komorki [31,32].
Pozytywne skutki wynikajgce z ograniczenia kalorii ttumaczo-
ne sg przez szereg hipotez wskazujacych miedzy innymi na:
obnizenie tempa metabolizmu, redukcje poziomu generowa-
nych RFT, poprawe wewnatrzkomérkowych mechanizméw
kontroli jakosci i iloci bialek, zmiany zwigzane z aktywnoscia
sirtuin i stanem redoks komorki czy dziatanie na zasadzie hor-
mezy [30,32,33]. Poszczeg6lne hipotezy traktowane indywidu-
alnie nie wyjasniaja w pelni calego zjawiska, co sugeruje jego
kompleksowy charakter oraz mozliwos¢ addytywnego dzia-
tania poszczegélnych mechanizméw [32,34]. Mimo licznych
pozytywnych efektéw wynikajacych z zastosowania restryk-
qji kalorycznej, stanowi ona powazne wyzwanie ze wzgledu
na koniecznoé¢ wyliczania dziennego limitu spozywanych
kalorii oraz brak dowolnosci w spozywaniu positkéw. Stad
alternatywna metoda wobec restrykcji kalorycznej, odnosza-
ca rownie pozytywne rezultaty, jest okresowe glodzenie (IF -
ang. intermittent fasting). W skrécie polega ono na naprzemien-
nych okresach spozywania normalnej i znacznie obniZonej
liczby kalorii [29]. Wartym podkreslenia jest fakt, ze zjawisko
okresowego glodzenia ma istotne umocowanie historyczne,
bowiem mozna laczy¢ go zaréwno ze zbieracko-towieckim
trybem zycia ludzi pierwotnych jak tez licznymi nakazami po-
stow religijnych.

Cho¢ pozytywny wplyw CR na poprawe sprawnosci fi-
zjologicznej organizméw wydaje sie by¢ niekwestionowany
[28,35,36], to jej wplyw na dlugosé¢ zycia organizméw i me-
chanizm dziatania wydaja si¢ by¢ sprawami mniej oczywi-
stymi i stanowigcymi przedmiot zywej dyskucji naukowej
[26,35,37-39]. Szczegodlnie istotne w tej materii okazaly sie
badania prowadzone na matpach z rodzaju Rhesus [37,39].
Zaobserwowano bowiem, ze dostarczanie skladnikéow od-
zywczych na zasadzie ad libitum (nieograniczonego dostepu
do pokarmu) moze by¢ rozpatrywane jako stan nadmiaru
kalorii (CE - ang. calorie excess), w ktérym iloé¢ dostarcza-
nych skladnikéw odzywczych przewyzsza rzeczywiste za-
potrzebowanie energetyczne organizmu [26,38]. Co wiecej,
stan taki praktycznie nie wystepuje naturalnie w przyrodzie,
gdzie dostepnosé sktadnikéw odzywczych jest ograniczona.
Jednoczesnie konsekwencje przedtuzajacego sie stanu nad-
miaru kalorii nie sa w pelni poznane, przy czym szczegélnie
malo danych mozna znalez¢ w odniesieniu do konsekwencji
obserwowanych na poziomie komérkowym.

DROZDZE JAKO KOMORKOWY MODEL W
ANALIZACH RESTRYKCJI KALORYCZNEJ
I METABOLIZMU GLUKOZY

W badaniach analizujacych wptyw CR na funkcjonowanie
komorki jako jeden z modeli badawczych wykorzystuje sie
komérki drozdzy S. cerevisiae, dla ktorych warunki restrykgji
kalorycznej uzyskuje sie poprzez obnizenie zawartosci glu-
kozy w podiozu z 2% uzywanych standardowo do poziomu
0,5% lub nizej. Badania z wykorzystaniem drozdzy koncen-
truja sie gléwnie na analizie wptywu warunkéw CR na repli-
kacyjna dtugos¢ zycia (dlugos¢ zycia okreslana na podstawie
liczby komérek potomnych wytworzonych przez pojedyncza
komoérke ,matke”) i sprawnoé¢ fizjologiczna komérek. Wy-
niki prowadzonych badan nie daja jednak jednoznacznych
konkluzji [40-47]. Dlatego tez kwestia ta jest nadal przedmio-
tem wielu badan. Z kolei niewiele badani prowadzonych jest
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w warunkach przeciwnych do restrykgji kalorycznej, czyli w
warunkach nadmiaru kalorii (CE), wynikajacych z wysokich
stezenn glukozy [47,48]. Obecnie istnieja tylko ograniczone
dane pokazujace wplyw wysokiego stezenia glukozy na wy-
brane aspekty fizjologii komérek drozdzy [43,49].

