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				Wieloaspektowa rola glukozy i jej metabolizmu w regulacji parametrów fizjologicznych i potencjału reprodukcyjnego komórek na podstawie badań z użyciem drożdży Saccharomyces cerevisiae

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Glukoza jest nie tylko podstawowym źródłem energii, ale także związkiem odgrywają-cym istotną rolę w metabolizmie i utrzymaniu prawidłowego stanu fizjologicznego ko-mórki. Jest to szczególnie widoczne w przypadku drożdży, u których wpływ glukozy na stan fizjologiczny komórki ma bezpośredni charakter objawiający się m.in. uzyskiwaniem ener-gii na drodze fermentacji bądź oddychania tlenowego w zależności od dostępności glukozy w środowisku. Zależna od glukozy modulacja wewnątrzkomórkowych szlaków metabolicz-nych rzutuje na potencjał reprodukcyjny i długość życia komórek, co ściśle wiąże glukozę z badaniami dotyczącymi restrykcji kalorycznej. Jednocześnie, zauważalny jest brak danych dotyczących sytuacji nadmiaru kalorii i jej konsekwencji na poziomie komórkowym. Wy-korzystując jako model badawczy komórki drożdży Saccharomyces cerevisiae stwierdzono istotną zależność między stężeniem glukozy, możliwościami biosyntetycznymi a potencja-łem reprodukcyjnym i całkowitą długością życia komórek drożdży. Wysokie stężenia gluko-zy odpowiadające warunkom nadmiaru kalorii prowadzą w ich przypadku do zwiększenia poziomu reaktywnych form tlenu, wzrostu wielkości i biomasy komórki, ale jednocześnie do obniżenia możliwości reprodukcyjnych i skrócenia całkowitej długości życia komórki. Zaobserwowany negatywny wpływ nadmiaru glukozy na parametry fizjologiczne komórki oraz złożoność i wzajemne powiązania wewnątrzkomórkowych szlaków metabolicznych su-gerują potrzebę dalszych analiz metabolizmu glukozy.

				WPROWADZENIE

				Metabolizm glukozy jest zagadnieniem, które od lat jest przedmiotem zain-teresowania biochemików, co potwierdzają odkrycia Pasteura, Büchnerów czy badania Embdena, Meyerhoffa i Parnasa. Mimo, iż wewnątrzkomórkowe drogi przekształcania glukozy są dobrze scharakteryzowane, to biorąc pod uwagę, że stanowią one skomplikowaną sieć metaboliczną nadal niezwykle istotne jest dostarczanie nowych informacji na temat możliwych powiązań pomiędzy po-szczególnymi szlakami metabolicznymi oraz tego w jaki sposób komórka modu-luje aktywność tych szlaków w odpowiedzi na zmiany w otaczającym ją środo-wisku. Szczególnie ważne wydaje się to w kontekście swoistego paradoksu me-tabolicznego polegającego na wykorzystywaniu przez intensywnie proliferujące komórki mniej efektywnego, pod względem liczby wytworzonych cząsteczek ATP, procesu tj. fermentacji/glikolizy w warunkach tlenowych. Zjawisko to, niewątpliwie związane z komórkami drożdży S. cerevisiae i określane mianem efektu Crabtree [1] obserwuje się także w przypadku komórek nowotworowych (efekt Warburga) [2,3] jak też komórek macierzystych [4,5]. Współczesne kon-cepcje wyjaśniające podłoże tego zjawiska wskazują, że może to być związane ze specyficzną wydajnością energetyczną rozumianą jako bilans zysków ener-getycznych oraz kosztów inwestycji jakie musi ponieść komórka w przypad-ku danego sposobu uzyskiwania energii [6,7]. Niemniej jednak zagadnienie to wymaga dalszych analiz, a badania prowadzone w oparciu o komórki drożdży, mogą okazać się bardzo przydatne dla wyjaśnienia jego złożonego charakteru.

				POBIERANIE I WYKORZYSTANIE GLUKOZY PRZEZ KOMÓRKĘ

				Procesy życiowe komórek wymagają stałego dopływu energii, którą pozy-skują z dostępnych w otoczeniu substratów energetycznych. Glukozę uważa się za podstawowy substrat energetyczny bowiem wewnątrzkomórkowe procesy metaboliczne bazują na związkach będących jej pochodnymi. Glukoza zapewnia także szkielet węglowy wykorzystywany w komórkowych procesach biosynte-tycznych. Jej przemiany w procesie glikolizy, poszczególnych reakcjach cyklu Krebsa oraz szlaku pentozofosforanowym (szlak PPP – ang. pentose phosphate pathway) dostarczają metabolitów węglowych niezbędnych do biosyntezy klu-czowych składników komórki, w tym nukleotydów, aminokwasów, lipidów i witamin [2,4,8]. Powoduje to niezwykłą wrażliwość komórek na zmiany stęże-nia glukozy w swoim otoczeniu, o czym świadczy obecność w komórce szeregu białek spełniających rolę sensorów glukozy, białek związanych z wewnątrzko-
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				mórkową sygnalizacją uwarunkowaną obecnością glukozy oraz błonowych transporterów glukozy [9,10].

				Transportery glukozy, stanowią rodzinę białek, które w wyniku niewielkich zmian w łańcuchu polipeptydowym (m.in. poprzez zmiany miejsca glikozylacji) znacząco różnią się stopniem powinowactwa do glukozy (Km od 1 do ok. 20 mM dla transporterów z rodziny GLUT występujących w komórkach ludzkich; Km od 1 do 100 mM dla transporte-rów z rodziny HXT występujących w komórkach drożdży Saccharomyces cerevisiae) [9,11]. Ponadto są one białkami stosunkowo konserwatywnymi ewolucyjnie, przez co wy-kazują szereg podobieństw w szerokim zakresie gatunków, charakteryzując się jednocześnie pewnymi różnicami ga-tunkowymi i tkankowymi. W przypadku komórek drożdży jest to m.in. możliwość szybkiej wymiany jednej izoformy transportera HXT na inną w odpowiedzi na zmianę pozio-mu glukozy czy też obecność innych cukrów w środowi-sku. Z kolei w przypadku komórek ludzkich transportery GLUT wykazują specyficzność tkankową, odpowiadającą określonemu zapotrzebowaniu na glukozę [9,11]. Przykła-dowo, transporter GLUT3 o wysokim powinowactwie do glukozy (Km ok. 1 mM) jest specyficzny dla komórek ukła-du nerwowego. Wynika to nie tylko z ciągłego i wysokiego zapotrzebowania energetycznego komórek nerwowych, ale także ze względu na fakt, iż dla tego typu komórek gluko-za stanowi podstawowy substrat energetyczny [9,12]. Co 

			

		

		
			
				więcej, wysoka wydajność transportu glukozy przy udziale tego transportera tłumaczy jego obecność także w komór-kach embrionalnych i komórkach tworzących łożysko [12]. Istotnym odbiorcą i rezerwuarem dostępnej puli glukozy w organizmie człowieka są komórki mięśni szkieletowych oraz adipocyty, które wychwytują glukozę dzięki obecności transporterów GLUT4. Specyfiką tego typu transporterów jest uzależnienie ich aktywności od poziomu insuliny, co powoduje że zarówno komórki mięśni szkieletowych jak i komórki tkanki tłuszczowej sprawnie reagują na zmiany stężenia glukozy w organizmie. Z kolei inny rodzaj trans-porterów, GLUT2 wyróżniający się dużą wartością Km dla glukozy (17-20 mM) występuje w komórkach wątroby oraz komórkach β-trzustki, co powoduje pobieranie glukozy przez te komórki tylko wtedy gdy jej stężenie w otoczeniu jest duże. To z kolei wpływa na aktywność procesu glikoge-nogenezy/glikogenolizy oraz sekrecję insuliny, odgrywają-cych kluczową rolę w utrzymaniu homeostazy glukozy [9].

				HOMEOSTAZA GLUKOZY W ORGANIZMIE CZŁOWIEKA

				Biorąc pod uwagę zaangażowanie glukozy w szereg pro-cesów wewnątrzkomórkowych, utrzymanie jej optymalnego poziomu wymaga szeregu mechanizmów regulacyjnych, od-powiadających zarówno za obniżanie jak i podwyższanie tego poziomu we krwi (Ryc. 1). Stąd utrzymanie homeostazy glu-
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				Rycina 1. Znaczenie glukozy dla komórki, organizmu oraz konsekwencje wynikające z zaburzeń homeostazy glukozy.
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				kozy wymaga zarówno komunikacji, jak i współdziałania po-szczególnych tkanek i narządów, ze szczególnym uwzględnie-niem mózgu, wątroby, trzustki, mięśni szkieletowych i adipo-cytów budujących tkankę tłuszczową. Istotną rolę w tej komu-nikacji odgrywają cząsteczki sygnałowe takie jak insulina, adi-ponektyna i lektyna, a także sama glukoza oraz jej metabolity [13,14]. Ponadto homeostaza glukozy w organizmie człowieka zależy także od działania zegara biologicznego synchronizu-jącego metabolizm glukozy względem aktualnej pory dnia. Ośrodek utożsamiany z zegarem biologicznym znajduje się w obszarze podwzgórza tuż nad skrzyżowaniem nerwów wzro-kowych, przez co umożliwia skoordynowanie metabolizmu z sygnałami informującymi o ilości światła docierającymi z siatkówki. Działalność zegara biologicznego odpowiada m.in. za występowanie cyklicznych, dobowych wahań stężenia glu-kozy we krwi, w tym występowanie charakterystycznego dla godzin porannych wysokiego stężenia glukozy, któremu nie towarzyszy zwiększenie wydzielania insuliny, co powszech-nie nazywane jest „fenomenem świtu”. Przyjmuje się, że za utrzymanie związku pomiędzy rytmem okołodobowym a stę-żeniem glukozy we krwi odpowiada oreksyna. Neuropeptyd ten pobudza neurony układu współczulnego, przez co m.in. zwiększa syntezę glukozy w wątrobie oraz jej pobieranie przez mięśnie. Istnienie takowego zegara biologicznego ma istotny sens ewolucyjny ponieważ umożliwia wzajemną relację mię-dzy dostępnością światła, aktywnością fizyczną i pobieraniem pokarmu. Jednakże, w odniesieniu do obecnego stylu życia i odżywiania, dłuższej aktywności dobowej ludzi oraz coraz powszechniejszego zjawiska tzw. „zanieczyszczenia świetlne-go” funkcjonowanie zegara biologicznego jest mocno zakłóco-ne, co w konsekwencji doprowadza do zaburzenia wielu pro-cesów metabolicznych, w tym także utrzymania homeostazy glukozy [15,16].

				PRZYCZYNY I SKUTKI ZABURZENIA HOMEOSTAZY GLUKOZY

				Zaburzenia homeostazy glukozy wynikają z nieprawi-dłowej gospodarki energetycznej organizmu, co najczęściej prowadzi do stanu hiperglikemii czyli wzrostu stężenia glu-kozy we krwi. Stan utrzymującego się wysokiego stężenia glukozy prowadzi z kolei do uszkodzenia i niewydolności wielu narządów jako efekt zaburzenia funkcji poszczegól-nych komórek. Zaobserwowano, że narażenie komórek na wysokie stężenia glukozy może powodować m.in.: i) zakłó-cenia regulacji wzrostu i podziałów komórek w następstwie zmiany ich wielkości, kształtu i wakuolaryzacji [17,18]; ii) na-silenie zjawiska glikacji białek o długim okresie półtrwania i powstawanie końcowych produktów glikacji (AGEs) nie-wrażliwych na degradację proteolityczną [19]; iii) indukcję stresu oksydacyjnego w następstwie zwiększonej generacji reaktywnych form tlenu (RFT) i/lub obniżenia komórkowej puli NADPH [20,21]; czy iv) nasiloną aktywację szlaku polio-lowego skutkującą wewnątrzkomórkowym gromadzeniem sorbitolu i fruktozy, których odkładanie w aksonach komó-rek nerwowych może doprowadzić do ich demielinizacji i rozwoju neuropatii [22]. O tym jak kluczowa dla organizmu człowieka jest ścisła kontrola poziomu glukozy, świadczy stale zwiększający się odsetek osób dotkniętych nadwagą i otyłością oraz towarzyszącymi im zaburzeniami metabo-licznymi w tym cukrzycą typu 2 [13]. Według danych epi-demiologicznych problem cukrzycy (zwłaszcza typu 2) jest 

			

		

		
			
				niezwykle powszechny, bowiem na chwilę obecną dotyczy on ponad 463 mln osób na świecie, a szacunkowe dane pro-gnostyczne wskazują, że w ciągu najbliższych 15 lat liczba ta wzrośnie do 700 mln [23]. Fundamentalną przyczyną rozwo-ju cukrzycy typu 2 jest zaburzenie mechanizmu działania in-suliny, której wpływ na utrzymanie prawidłowego poziomu glukozy we krwi odbywa się głównie poprzez zwiększenie transportu glukozy do wnętrza komórek przy jednoczesnym hamowaniu procesów rozpadu glikogenu i kwasów tłusz-czowych. Jednakże, w przypadku cukrzycy typu 2, aktyw-ność insuliny nie skutkuje obniżaniem stężenia glukozy we krwi. Przyczyną tego zaburzenia jest insulinooporność ob-jawiająca się obniżoną wrażliwością komórek na działanie insuliny i pobieraniem przez nie zbyt małej ilości glukozy z krwi. Powoduje to przedłużające się stany hiperglikemii, co z kolei zmusza organizm do zwiększonej produkcji insuliny (hiperinsulinemia). Efekt tego działania jest krótkotrwały, bowiem w dłuższej perspektywie prowadzi do odkładania tłuszczu w adipocytach i komórkach wątroby, a stale zwięk-szona produkcja insuliny prowadzi do przeeksploatowania komórek trzustki, co w rezultacie skutkuje hipoinsulinemią (bardzo niskim stężeniem insuliny we krwi) [24].

				Do istotnych czynników związanych z rozwojem cukrzycy typu 2 należą: czynniki genetyczne, brak snu zaburzający dzia-łanie zegara biologicznego, postępujące wraz z wiekiem upo-śledzenie tolerancji glukozy, ale także jakość i ilość składników pokarmowych dostarczanych do organizmu. Przez stulecia panowało powszechne przekonanie, że obfite posiłki stanowią synonim bogactwa i zdrowia. Aczkolwiek przez większość dziejów codzienne przejadanie się było ograniczone tylko do uprzywilejowanych grup społecznych. Dopiero współczesny, wybitnie konsumpcyjny, tryb życia społeczeństw krajów wy-sokorozwiniętych przyczynił się do upowszechnienia zjawiska dostarczania organizmowi nadmiernej, i nie wynikającej z rze-czywistego zapotrzebowania, liczby kalorii. Nadmiar ten stał się nowym wyzwaniem dla organizmu człowieka, bowiem jego dotychczasowa ewolucja odbywała się w środowisku, w którym dostępność pożywienia była głównie okresowa. Okresowość ta doprowadziła do wytworzenia szeregu ada-ptacji pozwalających na funkcjonowanie organizmu w czasie braku dostępu do pożywienia i ukształtowania łowiecko-zbie-rackiego genotypu człowieka [25,26].