Zastosowanie komorek drozdzy jako modelu badawcze-
go w analizach dotyczacych metabolizmu glukozy ma kilka
istotnych atutéow w tym: (i) podobienistwo szlakéw metabo-
lizowania glukozy oraz szlakéw biosyntetycznych wykorzy-
stujacych metabolity glukozy jako Zrodlo szkieletu weglo-
wego w komorkach drozdzy oraz w komoérkach wyzszych
eukariontow; (ii) krotki cykl zyciowy, mate rozmiary oraz
mozliwos¢ prowadzenia szerokiego zakresu manipulacji ge-
netycznych; (iii) écisty zwigzek miedzy typem metabolizmu
energetycznego a dostepnoscia glukozy. Zwiazek miedzy
typem metabolizmu energetycznego a dostepnoscia gluko-
zy jest na tyle silny, ze to wlasnie obecnoé¢ glukozy, a nie
dostepnos¢ tlenu determinuje w komoérkach drozdzy sposob
uzyskiwania energii na drodze fermentacji badZ oddychania
tlenowego. Moze to mie¢ istotne znaczenie dla poréwnywa-
nia metabolizmu komoérek drozdzy z metabolizmem komé-
rek nowotworowych czy komorek macierzystych. Specy-
ficzna reakcja komérek drozdzy wywolywana dostepnoscia
glukozy wynika z faktu, iz pojedyncza komérka drozdzy
jest jednoczesnie odrebnym organizmem, przez co dzialanie
glukozy w ich przypadku jest jeszcze bardziej bezposred-
nie. Powoduje to jednoczes$nie koniecznoé¢ istnienia dodat-
kowych mechanizméw monitorujacych poziom glukozy
w érodowisku, przez co umozliwiajacych szybka odpowiedz
na czeste zmiany jej dostepnosci [11]. Stad, komérki droz-
dzy oprécz transporteréw glukozy posiadaja takze szereg
biatek blonowych spelniajacych role sensoréw stezenia glu-
kozy. Naleza do nich m.in. biatka Snf3 i Rgt2, wykrywajace
odpowiednio niskie i wysokie stezenia glukozy, ktérych ak-
tywnos¢ wptywa na indukcje ekspresji odpowiedniej grupy
genéw HXT [10]. Istotnym w wykrywaniu i przekazywaniu
informacji o zawartosci glukozy w podlozu jest réwniez
transblonowe bialko receptorowe Gprl i powiazane z nim
wewnatrzkomoérkowe biatko Gpa2 dziatajace na zasadzie
podjednostki a biatka G. Z uwagi na wspéldziatanie obu tych
biatek sa one niekiedy okreslane jako system GPCR (ang. G-
-protein coupled receptor) i odgrywaja istotna role w szlaku
cAMP/PKA. W komérkach drozdzy szlak ten jest gtéwnym
szlakiem sygnalizacyjnym dostosowujacym metabolizm ko-
moérkowy do poziomu dostepnych sktadnikéw odzywczych.
Ponadto zaangazowany jest réwniez w regulacje wielu in-
nych proceséw komoérkowych jak wzrost, proliferacja czy
odpowiedz na stres. Odbywa sie to m.in. poprzez zmiany w
procesach glikolizy i oddychania tlenowego, zmiany w eks-
presji genéw zwigzanych z biogenezg rybosoméw i mozli-
wosciami biosyntetycznymi komoérki oraz poprzez zmiany
w ekspresji genéw zwigzanych z mechanizmem odpowiedzi
na stres a pozostajacych pod kontrola czynnikéw transkryp-
cyjnych Msn2 i Msn4 [10,11]. Poza detekcja zewnatrzkomor-
kowego stezenia glukozy, réwnie istotne jest monitorowanie
jej stezenia wewnatrzkomoérkowego. Przyjmuje sie, Ze wazna
role w tym wewnatrzkomérkowym szlaku sygnalizacyjnym
odgrywa izoforma heksokinazy - Hxk2. Enzym ten, general-
nie odpowiedzialny za pierwsza reakcje w szlaku glikolizy,
czyli fosforylacje glukozy do glukozo-6-fosforanu, okazuje
sie mie¢ znacznie w zaleznej od glukozy represji szeregu ge-
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néw, w tym uczestniczacych w glukoneogenezie czy wyko-
rzystywaniu alternatywnych Zrédet wegla [10,50]. Odgrywa
kluczowa role w zaleznej od glukozy represji genéw koduja-
cych biatka uczestniczace w oddychaniu tlenowym [1]. A jak
pokazuja ostatnie badania delecja genu HXK2 w komoérkach
drozdzy generuje szeroki zakres zmian metabolicznych skut-
kujacy m.in. obnizeniem ogélnych mozliwosci biosyntetycz-
nych komoérki, ale jednoczesnie lepsza proteostaza i zwiek-
szonym potencjalem reprodukcyjnym komorek [51].

OGRANICZONE ZDOLNOSCI REPRODUKCYJNE
KOMOREK I ICH MOZLIWE PRZYCZYNY

Przyjmuje sie, ze najbardziej miarodajnym wyrazem
sprawnoéci fizjologicznej komorki sa jej mozliwosci prolife-
racyjne, bowiem biosynteza kluczowych makromolekut, kto-
ra musi pokry¢ zapotrzebowanie zaréwno samej komorki jak
i tworzonego przez nig paczka (komérki potomnej), wymaga
pelnej synchronizacji i znacznych nakladéw inwestycyjnych.
Wraz z wiekiem u czlowieka i innych ssakéw obserwuje sie
stopniowy spadek mozliwosci proliferacyjnych komoérek, co
przeklada si¢ na ograniczenie mozliwosci regeneracyjnych
ich organizmoéw [52,53]. Zjawisko ograniczonej zdolnosci
proliferacyjnej notowane jest takze dla pojedynczych komo-
rek drozdzy S. cerevisine, bowiem komoérka ,,matka” w ciagu
swojego zycia moze wytworzy¢ ograniczong liczbe komérek
potomnych [54]. Ograniczone mozliwoéci reprodukcyjne
komoérek drozdzy prébuje sie thumaczy¢ biorac pod uwage
réznorodne czynniki w tym gromadzenie agregatéw biatko-
wych, niestabilnos¢ genetyczna i wzrost liczby pozachromo-
somalnych kétek rDNA czy akumulacje uszkodzonych mi-
tochondriéw [55]. Alternatywne wyjasnienie tej kwestii, od-
noszace sie do relatywnie duzych rozmiaréw uzyskiwanych
przez komorki, ktére zakoriczyly proliferacje, przedstawia
hipoteza hipertrofii [56,57]. Wskazuje ona na istnienie $ci-
stego zwiazku pomiedzy tempem wzrostu wielkosci komo-
rek a ich mozliwosciami reprodukcyjnymi [56-58]. Problem
hipertrofii w przypadku komérek drozdzy scisle wigze sie
z mechanizmem cytokinezy na drodze paczkowania. Pacz-
kowanie bowiem eliminuje mozliwos¢ redukcji wielkosci
komoérki ,matki”, jak ma to miejsce w przypadku innych
komoérek eukariotycznych. Tym samym przyczynia sie do
stopniowego wzrostu jej rozmiaréw, skutkujac osigganiem
przez komorke po kilkudziesieciu cyklach wielkosci, ktéra
uniemozliwia dalsza reprodukcje [56-58]. Jakkolwiek, stan
hipertrofii i wynikajace z niego ograniczenie mozliwosci re-
produkcyjnych komoérki nie powinny by¢ traktowane tylko
w kwestiach parametréw fizycznych. Wielkos¢ komérki ma
takze istotny wplyw na architekture wewnatrzkomérkowa a
wzrost wielkosci pociaga za soba koniecznosé dostosowania
poziomu biosyntezy i dystrybucji poszczegdlnych sktadni-
kéw komorkowych, celem utrzymania ich odpowiednich
proporcji wzgledem rozmiaréw komoérki [57,59]. Stad tez
tempo przyrostu wielkodci komoérki w czasie pojedynczego
cyklu wydaje sie¢ decydowac o potencjalnych mozliwosciach
proliferacyjnych komérki [56,57,60]. Tempo przyrostu wiel-
kosci komorki, a co za tym idzie szybkos¢ osiagania postulo-
wanego stanu hipertrofii moze mie¢ uwarunkowania meta-
boliczne. Te z kolei moga by¢ modyfikowane zaréwno przez
czynniki genetyczne jak tez warunki srodowiskowe, sposréd
ktorych szczegolnie istotna wydaje sie by¢ dostepnosé sklad-
nikéw odzywczych.
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POZIOM GLUKOZY W SRODOWISKU VS
STAN FIZJOLOGICZNY I MOZLIWOSCI
REPRODUKCYJNE KOMOREK