				OGRANICZENIE I NADMIAR KALORII

				Wieloletnie obserwacje i prowadzone badania potwierdza-ją ogromny wpływ diety na jakość i długość życia człowieka. Wskazują na to również badania prowadzone w oparciu o or-ganizmy modelowe, a najbardziej znanymi w tym zakresie są te dotyczące zagadnienia restrykcji kalorycznej (CR – ang. calo-rie restriction). Restrykcja kaloryczna oznacza ograniczenie po-daży składników odżywczych, w tym także glukozy i innych cukrów prostych, a jej głównym założeniem jest obniżenie liczby przyjmowanych kalorii (średnio o ok. 30% w stosunku do zapotrzebowania organizmu) przy jednoczesnej dostępno-ści wszystkich składników pokarmowych [27,28]. W licznych badaniach wykazano, że CR przeciwdziała rozwojowi chorób zależnych od wieku, w tym chorób sercowo-naczyniowych, nowotworów czy zaburzeń neurologicznych, poprawia ho-meostazę glukozy a także wrażliwość na insulinę [29,30]. Poza tym usprawnia mechanizmy naprawy DNA oraz zapobiega 
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				gromadzeniu uszkodzonych białek na terenie komórki [31,32]. Pozytywne skutki wynikające z ograniczenia kalorii tłumaczo-ne są przez szereg hipotez wskazujących między innymi na: obniżenie tempa metabolizmu, redukcję poziomu generowa-nych RFT, poprawę wewnątrzkomórkowych mechanizmów kontroli jakości i ilości białek, zmiany związane z aktywnością sirtuin i stanem redoks komórki czy działanie na zasadzie hor-mezy [30,32,33]. Poszczególne hipotezy traktowane indywidu-alnie nie wyjaśniają w pełni całego zjawiska, co sugeruje jego kompleksowy charakter oraz możliwość addytywnego dzia-łania poszczególnych mechanizmów [32,34]. Mimo licznych pozytywnych efektów wynikających z zastosowania restryk-cji kalorycznej, stanowi ona poważne wyzwanie ze względu na konieczność wyliczania dziennego limitu spożywanych kalorii oraz brak dowolności w spożywaniu posiłków. Stąd alternatywną metodą wobec restrykcji kalorycznej, odnoszą-cą równie pozytywne rezultaty, jest okresowe głodzenie (IF – ang. intermittent fasting). W skrócie polega ono na naprzemien-nych okresach spożywania normalnej i znacznie obniżonej liczby kalorii [29]. Wartym podkreślenia jest fakt, że zjawisko okresowego głodzenia ma istotne umocowanie historyczne, bowiem można łączyć go zarówno ze zbieracko-łowieckim trybem życia ludzi pierwotnych jak też licznymi nakazami po-stów religijnych.

				Choć pozytywny wpływ CR na poprawę sprawności fi-zjologicznej organizmów wydaje się być niekwestionowany [28,35,36], to jej wpływ na długość życia organizmów i me-chanizm działania wydają się być sprawami mniej oczywi-stymi i stanowiącymi przedmiot żywej dyskucji naukowej [26,35,37-39]. Szczególnie istotne w tej materii okazały się badania prowadzone na małpach z rodzaju Rhesus [37,39]. Zaobserwowano bowiem, że dostarczanie składników od-żywczych na zasadzie ad libitum (nieograniczonego dostępu do pokarmu) może być rozpatrywane jako stan nadmiaru kalorii (CE – ang. calorie excess), w którym ilość dostarcza-nych składników odżywczych przewyższa rzeczywiste za-potrzebowanie energetyczne organizmu [26,38]. Co więcej, stan taki praktycznie nie występuje naturalnie w przyrodzie, gdzie dostępność składników odżywczych jest ograniczona. Jednocześnie konsekwencje przedłużającego się stanu nad-miaru kalorii nie są w pełni poznane, przy czym szczególnie mało danych można znaleźć w odniesieniu do konsekwencji obserwowanych na poziomie komórkowym.

				DROŻDŻE JAKO KOMÓRKOWY MODEL W ANALIZACH RESTRYKCJI KALORYCZNEJ I METABOLIZMU GLUKOZY

				W badaniach analizujących wpływ CR na funkcjonowanie komórki jako jeden z modeli badawczych wykorzystuje się komórki drożdży S. cerevisiae, dla których warunki restrykcji kalorycznej uzyskuje się poprzez obniżenie zawartości glu-kozy w podłożu z 2% używanych standardowo do poziomu 0,5% lub niżej. Badania z wykorzystaniem drożdży koncen-trują się głównie na analizie wpływu warunków CR na repli-kacyjną długość życia (długość życia określaną na podstawie liczby komórek potomnych wytworzonych przez pojedynczą komórkę „matkę”) i sprawność fizjologiczną komórek. Wy-niki prowadzonych badań nie dają jednak jednoznacznych konkluzji [40-47]. Dlatego też kwestia ta jest nadal przedmio-tem wielu badań. Z kolei niewiele badań prowadzonych jest 

			

		

		
			
				w warunkach przeciwnych do restrykcji kalorycznej, czyli w warunkach nadmiaru kalorii (CE), wynikających z wysokich stężeń glukozy [47,48]. Obecnie istnieją tylko ograniczone dane pokazujące wpływ wysokiego stężenia glukozy na wy-brane aspekty fizjologii komórek drożdży [43,49].

				Zastosowanie komórek drożdży jako modelu badawcze-go w analizach dotyczących metabolizmu glukozy ma kilka istotnych atutów w tym: (i) podobieństwo szlaków metabo-lizowania glukozy oraz szlaków biosyntetycznych wykorzy-stujących metabolity glukozy jako źródło szkieletu węglo-wego w komórkach drożdży oraz w komórkach wyższych eukariontów; (ii) krótki cykl życiowy, małe rozmiary oraz możliwość prowadzenia szerokiego zakresu manipulacji ge-netycznych; (iii) ścisły związek między typem metabolizmu energetycznego a dostępnością glukozy. Związek miedzy typem metabolizmu energetycznego a dostępnością gluko-zy jest na tyle silny, że to właśnie obecność glukozy, a nie dostępność tlenu determinuje w komórkach drożdży sposób uzyskiwania energii na drodze fermentacji bądź oddychania tlenowego. Może to mieć istotne znaczenie dla porównywa-nia metabolizmu komórek drożdży z metabolizmem komó-rek nowotworowych czy komórek macierzystych. Specy-ficzna reakcja komórek drożdży wywoływana dostępnością glukozy wynika z faktu, iż pojedyncza komórka drożdży jest jednocześnie odrębnym organizmem, przez co działanie glukozy w ich przypadku jest jeszcze bardziej bezpośred-nie. Powoduje to jednocześnie konieczność istnienia dodat-kowych mechanizmów monitorujących poziom glukozy w środowisku, przez co umożliwiających szybką odpowiedź na częste zmiany jej dostępności [11]. Stąd, komórki droż-dży oprócz transporterów glukozy posiadają także szereg białek błonowych spełniających rolę sensorów stężenia glu-kozy. Należą do nich m.in. białka Snf3 i Rgt2, wykrywające odpowiednio niskie i wysokie stężenia glukozy, których ak-tywność wpływa na indukcję ekspresji odpowiedniej grupy genów HXT [10]. Istotnym w wykrywaniu i przekazywaniu informacji o zawartości glukozy w podłożu jest również transbłonowe białko receptorowe Gpr1 i powiązane z nim wewnątrzkomórkowe białko Gpa2 działające na zasadzie podjednostki α białka G. Z uwagi na współdziałanie obu tych białek są one niekiedy określane jako system GPCR (ang. G--protein coupled receptor) i odgrywają istotną rolę w szlaku cAMP/PKA. W komórkach drożdży szlak ten jest głównym szlakiem sygnalizacyjnym dostosowującym metabolizm ko-mórkowy do poziomu dostępnych składników odżywczych. Ponadto zaangażowany jest również w regulację wielu in-nych procesów komórkowych jak wzrost, proliferacja czy odpowiedź na stres. Odbywa się to m.in. poprzez zmiany w procesach glikolizy i oddychania tlenowego, zmiany w eks-presji genów związanych z biogenezą rybosomów i możli-wościami biosyntetycznymi komórki oraz poprzez zmiany w ekspresji genów związanych z mechanizmem odpowiedzi na stres a pozostających pod kontrolą czynników transkryp-cyjnych Msn2 i Msn4 [10,11]. Poza detekcją zewnątrzkomór-kowego stężenia glukozy, równie istotne jest monitorowanie jej stężenia wewnątrzkomórkowego. Przyjmuje się, że ważną rolę w tym wewnątrzkomórkowym szlaku sygnalizacyjnym odgrywa izoforma heksokinazy – Hxk2. Enzym ten, general-nie odpowiedzialny za pierwszą reakcję w szlaku glikolizy, czyli fosforylację glukozy do glukozo-6-fosforanu, okazuje się mieć znacznie w zależnej od glukozy represji szeregu ge-
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				nów, w tym uczestniczących w glukoneogenezie czy wyko-rzystywaniu alternatywnych źródeł węgla [10,50]. Odgrywa kluczową rolę w zależnej od glukozy represji genów kodują-cych białka uczestniczące w oddychaniu tlenowym [1]. A jak pokazują ostatnie badania delecja genu HXK2 w komórkach drożdży generuje szeroki zakres zmian metabolicznych skut-kujący m.in. obniżeniem ogólnych możliwości biosyntetycz-nych komórki, ale jednocześnie lepszą proteostazą i zwięk-szonym potencjałem reprodukcyjnym komórek [51].

				OGRANICZONE ZDOLNOŚCI REPRODUKCYJNE KOMÓREK I ICH MOŻLIWE PRZYCZYNY

				Przyjmuje się, że najbardziej miarodajnym wyrazem sprawności fizjologicznej komórki są jej możliwości prolife-racyjne, bowiem biosynteza kluczowych makromolekuł, któ-ra musi pokryć zapotrzebowanie zarówno samej komórki jak i tworzonego przez nią pączka (komórki potomnej), wymaga pełnej synchronizacji i znacznych nakładów inwestycyjnych. Wraz z wiekiem u człowieka i innych ssaków obserwuje się stopniowy spadek możliwości proliferacyjnych komórek, co przekłada się na ograniczenie możliwości regeneracyjnych ich organizmów [52,53]. Zjawisko ograniczonej zdolności proliferacyjnej notowane jest także dla pojedynczych komó-rek drożdży S. cerevisiae, bowiem komórka „matka” w ciągu swojego życia może wytworzyć ograniczoną liczbę komórek potomnych [54]. Ograniczone możliwości reprodukcyjne komórek drożdży próbuje się tłumaczyć biorąc pod uwagę różnorodne czynniki w tym gromadzenie agregatów białko-wych, niestabilność genetyczną i wzrost liczby pozachromo-somalnych kółek rDNA czy akumulację uszkodzonych mi-tochondriów [55]. Alternatywne wyjaśnienie tej kwestii, od-noszące się do relatywnie dużych rozmiarów uzyskiwanych przez komórki, które zakończyły proliferację, przedstawia hipoteza hipertrofii [56,57]. Wskazuje ona na istnienie ści-słego związku pomiędzy tempem wzrostu wielkości komó-rek a ich możliwościami reprodukcyjnymi [56-58]. Problem hipertrofii w przypadku komórek drożdży ściśle wiąże się z mechanizmem cytokinezy na drodze pączkowania. Pącz-kowanie bowiem eliminuje możliwość redukcji wielkości komórki „matki”, jak ma to miejsce w przypadku innych komórek eukariotycznych. Tym samym przyczynia się do stopniowego wzrostu jej rozmiarów, skutkując osiąganiem przez komórkę po kilkudziesięciu cyklach wielkości, która uniemożliwia dalszą reprodukcję [56-58]. Jakkolwiek, stan hipertrofii i wynikające z niego ograniczenie możliwości re-produkcyjnych komórki nie powinny być traktowane tylko w kwestiach parametrów fizycznych. Wielkość komórki ma także istotny wpływ na architekturę wewnątrzkomórkową a wzrost wielkości pociąga za sobą konieczność dostosowania poziomu biosyntezy i dystrybucji poszczególnych składni-ków komórkowych, celem utrzymania ich odpowiednich proporcji względem rozmiarów komórki [57,59]. Stąd też tempo przyrostu wielkości komórki w czasie pojedynczego cyklu wydaje się decydować o potencjalnych możliwościach proliferacyjnych komórki [56,57,60]. Tempo przyrostu wiel-kości komórki, a co za tym idzie szybkość osiągania postulo-wanego stanu hipertrofii może mieć uwarunkowania meta-boliczne. Te z kolei mogą być modyfikowane zarówno przez czynniki genetyczne jak też warunki środowiskowe, spośród których szczególnie istotna wydaje się być dostępność skład-ników odżywczych.

			

		

		
			
				POZIOM GLUKOZY W ŚRODOWISKU VS STAN FIZJOLOGICZNY I MOŻLIWOŚCI REPRODUKCYJNE KOMÓREK

				Bardzo szeroki zakres oddziaływania glukozy na procesy wewnątrzkomórkowe (Ryc. 1) powoduje, że wiele aspektów jej metabolizmu nie zostało jeszcze dokładnie poznanych. Stąd celem badań ujętych w pracy doktorskiej, opartej na cy-klu publikacji naukowych, było określenie wpływu glukozy i zmian jej stężenia na szeroko pojęty stan fizjologiczny, me-tabolizm, potencjał reprodukcyjny i długość życia komórek drożdży S. cerevisiae. W badaniach zastosowano układ ekspe-rymentalny konfrontujący dwa czynniki tj. zarówno zmienne genetyczne (zastosowanie szczepów drożdży pozbawionych wybranych genów biorących udział w wykrywaniu i sygnali-zacji zależnej od glukozy) jak i zmienne środowiskowe (różne stężenia glukozy w podłożu hodowlanym). Materiał badaw-czy stanowiły komórki drożdży S. cerevisiae reprezentujące głównie tło genetyczne BY4741 (szczep dziki; WT ang. wild type) oraz izogeniczne względem niego szczepy pozbawio-ne wybranych genów związanych z metabolizmem glukozy (Δgpa2; Δgpr1 oraz Δhxk2). Jako podłoże hodowlane wyko-rzystywano podłoże YPD ze zmiennymi stężeniami glukozy (0,5% – warunki restrykcji kalorycznej; 2% – warunki opty-malne; 4% – warunki nadmiaru kalorii). Takie kompleksowe podejście, wykorzystujące nie tylko warunki restrykcji kalo-rycznej, ale także wysokie stężenia glukozy jako odpowied-nik warunków nadmiaru kalorii wydaje się być szczególnie ważne dla rozwoju obecnej wiedzy w sytuacji, gdy spożywa-nie nadmiaru kalorii jest powszechne, a ludzkość boryka się z rosnącym problemem otyłości i cukrzycy typu 2. Wyniki badań uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej wpisują się w działania zmierzające do pełniejszego zrozumienia za-leżności między zmianami poziomu glukozy, komórkowymi szlakami metabolicznymi a kontrolą wzrostu wielkości ko-mórki i jej możliwościami proliferacyjnymi.