Bardzo szeroki zakres oddziatywania glukozy na procesy
wewnatrzkomoérkowe (Ryc. 1) powoduje, ze wiele aspektow
jej metabolizmu nie zostalo jeszcze dokladnie poznanych.
Stad celem badan ujetych w pracy doktorskiej, opartej na cy-
klu publikacji naukowych, bylo okreslenie wptywu glukozy
i zmian jej stezenia na szeroko pojety stan fizjologiczny, me-
tabolizm, potencjal reprodukcyjny i dtugos¢ zycia komérek
drozdzy S. cerevisine. W badaniach zastosowano uklad ekspe-
rymentalny konfrontujacy dwa czynniki tj. zaréwno zmienne
genetyczne (zastosowanie szczepéw drozdzy pozbawionych
wybranych genéw bioracych udzial w wykrywaniu i sygnali-
zacji zaleznej od glukozy) jak i zmienne srodowiskowe (r6zne
stezenia glukozy w podiozu hodowlanym). Material badaw-
czy stanowily komorki drozdzy S. cerevisiae reprezentujace
glownie tlo genetyczne BY4741 (szczep dziki; WT ang. wild
type) oraz izogeniczne wzgledem niego szczepy pozbawio-
ne wybranych genéw zwigzanych z metabolizmem glukozy
(Agpa2; Agprl oraz Ahxk2). Jako podloze hodowlane wyko-
rzystywano podioze YPD ze zmiennymi stezeniami glukozy
(0,5% - warunki restrykgji kalorycznej; 2% - warunki opty-
malne; 4% - warunki nadmiaru kalorii). Takie kompleksowe
podejscie, wykorzystujace nie tylko warunki restrykeji kalo-
rycznej, ale takze wysokie stezenia glukozy jako odpowied-
nik warunkéw nadmiaru kalorii wydaje sie by¢ szczegdlnie
wazne dla rozwoju obecnej wiedzy w sytuagji, gdy spozywa-
nie nadmiaru kalorii jest powszechne, a ludzkosé boryka sie
z rosngcym problemem otyloéci i cukrzycy typu 2. Wyniki
badan uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej wpisuja
sie w dzialania zmierzajace do pelniejszego zrozumienia za-
leznosci miedzy zmianami poziomu glukozy, komérkowymi
szlakami metabolicznymi a kontrola wzrostu wielkosci ko-
morki i jej mozliwosciami proliferacyjnymi.

KOMORKOWA EKONOMIA DOTYCZACA
FERMENTAC]I I ODDYCHANIA TLENOWEGO

Metabolizm komoérkowy jest Scisle kontrolowany i stale
dostosowywany zaréwno do aktualnych potrzeb komorki,
jak tez do dostepnosci sktadnikéw odzywczych w érodowi-
sku [2,7]. Uzyskane wyniki wskazuja, ze nadmiar lub ograni-
czenie dostarczanych kalorii ma istotny wplyw na funkcjo-
nowanie komoérki poprzez inicjowanie zmian na poziomie
metabolicznym [47,48]. Zaobserwowane zmiany wydaja sie
by¢ podyktowane z jednej strony kosztami a z drugiej korzy-
Sciami wynikajacymi z wykorzystania glukozy w réznych
szlakach metabolicznych, sugerujac ze sprawnosc fizjologicz-
na komorki zalezy od metabolicznego kompromisu miedzy
réznymi sposobami wykorzystania glukozy. Komérki droz-
dzy rosnace w warunkach dostepnosci tlenu i w obecnosci
glukozy, uzyskuja energie poprzez fermentacje [7,50]. I cho-
ciaz podczas fermentacji wytwarzana jest stosunkowo nie-
wielka ilo¢ energii, to koszty komérkowe zainwestowane w
synteze enzyméw wymaganych dla tego szlaku sa nizsze w
poréwnaniu z inwestycja jakiej wymaga oddychaniem tleno-
we [7]. Na takie wyjasnienie wskazuje brak istotnych réznic
w tempie wzrostu populacji komoérek drozdzy, zmniejszenie
poziomu ATP, a przy tym jednoczesne zwigkszenie rozmia-
réw i biomasy komoérek wraz ze wzrastajacym w podlozu
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stezeniem glukozy (Ryc. 3A-B; 3D-E). Sugeruje to, Ze poziom
ATP nie determinuje w spos6b bezposredni mozliwosci bio-
syntetycznych, a przez to wielkoéci komoérki i w konsekwen-
qji jej zdolnosci reprodukeyjnych [47,48]. Wynika z tego, ze
nawet jesli fermentacja, pod wzgledem liczby wytworzonych
czasteczek ATP, jest procesem mniej wydajnym energetycz-
nie to moze by¢ postrzegana jako korzystniejsza dla repro-
dukgji komérek, bowiem w sytuacji dostepnosci sktadnikéw
odzywczych glukoza moze by¢ efektywnie wiaczana do
produkcji podstawowych komponentéw budulcowych po-
trzebnych do tworzenia nowych komérek [2,4]. Sugeruje to,
ze glikoliza w warunkach tlenowych wydaje sie by¢ bardziej
efektywnym procesem z biosyntetycznego punktu widzenia.