				KOMÓRKOWA EKONOMIA DOTYCZĄCA FERMENTACJI I ODDYCHANIA TLENOWEGO

				Metabolizm komórkowy jest ściśle kontrolowany i stale dostosowywany zarówno do aktualnych potrzeb komórki, jak też do dostępności składników odżywczych w środowi-sku [2,7]. Uzyskane wyniki wskazują, że nadmiar lub ograni-czenie dostarczanych kalorii ma istotny wpływ na funkcjo-nowanie komórki poprzez inicjowanie zmian na poziomie metabolicznym [47,48]. Zaobserwowane zmiany wydają się być podyktowane z jednej strony kosztami a z drugiej korzy-ściami wynikającymi z wykorzystania glukozy w różnych szlakach metabolicznych, sugerując że sprawność fizjologicz-na komórki zależy od metabolicznego kompromisu między różnymi sposobami wykorzystania glukozy. Komórki droż-dży rosnące w warunkach dostępności tlenu i w obecności glukozy, uzyskują energię poprzez fermentację [7,50]. I cho-ciaż podczas fermentacji wytwarzana jest stosunkowo nie-wielka ilość energii, to koszty komórkowe zainwestowane w syntezę enzymów wymaganych dla tego szlaku są niższe w porównaniu z inwestycją jakiej wymaga oddychaniem tleno-we [7]. Na takie wyjaśnienie wskazuje brak istotnych różnic w tempie wzrostu populacji komórek drożdży, zmniejszenie poziomu ATP, a przy tym jednoczesne zwiększenie rozmia-rów i biomasy komórek wraz ze wzrastającym w podłożu 
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				stężeniem glukozy (Ryc. 3A–B; 3D–E). Sugeruje to, że poziom ATP nie determinuje w sposób bezpośredni możliwości bio-syntetycznych, a przez to wielkości komórki i w konsekwen-cji jej zdolności reprodukcyjnych [47,48]. Wynika z tego, że nawet jeśli fermentacja, pod względem liczby wytworzonych cząsteczek ATP, jest procesem mniej wydajnym energetycz-nie to może być postrzegana jako korzystniejsza dla repro-dukcji komórek, bowiem w sytuacji dostępności składników odżywczych glukoza może być efektywnie włączana do produkcji podstawowych komponentów budulcowych po-trzebnych do tworzenia nowych komórek [2,4]. Sugeruje to, że glikoliza w warunkach tlenowych wydaje się być bardziej efektywnym procesem z biosyntetycznego punktu widzenia.

				POCHODNE GLUKOZY VS ZJAWISKO I ZNACZENIE AUTOFLUORESCENCJI

				Wykorzystanie glukozy na drodze glikolizy i szlaku PPP zapewnia komórce pośrednie metabolity węglowe wyma-gane do biosyntezy jej niezbędnych komponentów [2,4,8]. Takie wykorzystanie glukozy przez komórkę oraz fakt, iż niektóre z wytworzonych komponentów komórki mogą po-siadać naturalne właściwości fluorescencji, wiążą się ze zja-wiskiem autofluorescencji. W przeprowadzonych badaniach wykazano, iż za występujące w komórkach drożdży zjawi-sko autofluorescencji w głównej mierze odpowiedzialne są tryptofan, ryboflawina i pirydoksyna [8]. Te endogenne flu-orofory są bezpośrednio zależne od metabolizmu glukozy, co powoduje, że zmiany w jednym ze szlaków wykorzystania glukozy lub zmiany jej dostępności mogą wpływać na róż-ną zawartość tych metabolitów w komórce. Różne stężenia endogennych fluoroforów nie tylko wpływają na poziom autofluorescencji, ale ze względu na ich właściwości mogą także znacząco modyfikować stan fizjologiczny komórek. W 

			

		

		
			
				rezultacie pomiar autofluorescencji może dostarczać infor-macji na temat stanu fizjologicznego komórek w czasie rze-czywistym w natywnych próbkach biologicznych. Z drugiej jednak strony wykrywanie i interpretacja autofluorescencji może przysparzać pewnych trudności głównie ze względu na jednoczesne występowanie w próbkach biologicznych różnych endogennych fluoroforów i nakładanie się ich widm wzbudzenia i emisji. Dodatkowy problem wiąże się z tym, że widma wzbudzenia i emisji niektórych egzogennych flu-oroforów wykorzystywanych w szeregu oznaczeń bioche-micznych mogą pokrywać się z tymi obserwowanymi dla endogennych fluoroforów. A to z kolei może wpływać na interpretację wyników pomiarów fluorescencji w oznacze-niach biochemicznych. Przykładem tego jak istotna może być to zmiana mogą być dane uzyskane w trakcie oznaczeń wykorzystujących fluorescencyjny analog glukozy 6-NBDG (Ryc. 2A–D). Biorąc pod uwagę te aspekty, uzyskane wyniki badań z jednej strony wskazują na możliwe wykorzystanie pomiarów autofluorescencji dla oceny stanu fizjologicznego komórki, a z drugiej zwracają uwagę na konieczność stan-daryzowania metod opartych na pomiarze fluorescencji, uwzględniając wyjściowy poziom autofluorescencji, który może wykazywać dużą zmienność w obrębie różnych typów komórek, ale także w zależności od warunków.

				ZALEŻNE OD GLUKOZY DROGI PRZEKIEROWANIA METABOLICZNEGO

				Warunki restrykcji kalorycznej i nadmiaru kalorii zna-cząco modyfikują możliwości biosyntetyczne i ogólny status fizjologiczny komórek drożdży. Zaobserwowano, że w warunkach restrykcji kalorycznej komórki wykazują niewielkie możliwości biosyntetyczne, co może wynikać z przekierowania metabolicznego (ang. metabolic flux) z gli-
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				Rycina 2. Wpływ autofluorescencji na interpretację wyników analiz opartych na oznaczeniach spektrofluorymetrycznych , na przykładzie oznaczenia wykorzystującego fluorescencyjny analog glukozy 6-NBDG (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i in., 2018 [8]). A) Całkowita intensywność fluorescencji komórek inkubowa-nych z analogiem 6-NBDG; B) Intensywność autofluorescencji (fluorescencja komórek bez obecności 6-NBDG); C) Intensywność fluorescencji obrazująca tempo pobierania glukozy; D) Mikroskopowy obraz komórek drożdży inkubowanych z lub bez analogu 6-NBDG. Litery a, b, c wskazują różnice między wartościami obserwowanymi w różnych szczepach drożdży: a – różnice względem szczepu SP4, b – różnice względem szczepu BY4741, c – różnice względem szczepu BMA64-1A. p<0,05
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				kolizy w kierunku oddychania tlenowego, na co wskazuje m.in. wyższy poziomom ATP notowany w tych warunkach [48,51]. Dane te są zgodne z wynikami prezentującymi związek pomiędzy zwiększeniem długości życia w warun-kach restrykcji kalorycznej a zwiększonym oddychaniem tlenowym [40,45]. W świetle uzyskanych wyników wydaje się jednak, że zwiększony poziom oddychania tlenowego nie jest przyczyną zwiększenia potencjału reprodukcyjne-go, a raczej skutkiem przekierowania metabolicznego [51]. To wyjaśniałoby, dlaczego warunki restrykcji kalorycznej mogą również prowadzić do zwiększenia długości życia w komórkach drożdży niekompletnych oddechowo (rho0) [42], u których oddychanie tlenowe nie zachodzi. Z kolei, warunki pełnej dostępności glukozy w środowisku, mogą prowadzić do zwiększonego jej przekierowania metabo-licznego w kierunku glikolizy, co zmniejsza poziom ATP, ale jednocześnie zwiększa możliwości biosyntetyczne ko-mórki. Możliwości te są nierozerwalnie związane ze szla-kiem PPP, a dotychczasowe wyniki badań wskazują na dodatnią korelację między produkcją biomasy a przekie-rowaniem metabolicznym w stronę szlaku PPP [61]. Su-geruje to, że warunki nadmiaru kalorii promują wyższy poziom biosyntez komórkowych, prawdopodobnie po-przez przekierowanie metaboliczne w kierunku glikolizy i szlaku PPP. Ważnym argumentem na korzyść założenia, iż aktywność szlaku PPP jest związana z możliwościami biosyntetycznymi, okazały się wyniki uzyskane dla komó-rek szczepów z delecją genów GPA2 i GPR1. Wykazywały one bowiem względem komórek szczepu dzikiego niższe tempo pobierania glukozy (Ryc. 3C), znacznie niższą ak-tywność enzymów szlaku PPP, a jednocześnie niższe moż-liwości biosyntetyczne (Ryc. 3E) [48].

			

		

		
			
				GLUKOZA A GENERACJA RFT W KOMÓRKACH DROŻDŻY

				Różne stężenia glukozy oraz możliwości jej wewnątrzko-mórkowych przekształceń niewątpliwie wiążą się także ze zmianami metabolicznymi, których powszechnie znanym efektem ubocznym jest generacja RFT. W przypadku badań prowadzonych z wykorzystaniem drożdży wartym podkre-ślenia jest fakt niejednoznaczności wyników dotyczących generacji RFT w warunkach restrykcji kalorycznej [41,43,44]. W tej kwestii istotnych danych dostarczyły badania wykona-ne w ramach pracy doktorskiej obrazujące poziom generacji RFT. Wykazały one, że generacja RFT w komórkach droż-dży wzrasta wraz ze wzrostem stężenia glukozy w podło-żu, przy czym odnotowano również, że zmniejszenie tempa pobierania glukozy może działać w kierunku obniżenia po-ziomu generacji RFT. Najwyższy i nieco zaskakujący poziom generacji RFT zaobserwowano w warunkach nadmiaru ka-lorii, w których komórki drożdży prowadzą metabolizm fer-mentacyjny (Ryc. 4A–B). Dało to podstawę do wnioskowania o obecności poza-mitochondrialnych źródeł RFT. Taką moż-liwość potwierdziły dodatkowo analizy stanu funkcjonalne-go mitochondriów w warunkach różnego stężenia glukozy (Ryc. 4C) oraz analizy poziomu generowania RFT w komór-kach niekompletnych oddechowo, które nie są zdolne do prowadzenia oddychania tlenowego. Potwierdzenie obecno-ści poza-mitochondrialnych źródeł generowania RFT w ko-mórkach drożdży wzmacniają niedawne badania, w których zaobserwowano niezależny od aktywności mitochondriów wzrost poziomu RFT w komórkach drożdży hodowanych w warunkach stresowych wynikających z niedoboru wap-nia [62] oraz odkrycie białka Yno1, będącego jak do tej pory 

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 3. Wybrane parametry fizjologiczne, zmiany metaboliczne i możliwości biosyntetyczne komórek drożdży w warunkach różnego stężenia glukozy (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i in., 2017; Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [47,48]). A) Relatywne tempo wzrostu (ang. growth rate) komórek drożdży; B) Wielkość komórek analizowanych szczepów drożdży hodowanych na podłożach z różnym stężeniem glukozy; C) Tempo pobierania glukozy przez komórki analizowanych szcze-pów drożdży oznaczone za pomocą fluorescencyjnego analoga glukozy 6-NBDG; D) Poziom ATP określony za pomocą BactTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay; E) Sucha masa komórek drożdży hodowanych na podłożu z różnym stężeniem glukozy; F) Udział NADP+ w całkowitej puli NADP(H) notowany w komórkach drożdży hodowanych na podłożu z różnym stężeniem glukozy. *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 różnice w porównaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podłoża. Li-tery a, b, c wskazują różnice między wartościami obserwowanymi na różnych podłożach w obrębie tego samego szczepu drożdży: a – różnice względem podłoża z 0,5% glukozą, b – różnice względem podłoża z 2% glukozą, c – różnice względem podłoża z 4% glukozą. p<0,05
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				jedyną poznaną drożdżową oksydazą NADPH [63]. Wyni-ki te sugerują potrzebę zmiany, dominującego w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem drożdży, poglądu mówią-cego, iż mitochondria są głównym i praktycznie jedynym komórkowym źródłem RFT [47]. Zwiększony poziom gene-racji RFT w komórkach drożdży hodowanych na podłożach zawierających wysokie stężenia glukozy może mieć związek z wyższą aktywnością szlaku cAMP/PKA. Aktywny szlak cAMP/PKA z jednej strony bowiem promuje biosyntezę białka poprzez indukcję biogenezy rybosomów, natomiast z drugiej strony zmniejsza możliwości odpowiedzi na stres poprzez tłumienie ekspresji genów będących pod kontrolą czynników transkrypcyjnych Msn2 i Msn4 [11]. Oba te efekty mogą być połączone z wyższym poziomem RFT obserwowa-nym dla komórek hodowanych na podłożach zawierających 2 i 4% stężenie glukozy.

				POTENCJAŁ REPRODUKCYJNY KOMÓREK W WARUNAKCH RÓŻNEGO STĘŻENIA GLUKOZY I JEGO ZWIĄZEK Z MOŻLIWOŚCIAMI BIOSYNTETYCZNYMI

				Wszelkie aspekty energetyczne, metaboliczne czy też zwią-zane z odpowiedzią na stres znajdują swoje odzwierciedlenie w sprawności reprodukcyjnej komórki. Jest ona ważna zarów-no w przypadku organizmów jednokomórkowych, ponieważ warunkuje utrzymanie ich populacji, jak i w przypadku orga-nizmów wielokomórkowych, u których warunkuje wzrost, regenerację czy też ogólnie pojętą homeostazę liczbową ko-

			

		

		
			
				mórek. Uzyskane wyniki sugerują, że potencjał reprodukcyjny komórki drożdży jest zależny od metabolicznego kompromi-su między różnymi drogami wykorzystania glukozy, ze szcze-gólnym uwzględnieniem szlaków biosyntetycznych. Analiza potencjału reprodukcyjnego komórek drożdży szczepu dzi-kiego wykazała, iż komórki hodowane w warunkach restrykcji kalorycznej posiadają wyższy potencjał reprodukcyjny w po-równaniu do komórek hodowanych na podłożu zawierającym optymalne (2%) stężenie glukozy [48], a wynik ten znajduje swoje potwierdzenie również w danych literaturowych [46]. Jednak, co jest ważniejsze i nie było wcześniej prezentowane, wykazano, że nadmiar kalorii znacząco zmniejsza potencjał reprodukcyjny komórki. Istnieje zatem ścisła negatywna ko-relacja między stężeniem glukozy w podłożu hodowlanym a potencjałem reprodukcyjnym komórki (Ryc. 5).