POCHODNE GLUKOZY VS ZJAWISKO
I ZNACZENIE AUTOFLUORESCENC]I

Wykorzystanie glukozy na drodze glikolizy i szlaku PPP
zapewnia komorce posrednie metabolity weglowe wyma-
gane do biosyntezy jej niezbednych komponentéow [2,4,8].
Takie wykorzystanie glukozy przez komoérke oraz fakt, iz
niektére z wytworzonych komponentéw komérki moga po-
siada¢ naturalne wlasciwosci fluorescencji, wiaza sie ze zja-
wiskiem autofluorescencji. W przeprowadzonych badaniach
wykazano, iz za wystepujace w komoérkach drozdzy zjawi-
sko autofluorescencji w gtéwnej mierze odpowiedzialne sa
tryptofan, ryboflawina i pirydoksyna [8]. Te endogenne flu-
orofory sg bezposrednio zalezne od metabolizmu glukozy, co
powoduje, Ze zmiany w jednym ze szlakéw wykorzystania
glukozy lub zmiany jej dostepnosci moga wplywaé na réz-
na zawarto$¢ tych metabolitéw w komorce. Rézne stezenia
endogennych fluoroforéw nie tylko wplywaja na poziom
autofluorescencji, ale ze wzgledu na ich wlasciwosci moga
takze znaczaco modyfikowa¢ stan fizjologiczny komoérek. W

rezultacie pomiar autofluorescencji moze dostarcza¢ infor-
macji na temat stanu fizjologicznego komérek w czasie rze-
czywistym w natywnych probkach biologicznych. Z drugiej
jednak strony wykrywanie i interpretacja autofluorescencji
moze przysparza¢ pewnych trudnosci gléwnie ze wzgledu
na jednoczesne wystepowanie w probkach biologicznych
réznych endogennych fluoroforéw i nakladanie sig ich widm
wzbudzenia i emisji. Dodatkowy problem wiaze sie z tym,
ze widma wzbudzenia i emisji niektérych egzogennych flu-
oroforéw wykorzystywanych w szeregu oznaczeni bioche-
micznych moga pokrywac si¢ z tymi obserwowanymi dla
endogennych fluoroforéw. A to z kolei moze wplywaé na
interpretacje wynikéw pomiaréw fluorescencji w oznacze-
niach biochemicznych. Przykladem tego jak istotna moze
by¢ to zmiana moga by¢ dane uzyskane w trakcie oznaczen
wykorzystujacych fluorescencyjny analog glukozy 6-NBDG
(Ryc. 2A-D). Biorac pod uwage te aspekty, uzyskane wyniki
badan z jednej strony wskazuja na mozliwe wykorzystanie
pomiaréw autofluorescencji dla oceny stanu fizjologicznego
komorki, a z drugiej zwracaja uwage na koniecznos¢ stan-
daryzowania metod opartych na pomiarze fluorescencji,
uwzgledniajac wyjéciowy poziom autofluorescencji, ktéry
moze wykazywac duza zmienno$¢ w obrebie réznych typow
komorek, ale takze w zaleznosci od warunkow.

ZALEZNE OD GLUKOZY DROGI
PRZEKIEROWANIA METABOLICZNEGO

Warunki restrykeji kalorycznej i nadmiaru kalorii zna-
czaco modyfikuja mozliwosci biosyntetyczne i ogodlny
status fizjologiczny komorek drozdzy. Zaobserwowano,
ze w warunkach restrykcji kalorycznej komérki wykazuja
niewielkie mozliwosci biosyntetyczne, co moze wynikac z
przekierowania metabolicznego (ang. metabolic flux) z gli-
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Rycina 2. Wplyw autofluorescencji na interpretacje wynikéw analiz opartych na oznaczeniach spektrofluorymetrycznych , na przykladzie oznaczenia wykorzystujacego
fluorescencyjny analog glukozy 6-NBDG (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i in., 2018 [8]). A) Catkowita intensywnos¢ fluorescencji komérek inkubowa-
nych z analogiem 6-NBDG; B) Intensywnos¢ autofluorescenciji (fluorescencja komorek bez obecnosci 6-NBDG); C) Intensywnos¢ fluorescencji obrazujaca tempo pobierania
glukozy; D) Mikroskopowy obraz komérek drozdzy inkubowanych z lub bez analogu 6-NBDG. Litery a, b, ¢ wskazujg réznice miedzy wartosciami obserwowanymi w
réznych szczepach drozdzy: a - roznice wzgledem szczepu SP4, b - réznice wzgledem szczepu BY4741, ¢ - roznice wzgledem szczepu BMA64-1A. p<0,05
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kolizy w kierunku oddychania tlenowego, na co wskazuje
m.in. wyzszy poziomom ATP notowany w tych warunkach
[48,51]. Dane te sa zgodne z wynikami prezentujacymi
zwigzek pomiedzy zwiekszeniem dtugosci zycia w warun-
kach restrykcji kalorycznej a zwigkszonym oddychaniem
tlenowym [40,45]. W $wietle uzyskanych wynikéw wydaje
sie jednak, Ze zwiekszony poziom oddychania tlenowego
nie jest przyczyna zwiekszenia potencjatu reprodukcyjne-
go, a raczej skutkiem przekierowania metabolicznego [51].
To wyjasnialoby, dlaczego warunki restrykcji kalorycznej
moga réwniez prowadzi¢ do zwiekszenia dlugosci zycia
w komoérkach drozdzy niekompletnych oddechowo (rho")
[42], u ktérych oddychanie tlenowe nie zachodzi. Z kolei,
warunki pelnej dostepnosci glukozy w srodowisku, moga
prowadzi¢ do zwigkszonego jej przekierowania metabo-
licznego w kierunku glikolizy, co zmniejsza poziom ATP,
ale jednoczeénie zwigksza mozliwosci biosyntetyczne ko-
moérki. Mozliwosci te sa nierozerwalnie zwigzane ze szla-
kiem PPP, a dotychczasowe wyniki badann wskazuja na
dodatnia korelacje miedzy produkcja biomasy a przekie-
rowaniem metabolicznym w strone szlaku PPP [61]. Su-
geruje to, ze warunki nadmiaru kalorii promuja wyzszy
poziom biosyntez komoérkowych, prawdopodobnie po-
przez przekierowanie metaboliczne w kierunku glikolizy
i szlaku PPP. Waznym argumentem na korzys¢ zalozenia,
iz aktywnosé¢ szlaku PPP jest zwiazana z mozliwoSciami
biosyntetycznymi, okazaly sie wyniki uzyskane dla komé-
rek szczep6w z delecja genéw GPA2 i GPR1. Wykazywaty
one bowiem wzgledem komorek szczepu dzikiego nizsze
tempo pobierania glukozy (Ryc. 3C), znacznie nizsza ak-
tywnos¢ enzymow szlaku PPP, a jednocze$nie nizsze moz-
liwosci biosyntetyczne (Ryc. 3E) [48].