				Jedna z możliwości wyjaśnienia tej kwestii ściśle łączy się z założeniami hipotezy hipertrofii, wskazującej wielkość ko-mórki, a zwłaszcza tempo przyrostu wielkości komórki na ge-nerację jako czynniki determinujące potencjał reprodukcyjny komórek drożdży [57,59]. Przeprowadzone badania z jednej strony potwierdziły istnienie silnej korelacji między wielko-ścią komórki a jej potencjałem reprodukcyjnym a z drugiej dostarczyły nowych danych na temat metabolicznej regulacji wielkości związanej ze sposobem wykorzystania glukozy, co niewątpliwie wpływa również na potencjał reprodukcyjny ko-mórek. Komórki o większym rozmiarze obserwowane w wa-runkach nadmiaru kalorii charakteryzowały się obniżonym 
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				Rycina 4. Poziom generacji RFT i struktura sieci mitochondrialnej w komórkach drożdży hodowanych w warunkach różnego stężenia glukozy (Na podstawie opubliko-wanych danych Maslanka i in., 2017 [47]). Poziom RFT w komórkach drożdży kompletnych oddechowo oznaczony z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej DHET (A) i H2DCF-DA (B). **p<0,01; ***p<0,001 różnice w porównaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podłoża. Litery a, b, c wskazują różnice między wartościami obserwowanymi na różnych podłożach w obrębie tego samego szczepu drożdży: a – różnice względem podłoża z 0,5% glukozą, b – różnice względem podłoża z 2% glukozą, c – różnice względem podłoża z 4% glukozą. p<0,05. C) Struktura sieci mitochondrialnej analizowana za pomocą mikroskopii fluorescencyjnej przy zastosowaniu barwnika fluorescencyjnego Rodaminy B. Powiększenie 1000×
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				potencjałem reprodukcyjnym i odwrotnie komórki hodowane w warunkach restrykcji kalorycznej charakteryzowała mniej-sza wielkość, ale jednocześnie wyższy potencjał reprodukcyj-ny (Ryc. 6A–B). Jak podają dane literaturowe odwrotna zależ-ność między potencjałem reprodukcyjnym, długością życia i rozmiarem komórki jest obserwowana także w niektórych ty-pach komórek ssaczych i ludzkich [64,65]. Pośrednio wskazują na to również dane dotyczące komórek osób borykających się z problemem cukrzycy typu 2 i otyłości, u których obserwo-wano zaburzenia w regulacji wzrostu komórki prowadzące do fenotypu hipertrofii i zatrzymania proliferacji [17,18]. Związek między wielkością komórki a glukozą opiera się na jej wy-korzystaniu w procesach biosyntetycznych. Stąd też większe rozmiary komórek i jednocześnie obniżony potencjał repro-dukcyjny w warunkach nadmiaru kalorii może być wynikiem zwiększonego przekierowania glukozy w kierunku procesów biosyntetycznych komórki [48].

				Na taką możliwość wskazują dane dotyczące suchej masy komórek oraz zmian w proporcji kofaktorów NADP+ i NADPH (Ryc. 3E–F). Zawartość suchej masy komórek wy-raźnie koreluje z potencjałem reprodukcyjnym i wielkością komórki. Wzrostowi suchej masy komórek towarzyszy wzrost wielkości komórki, ale równocześnie spadek ich potencjału reprodukcyjnego i odwrotnie. To sugeruje, że istnieje ścisły związek między wydajnością biosyntetyczną, wielkością ko-mórki a jej potencjałem reprodukcyjnym [48]. Z kolei zaobser-wowany wzrost udziału NADP+ w całkowitej puli NADP(H) 

			

		

		
			
				może być spowodowany zwiększonym zużyciem NADPH wynikającym z wymagań reakcji anabolicznych, bowiem we-dług danych literaturowych procesy biosyntetyczne wymaga-ją utlenienia NADPH do NADP+ w ilości ok. 6,5 mmola na 1 g biomasy [66]. Taką możliwość potwierdzają również bada-nia prowadzone na komórkach ludzkich prezentujące spadek wartości stosunku NADPH/NADP+ z równoczesnym wzro-stem poziomu NADP+ w sytuacji zwiększonych potrzeb ana-bolicznych komórki [51,67].

				SZLAK cAMP/PKA I JEGO ROLA W ODPOWIEDZI KOMÓREK DROŻDŻY NA RÓŻNE STĘŻENIA GLUKOZY

				W komórkach drożdży możliwości biosyntetyczne oraz wielkość komórki są zależne od szlaku cAMP/PKA. Szlak ten dostosowuje bowiem metabolizm komórkowy do poziomu dostępnych składników odżywczych. Na bazie wyników uzy-skanych dla szczepu dzikiego założono, że w warunkach nad-miaru kalorii (w których potencjał reprodukcyjny komórek był obniżony) aktywność szlaku cAMP/PKA jest zwiększona, podczas gdy zmniejsza się ona w warunkach restrykcji kalo-rycznej. W celu sprecyzowania roli szlaku cAMP/PKA w po-wiązaniu między możliwościami biosyntetycznymi komórki a jej potencjałem reprodukcyjnym zastosowano szczepy Δgpa2 i Δgpr1 o zaburzonej aktywności tego szlaku. Uzyskane wyniki pokazały, że w warunkach nadmiaru kalorii potencjał repro-dukcyjny komórek szczepów Δgpa2 i Δgpr1 był wyższy w po-równaniu z komórkami szczepu dzikiego i co więcej wartość 
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				Rycina 5. Potencjał reprodukcyjny i reprodukcyjna długość życia komórek analizowanych szczepów drożdży hodowanych w warunkach różnego stężenia glukozy (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). ***p<0,001 różnice w porównaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podłoża. Li-tery a, b, c wskazują różnice między wartościami obserwowanymi na różnych podłożach w obrębie tego samego szczepu drożdży: a – różnice względem podłoża z 0,5% glukozą, b – różnice względem podłoża z 2% glukozą, c – różnice względem podłoża z 4% glukozą. p<0,05
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				Rycina 6. Rozkład uzyskanych wartości potencjału reprodukcyjnego i wielkości komórek drożdży hodowanych w warunkach różnych stężeń glukozy (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). A) Rozkład wartości potencjału reprodukcyjnego komórek drożdży hodowanych w warunkach różnych stężeń glukozy; B) Rozkład wartości wielkości komórki w populacji komórek drożdży hodowanych w warunkach różnych stężeń glukozy. κ – kurtoza; γ – skośność
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				potencjału reprodukcyjnego dla komórek tych szczepów była podobna, niezależnie od stężenia glukozy w podłożu. Wska-zuje to, że poprzez obniżenie aktywności szlaku cAMP/PKA, nawet w sytuacji wysokiego zewnątrzkomórkowego stężenia glukozy, można utrzymać potencjał reprodukcyjny komór-ki na stosunkowo wysokim poziomie. Wysokie możliwości reprodukcyjne obserwowane dla komórek szczepów Δgpa2 i Δgpr1 wydają się mieć związek z niższymi możliwościami biosyntetycznymi notowanymi dla tych komórek. Zaobser-wowano w ich przypadku zarówno niższą zawartość suchej masy komórki i niższą aktywność enzymów szlaku PPP, jak też mniejsze wykorzystanie NADPH w porównaniu z komór-kami szczepu dzikiego [48]. Dodając do tego dane literaturowe prezentujące niższą zawartość białka i obniżone tempo jego syntezy w komórkach szczepów Δgpa2 i Δgpr1 [68], niewąt-pliwie wskazuje to, że potencjał reprodukcyjny komórki jest związany zarówno z wielkością komórki jak i jej możliwościa-mi biosyntetycznymi.