GLUKOZA A GENERACJA RFT
W KOMORKACH DROZDZY

Roézne stezenia glukozy oraz mozliwosci jej wewnatrzko-
morkowych przeksztalceni niewatpliwie wiaza sie takze ze
zmianami metabolicznymi, ktérych powszechnie znanym
efektem ubocznym jest generacja RFT. W przypadku badan
prowadzonych z wykorzystaniem drozdzy wartym podkre-
Slenia jest fakt niejednoznacznosci wynikéw dotyczacych
generacji RFT w warunkach restrykgji kalorycznej [41,43,44].
W tej kwestii istotnych danych dostarczyly badania wykona-
ne w ramach pracy doktorskiej obrazujace poziom generacji
RFT. Wykazaly one, Zze generacja RFT w komoérkach droz-
dzy wzrasta wraz ze wzrostem stezenia glukozy w podto-
zu, przy czym odnotowano réwniez, ze zmniejszenie tempa
pobierania glukozy moze dziata¢ w kierunku obnizenia po-
ziomu generacji RFT. Najwyzszy i nieco zaskakujacy poziom
generacji RFT zaobserwowano w warunkach nadmiaru ka-
lorii, w ktérych komorki drozdzy prowadza metabolizm fer-
mentacyjny (Ryc. 4A-B). Dalo to podstawe do wnioskowania
0 obecnosci poza-mitochondrialnych Zrédet RFT. Taka moz-
liwoé¢ potwierdzity dodatkowo analizy stanu funkcjonalne-
go mitochondriéw w warunkach réznego stezenia glukozy
(Ryc. 4C) oraz analizy poziomu generowania RFT w komor-
kach niekompletnych oddechowo, ktére nie sa zdolne do
prowadzenia oddychania tlenowego. Potwierdzenie obecno-
Sci poza-mitochondrialnych Zrédel generowania RFT w ko-
morkach drozdzy wzmacniaja niedawne badania, w ktérych
zaobserwowano niezalezny od aktywnosci mitochondriéw
wzrost poziomu RFT w komérkach drozdzy hodowanych
w warunkach stresowych wynikajacych z niedoboru wap-
nia [62] oraz odkrycie bialka Ynol, bedacego jak do tej pory
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Rycina 3. Wybrane parametry fizjologiczne, zmiany metaboliczne i mozliwosci biosyntetyczne komorek drozdzy w warunkach réznego stezenia glukozy (Na podstawie
opublikowanych danych Maslanka i in., 2017; Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [47,48]). A) Relatywne tempo wzrostu (ang. growth rate) komorek drozdzy; B) Wielkos¢
komorek analizowanych szczepéw drozdzy hodowanych na podlozach z r6znym stezeniem glukozy; C) Tempo pobierania glukozy przez komorki analizowanych szcze-
péw drozdzy oznaczone za pomoca fluorescencyjnego analoga glukozy 6-NBDG; D) Poziom ATP okreslony za pomoca BactTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay;
E) Sucha masa komorek drozdzy hodowanych na podlozu z réznym stezeniem glukozy; F) Udzial NADP* w catkowitej puli NADP(H) notowany w komoérkach drozdzy
hodowanych na podlozu z réznym stezeniem glukozy. *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 ré6znice w poréwnaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podioza. Li-
tery a, b, ¢ wskazuja réznice miedzy wartosciami obserwowanymi na réznych podiozach w obrebie tego samego szczepu drozdzy: a - réznice wzgledem podioza z 0,5%
glukozg, b - r6znice wzgledem podtoza z 2% glukoza, ¢ - réznice wzgledem podioza z 4% glukoza. p<0,05
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Rycina 4. Poziom generacji RFT i struktura sieci mitochondrialnej w komérkach drozdzy hodowanych w warunkach réznego stezenia glukozy (Na podstawie opubliko-
wanych danych Maslanka i in., 2017 [47]). Poziom RFT w komérkach drozdzy kompletnych oddechowo oznaczony z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej DHET (A)
i H2DCF-DA (B). **p<0,01; ***p<0,001 réznice w poréwnaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podloza. Litery a, b, c wskazujg r6znice miedzy wartosciami
obserwowanymi na réznych podtozach w obrebie tego samego szczepu drozdzy: a - réznice wzgledem podloza z 0,5% glukoza, b - réznice wzgledem podloza z 2%
glukoza, ¢ - réznice wzgledem podioza z 4% glukoza. p<0,05. C) Struktura sieci mitochondrialnej analizowana za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej przy zastosowaniu

barwnika fluorescencyjnego Rodaminy B. Powiekszenie 1000x

jedyna poznana drozdzowa oksydaza NADPH [63]. Wyni-
ki te sugeruja potrzebe zmiany, dominujacego w badaniach
prowadzonych z wykorzystaniem drozdzy, pogladu méwia-
cego, iz mitochondria sa gléwnym i praktycznie jedynym
komérkowym Zrédtem RFT [47]. Zwiekszony poziom gene-
racji RFT w komoérkach drozdzy hodowanych na podlozach
zawierajacych wysokie stezenia glukozy moze mie¢ zwiazek
z wyzsza aktywnoscia szlaku cAMP/PKA. Aktywny szlak
cAMP/PKA z jednej strony bowiem promuje biosynteze
biatka poprzez indukcje biogenezy rybosoméw, natomiast
z drugiej strony zmniejsza mozliwosci odpowiedzi na stres
poprzez tlumienie ekspresji genéw bedacych pod kontrolg
czynnikow transkrypcyjnych Msn2 i Msn4 [11]. Oba te efekty
moga by¢ polaczone z wyzszym poziomem RFT obserwowa-
nym dla komérek hodowanych na podiozach zawierajacych
21i4% stezenie glukozy.

POTENCJAE REPRODUKCYJNY KOMOREK
W WARUNAKCH ROZNEGO STEZENIA
GLUKOZY 1 JEGO ZWIAZEK Z
MOZLIWOSCIAMI BIOSYNTETYCZNYMI

Wszelkie aspekty energetyczne, metaboliczne czy tez zwia-
zane z odpowiedzig na stres znajduja swoje odzwierciedlenie
w sprawnoéci reprodukeyijnej komorki. Jest ona wazna zaréw-
no w przypadku organizméw jednokomoérkowych, poniewaz
warunkuje utrzymanie ich populacji, jak i w przypadku orga-
nizméw wielokomoérkowych, u ktérych warunkuje wzrost,
regeneracje czy tez ogolnie pojeta homeostaze liczbowa ko-
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morek. Uzyskane wyniki sugeruja, Ze potencjat reprodukcyjny
komoérki drozdzy jest zalezny od metabolicznego kompromi-
sumiedzy réznymi drogami wykorzystania glukozy, ze szcze-
gbélnym uwzglednieniem szlakéw biosyntetycznych. Analiza
potencjatu reprodukcyjnego komérek drozdzy szczepu dzi-
kiego wykazata, iz komoérki hodowane w warunkach restrykgji
kalorycznej posiadaja wyzszy potencjat reprodukcyjny w po-
réwnaniu do komérek hodowanych na podlozu zawierajacym
optymalne (2%) stezenie glukozy [48], a wynik ten znajduje
swoje potwierdzenie réwniez w danych literaturowych [46].
Jednak, co jest wazniejsze i nie bylo wczeéniej prezentowane,
wykazano, ze nadmiar kalorii znaczaco zmniejsza potencjat
reprodukcyjny komorki. Istnieje zatem Scista negatywna ko-
relacja miedzy stezeniem glukozy w podlozu hodowlanym
a potencjatem reprodukcyjnym komérki (Ryc. 5).

Jedna z mozliwosci wyjasnienia tej kwestii Scisle Iaczy sie
z zalozeniami hipotezy hipertrofii, wskazujacej wielkos¢ ko-
morki, a zwlaszcza tempo przyrostu wielkosci komorki na ge-
neracje jako czynniki determinujace potencjat reprodukcyjny
komoérek drozdzy [57,59]. Przeprowadzone badania z jednej
strony potwierdzily istnienie silnej korelacji miedzy wielko-
Scig komorki a jej potencjalem reprodukcyjnym a z drugiej
dostarczyly nowych danych na temat metabolicznej regulacji
wielkosci zwigzanej ze sposobem wykorzystania glukozy, co
niewatpliwie wplywa réwniez na potencjat reprodukcyijny ko-
morek. Komoérki o wiekszym rozmiarze obserwowane w wa-
runkach nadmiaru kalorii charakteryzowaty sie obnizonym

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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Rycina 5. Potencjal reprodukeyjny i reprodukcyjna dlugosc zycia komorek analizowanych szczepéw drozdzy hodowanych w warunkach réznego stezenia glukozy (Na
podstawie opublikowanych danych Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). ***p<0,001 réznice w poréwnaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podioza. Li-
tery a, b, c wskazuja réznice miedzy wartoéciami obserwowanymi na réznych podiozach w obrebie tego samego szczepu drozdzy: a - réznice wzgledem podtoza z 0,5%
glukoza, b - r6znice wzgledem podtoza z 2% glukoza, ¢ - réznice wzgledem podioza z 4% glukozg. p<0,05

potencjatem reprodukcyjnym i odwrotnie komérki hodowane
w warunkach restrykgji kalorycznej charakteryzowata mniej-
sza wielkos¢, ale jednoczednie wyzszy potencjal reprodukcyj-
ny (Ryc. 6A-B). Jak podaja dane literaturowe odwrotna zalez-
noé¢ miedzy potencjatem reprodukcyjnym, dlugoscia zycia i
rozmiarem komorki jest obserwowana takze w niektérych ty-
pach komoérek ssaczych i ludzkich [64,65]. Posrednio wskazuja
na to réwniez dane dotyczace komorek oséb borykajacych sie
z problemem cukrzycy typu 2 i otylosci, u ktérych obserwo-
wano zaburzenia w regulacji wzrostu komoérki prowadzace do
fenotypu hipertrofii i zatrzymania proliferacji [17,18]. Zwiazek
miedzy wielkoscia komoérki a glukoza opiera sie na jej wy-
korzystaniu w procesach biosyntetycznych. Stad tez wigksze
rozmiary komorek i jednoczesnie obnizony potencjal repro-
dukcyjny w warunkach nadmiaru kalorii moze by¢ wynikiem
zwiekszonego przekierowania glukozy w kierunku proceséw
biosyntetycznych komoérki [48].

Na taka mozliwoé¢ wskazuja dane dotyczace suchej
masy komorek oraz zmian w proporcji kofaktor6w NADP+
i NADPH (Ryc. 3E-F). Zawarto$¢ suchej masy komoérek wy-
raznie koreluje z potencjatem reprodukcyjnym i wielkoscig
komorki. Wzrostowi suchej masy komoérek towarzyszy wzrost
wielkosci komoérki, ale réwnocze$nie spadek ich potencjatu
reprodukcyjnego i odwrotnie. To sugeruje, ze istnieje Scisty
zwigzek miedzy wydajnoscig biosyntetyczng, wielkoscig ko-
morKki a jej potencjalem reprodukeyjnym [48]. Z kolei zaobser-
wowany wzrost udzialu NADP+ w catkowitej puli NADP(H)
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moze by¢ spowodowany zwiekszonym zuzyciem NADPH
wynikajacym z wymagan reakcji anabolicznych, bowiem we-
dtug danych literaturowych procesy biosyntetyczne wymaga-
ja utlenienia NADPH do NADP+ w ilosci ok. 6,5 mmola na 1
g biomasy [66]. Taka mozliwos¢ potwierdzaja réwniez bada-
nia prowadzone na komérkach ludzkich prezentujace spadek
wartosci stosunku NADPH/NADP+ z réwnoczesnym wzro-
stem poziomu NADP+ w sytuacji zwiekszonych potrzeb ana-
bolicznych komérki [51,67].

SZLAK CAMP/PKA I JEGO ROLA W ODPOWIEDZI
KOMOREK DROZDZY NA ROZNE STEZENIA GLUKOZY

W komoérkach drozdzy mozliwosci biosyntetyczne oraz
wielkos¢ komorki sa zalezne od szlaku cAMP/PKA. Szlak ten
dostosowuje bowiem metabolizm komérkowy do poziomu
dostepnych skladnikéw odzywczych. Na bazie wynikéw uzy-
skanych dla szczepu dzikiego zalozono, ze w warunkach nad-
miaru kalorii (w ktérych potencjal reprodukcyjny komorek
byt obnizony) aktywnos¢ szlaku cAMP/PKA jest zwigkszona,
podczas gdy zmniejsza sie ona w warunkach restrykgji kalo-
rycznej. W celu sprecyzowania roli szlaku cAMP/PKA w po-
wigzaniu miedzy mozliwo$ciami biosyntetycznymi komoérki a
jej potencjatem reprodukcyjnym zastosowano szczepy Agpa2 i
Agpr1 o zaburzonej aktywnosci tego szlaku. Uzyskane wyniki
pokazaty, ze w warunkach nadmiaru kalorii potencjat repro-
dukcyjny komoérek szczepéw Agpa2 i Agprl byt wyzszy w po-
réwnaniu z komérkami szczepu dzikiego i co wiecej wartosé
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Rycina 6. Rozklad uzyskanych wartosci potencjatu reprodukcyjnego i wielkosci komoérek drozdzy hodowanych w warunkach réznych stezen glukozy (Na podstawie
opublikowanych danych Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). A) Rozklad wartosci potencjatu reprodukcyjnego komoérek drozdzy hodowanych w warunkach r6znych
stezen glukozy; B) Rozklad wartosci wielkosci komoérki w populacji komorek drozdzy hodowanych w warunkach r6znych stezen glukozy. k - kurtoza; y - skosnosé
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potengjatu reprodukcyjnego dla komoérek tych szczepéw byta
podobna, niezaleznie od stezenia glukozy w podlozu. Wska-
zuje to, ze poprzez obnizenie aktywnosci szlaku cAMP/PKA,
nawet w sytuacji wysokiego zewnatrzkomérkowego stezenia
glukozy, mozna utrzyma¢ potencjal reprodukcyjny komor-
ki na stosunkowo wysokim poziomie. Wysokie mozliwosci
reprodukcyjne obserwowane dla komorek szczepéw Agpa2
i Agprl wydaja sie mie¢ zwiazek z nizszymi mozliwosciami
biosyntetycznymi notowanymi dla tych komoérek. Zaobser-
wowano w ich przypadku zaréwno nizszg zawarto$¢ suchej
masy komorki i nizsza aktywnos¢ enzymoéw szlaku PPP, jak
tez mniejsze wykorzystanie NADPH w poréwnaniu z komér-
kami szczepu dzikiego [48]. Dodajac do tego dane literaturowe
prezentujace nizsza zawarto$¢ bialka i obnizone tempo jego
syntezy w komoérkach szczepow Agpa2 i Agprl [68], niewat-
pliwie wskazuje to, ze potencjat reprodukcyjny komoérki jest
zwigzany zaréwno z wielkoécig komorki jak i jej mozliwoscia-
mi biosyntetycznymi.

ZEWNATRZKOMORKOWE VS
WEWNATRZKOMORKOWE STEZENIE GLUKOZY

Zastosowanie mutantéw delecyjnych odnosnie wybranych
gendw zwigzanych z metabolizmem glukozy pozwolilo wy-
kaza¢, Ze rozmiar komorki i jej mozliwosci biosyntetyczne sa
Scidlej skorelowane z tempem pobierania glukozy anizeli z jej
stezeniem pozakomoérkowym (Ryc. 3B-C; 3E). Nawet wow-
czas gdy pozakomoérkowe stezenie glukozy jest wysokie, ob-
nizenie tempa pobierania glukozy (np. na skutek obniZenia
aktywnosci szlaku cAMP/PKA) moze utrzymaé¢ mniejszy

rozmiar komorki w poréwnaniu z komoérkami o niezaburzo-
nym poborze glukozy. Sugeruje to, ze wewnatrzkomoérkowy
poziom glukozy i sygnalizacja od niej zalezna sa wazniejsze
anizeli jej poziom zewnatrzkomoérkowy [47,48]. ZatoZenie ta-
kie, potwierdzaja réwniez coraz liczniejsze badania prezentu-
jace, ze nie ma prostej zaleznosci miedzy fizjologia komoérki, jej
tempem wzrostu a wykrywaniem glukozy w podtozu. Waz-
nym aspektem wydaje si¢ wlasnie tempo pobierania glukozy,
bowiem koordynowanie wzrostu komoérki i postep cyklu ko-
morkowego wymaga wspdldzialania zewnatrzkomoérkowej
jak i wewnatrzkomorkowej sygnalizacji warunkowanej gluko-
73 [11,69].

MNIE] ZNACZY WIECE] CZY RACZE]
WIECE] ZNACZY MNIE]

Powszechnym jest poglad o pozytywnym wplywie restryk-
qji kalorycznej na diugosé zycia wielu organizméw. Ponadto
pojawiaja sie takze przestanki o negatywnym wplywie nad-
miaru energii i iloéci dostarczanych kalorii na dlugos¢ zycia
organizméw. Stad w badaniach sprawdzono takze wplyw
réznych stezeni glukozy na dtugosé¢ zycia komorek drozdzy.
Uzyskane wyniki pokazaly notowane wczesniej zaleznosci
jak na przykiad fakt, ze post-reprodukcyjna dlugosé zycia ko-
morki drozdzy jest ujemnie skorelowana z liczba wyproduko-
wanych przez nig komérek potomnych czy fakt, ze wartosé
catkowitej dlugosci zycia jest poréwnywalna miedzy komoér-
kami r6znych szczepéw drozdzy, pomimo réznic w ich zdol-
nosciach reprodukeyijnych [70]. Jednakze, po raz pierwszy w
przypadku komorek drozdzy odnotowano, iz catkowita diu-
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Rycina 7. Poréwnanie calkowitej diugosci zycia komoérek drozdzy hodowanych w warunkach réznych stezen glukozy (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka
i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). Catkowita dlugos¢ zycia komoérek drozdzy okreslono przy uzyciu mikromanipulatora analizujgc komérki hodowane na statym podlozu za-
wierajacym przyzyciowy barwnik - floksyne B. *p<0,05; **p<0,01 réznice w poréwnaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podloza. Litery a, b, c wskazuja
réznice miedzy warto$ciami obserwowanymi na réznych podiozach w obrebie tego samego szczepu drozdzy: a - réznice wzgledem podtoza z 0,5% glukoza, b - réznice

wzgledem podioza z 2% glukoza, ¢ - réznice wzgledem podioza z 4% glukoza. p<0,05
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gos¢ zycia jest wyraznie skrécona w warunkach nadmiaru ka-
lorii, natomiast wydaje sie by¢ poréwnywalna w warunkach
restrykcji kalorycznej i w warunkach optymalnych (Ryc. 7).

Uzyskane wyniki z jednej strony potwierdzaja, ze warunki
restrykcji kalorycznej moga poprawiaé sprawnosé fizjologicz-
na komorek, co przejawia sie m.in. zmniejszeniem generacji
RFT oraz zwigkszonym potencjalem reprodukcyjnym. Jednak-
ze, restrykcja kaloryczna wydaje sie nie zwieksza¢ znaczaco
catkowitej dlugosci zycia komérek drozdzy. Z drugiej strony
uzyskane wyniki pokazujg, ze warunki nadmiaru kalorii
prowadza zaréwno do zaburzen w fizjologii komérki (zwiek-
szona generacja RFT, zmniejszony potencjal reprodukcyjny)
jak tez skrocenia catkowitej diugosci zycia komoérek drozdzy.
Szczegodlowa analiza uzyskanych wynikéw i szeroki przeglad
literatury, staty sie podstawa do stworzenia modeli prezentu-
jacych zmiany metabolizmu komorki w zaleznosci od stezenia
glukozy oraz ich wplyw na wielkos¢ i potencjat reprodukeyijny
komorek drozdzy (Ryc. 8). Jakkolwiek wyniki i ich objasnienia
ujete w pracy nie moga by¢é bezposrednio poréwnywane z wy-
nikami badari dotyczacych restrykcji kalorycznej przeprowa-
dzonych na innych czesto wielokomérkowych organizmach
modelowych, to w niektérych obszarach moga wystepowac
miedzy nimi swoiste analogie. Niewatpliwie takimi analogia-

mi sa ogdlny sposéb dzialania restrykcji kalorycznej a takze
szkodliwos¢ nadmiarowej podazy skladnikéw odzywczych.

PODSUMOWANIE

Szeroka analiza konsekwencji nadmiaru i restrykcji kalo-
rycznej dla komorek drozdzy S. cerevisine i wnioski ujete w
pracy przyczyniaja sie do pelniejszego zrozumienia regulacji
metabolizmu glukozy na poziomie komérkowym. Z uwagi
na podobienistwo szlakéw metabolicznych, dane z przepro-
wadzonych badant moga postuzy¢ jako material poréwnaw-
czy dla badari prowadzonych na innych typach komérek. Co
wiecej sformulowane na podstawie uzyskanych wynikéw
whnioski mogg okazac sie pomocne w analizach dotyczacych
funkcjonowania komoérek narazonych na wysokie stezenia
glukozy, co ma miejsce m.in. w przypadku os6b chorych na
cukrzyce.

Do najwazniejszych wnioskow przeprowadzonych badan
mozna zaliczy¢: (1) wykazanie, ze w komorce istnieje specy-
ficzny kompromis metaboliczny pomiedzy réznymi sposo-
bami wykorzystania glukozy, (2) wewnatrzkomérkowe wy-
korzystanie glukozy jest zalezne od jej stezeniem w otoczeniu
oraz tempa jej pobierania, (3) stezenie glukozy w podlozu
hodowlanym ma wplyw na poziom generowanych RFT,
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Rycina 8. Model przedstawiajacy mozliwe typy ,metabolicznego kompromisu” w zaleznosci od warunkéw dostepnosci sktadnikéw odzywczych oraz ich wpltyw na
wielkos¢ i potencjat reprodukcyjny komoérek drozdzy (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). Zastosowane skroty: ATP - trifosforan
adenozyny; cAMP - cykliczny monofosforan adenozyny; GPCR - receptor sprzezony z biatkiem G; HXT - transporter heksozy; PPP - szlak pentozofosforanowy; PKA -
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przy czym istotna ich czes¢ jest generowana w sposéb poza-
-mitochondrialny, (4) istnieje silna zalezno$¢ miedzy steze-
niem glukozy, stanem fizjologicznym komoérek drozdzy, ich
wielkoscia i mozliwoséciami biosyntetycznymi a potencjalem
reprodukcyjnym, (5) warunki nadmiaru kalorii negatywnie
wplywaja na sprawnos¢ fizjologiczna, potencjat reprodukcyj-
ny a takze catkowita dtugos¢ zycia komorki.
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romyces cervisiae analizuje w jaki sposéb ograniczenie i nad-
miar kluczowego substratu jakim dla komoérki jest glukoza
moduluje stan fizjologiczny, architekture wewnatrzkomor-
kowa, procesy biosyntetyczne i degradacyjne komoérki oraz
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Scig akrylamidu oraz stanem redoks komoérki. Poza praca
naukowa staram sie¢ rowniez angazowac¢ w dziatania popu-
laryzujace nauke pelniagc m.in. funkcje Przewodniczgcego
Zespotu ds. Promocji Instytutu Biologii i Biotechnologii UR
oraz Koordynatora akcji Nocy Biologéw na Uniwersytecie
Rzeszowskim. Prywatnie idealista i niepoprawny optymi-
sta, pasjonat thrilleréw medycznych, muzyki alternatywnej,
wycieczek rowerowych i eksperymentowania w kuchni, a
ze wzgledu na pochodzenie (rodowity mieszkaniec terenéw
doliny Popradu) milosnik wycieczek gérskich, przebywa-
nia w lesie i grzybobrania.
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ABSTRACT

Glucose is not only the primary source of energy, but also a compound which plays an important role in the metabolism and maintenance
of the proper physiological state of the cell. This is particularly pronounced in the case of yeasts, in which the influence of glucose on the
physiological state of the cell is directly manifested. Among other by obtaining energy through fermentation or aerobic respiration depending
on the availability of glucose. Glucose-dependent modulation of intracellular metabolic pathways influence on the reproductive potential
and lifespan of the cells, what links glucose with calorie restriction studies. At the same time, there is a noticeable lack of data concerning
the calorie excess and its consequences at the cellular level. Using the yeast Saccharomyces cerevisiae cells as a research model, a significant
relationship between glucose concentration, biosynthetic efficiency, reproductive potential and total lifespan of yeast cells was found. High
glucose concentrations, corresponding to the calorie excess conditions, lead to an increase in the level of reactive oxygen species, an increase
in cell size and cell biomass, but at the same time, it reduces the reproductive potential and shortens the total lifespan of the yeast cell. The
negative impact of glucose excess on the physiological state of the cell as well as the complexity and interrelationships of intracellular meta-
bolic pathways suggest that the issue of glucose metabolism need further investigations.
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