				ZEWNĄTRZKOMÓRKOWE VS WEWNĄTRZKOMÓRKOWE STĘŻENIE GLUKOZY

				Zastosowanie mutantów delecyjnych odnośnie wybranych genów związanych z metabolizmem glukozy pozwoliło wy-kazać, że rozmiar komórki i jej możliwości biosyntetyczne są ściślej skorelowane z tempem pobierania glukozy aniżeli z jej stężeniem pozakomórkowym (Ryc. 3B–C; 3E). Nawet wów-czas gdy pozakomórkowe stężenie glukozy jest wysokie, ob-niżenie tempa pobierania glukozy (np. na skutek obniżenia aktywności szlaku cAMP/PKA) może utrzymać mniejszy 

			

		

		
			
				rozmiar komórki w porównaniu z komórkami o niezaburzo-nym poborze glukozy. Sugeruje to, że wewnątrzkomórkowy poziom glukozy i sygnalizacja od niej zależna są ważniejsze aniżeli jej poziom zewnątrzkomórkowy [47,48]. Założenie ta-kie, potwierdzają również coraz liczniejsze badania prezentu-jące, że nie ma prostej zależności między fizjologią komórki, jej tempem wzrostu a wykrywaniem glukozy w podłożu. Waż-nym aspektem wydaje się właśnie tempo pobierania glukozy, bowiem koordynowanie wzrostu komórki i postęp cyklu ko-mórkowego wymaga współdziałania zewnątrzkomórkowej jak i wewnątrzkomórkowej sygnalizacji warunkowanej gluko-zą [11,69].

				MNIEJ ZNACZY WIĘCEJ CZY RACZEJ WIĘCEJ ZNACZY MNIEJ

				Powszechnym jest pogląd o pozytywnym wpływie restryk-cji kalorycznej na długość życia wielu organizmów. Ponadto pojawiają się także przesłanki o negatywnym wpływie nad-miaru energii i ilości dostarczanych kalorii na długość życia organizmów. Stąd w badaniach sprawdzono także wpływ różnych stężeń glukozy na długość życia komórek drożdży. Uzyskane wyniki pokazały notowane wcześniej zależności jak na przykład fakt, że post-reprodukcyjna długość życia ko-mórki drożdży jest ujemnie skorelowana z liczbą wyproduko-wanych przez nią komórek potomnych czy fakt, że wartość całkowitej długości życia jest porównywalna między komór-kami różnych szczepów drożdży, pomimo różnic w ich zdol-nościach reprodukcyjnych [70]. Jednakże, po raz pierwszy w przypadku komórek drożdży odnotowano, iż całkowita dłu-

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 7. Porównanie całkowitej długości życia komórek drożdży hodowanych w warunkach różnych stężeń glukozy (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). Całkowitą długość życia komórek drożdży określono przy użyciu mikromanipulatora analizując komórki hodowane na stałym podłożu za-wierającym przyżyciowy barwnik – floksynę B. *p<0,05; **p<0,01 różnice w porównaniu do szczepu dzikiego (WT) na tym samym typie podłoża. Litery a, b, c wskazują różnice między wartościami obserwowanymi na różnych podłożach w obrębie tego samego szczepu drożdży: a – różnice względem podłoża z 0,5% glukozą, b – różnice względem podłoża z 2% glukozą, c – różnice względem podłoża z 4% glukozą. p<0,05
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				gość życia jest wyraźnie skrócona w warunkach nadmiaru ka-lorii, natomiast wydaje się być porównywalna w warunkach restrykcji kalorycznej i w warunkach optymalnych (Ryc. 7).

				Uzyskane wyniki z jednej strony potwierdzają, że warunki restrykcji kalorycznej mogą poprawiać sprawność fizjologicz-ną komórek, co przejawia się m.in. zmniejszeniem generacji RFT oraz zwiększonym potencjałem reprodukcyjnym. Jednak-że, restrykcja kaloryczna wydaje się nie zwiększać znacząco całkowitej długości życia komórek drożdży. Z drugiej strony uzyskane wyniki pokazują, że warunki nadmiaru kalorii prowadzą zarówno do zaburzeń w fizjologii komórki (zwięk-szona generacja RFT, zmniejszony potencjał reprodukcyjny) jak też skrócenia całkowitej długości życia komórek drożdży. Szczegółowa analiza uzyskanych wyników i szeroki przegląd literatury, stały się podstawą do stworzenia modeli prezentu-jących zmiany metabolizmu komórki w zależności od stężenia glukozy oraz ich wpływ na wielkość i potencjał reprodukcyjny komórek drożdży (Ryc. 8). Jakkolwiek wyniki i ich objaśnienia ujęte w pracy nie mogą być bezpośrednio porównywane z wy-nikami badań dotyczących restrykcji kalorycznej przeprowa-dzonych na innych często wielokomórkowych organizmach modelowych, to w niektórych obszarach mogą występować między nimi swoiste analogie. Niewątpliwie takimi analogia-

			

		

		
			
				mi są ogólny sposób działania restrykcji kalorycznej a także szkodliwość nadmiarowej podaży składników odżywczych.

				PODSUMOWANIE

				Szeroka analiza konsekwencji nadmiaru i restrykcji kalo-rycznej dla komórek drożdży S. cerevisiae i wnioski ujęte w pracy przyczyniają się do pełniejszego zrozumienia regulacji metabolizmu glukozy na poziomie komórkowym. Z uwagi na podobieństwo szlaków metabolicznych, dane z przepro-wadzonych badań mogą posłużyć jako materiał porównaw-czy dla badań prowadzonych na innych typach komórek. Co więcej sformułowane na podstawie uzyskanych wyników wnioski mogą okazać się pomocne w analizach dotyczących funkcjonowania komórek narażonych na wysokie stężenia glukozy, co ma miejsce m.in. w przypadku osób chorych na cukrzycę.

				Do najważniejszych wniosków przeprowadzonych badań można zaliczyć: (1) wykazanie, że w komórce istnieje specy-ficzny kompromis metaboliczny pomiędzy różnymi sposo-bami wykorzystania glukozy, (2) wewnątrzkomórkowe wy-korzystanie glukozy jest zależne od jej stężeniem w otoczeniu oraz tempa jej pobierania, (3) stężenie glukozy w podłożu hodowlanym ma wpływ na poziom generowanych RFT, 

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 8. Model przedstawiający możliwe typy „metabolicznego kompromisu” w zależności od warunków dostępności składników odżywczych oraz ich wpływ na wielkość i potencjał reprodukcyjny komórek drożdży (Na podstawie opublikowanych danych Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019 [48]). Zastosowane skróty: ATP – trifosforan adenozyny; cAMP – cykliczny monofosforan adenozyny; GPCR – receptor sprzężony z białkiem G; HXT – transporter heksozy; PPP – szlak pentozofosforanowy; PKA – kinaza białkowa A.
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				przy czym istotna ich część jest generowana w sposób poza--mitochondrialny, (4) istnieje silna zależność między stęże-niem glukozy, stanem fizjologicznym komórek drożdży, ich wielkością i możliwościami biosyntetycznymi a potencjałem reprodukcyjnym, (5) warunki nadmiaru kalorii negatywnie wpływają na sprawność fizjologiczną, potencjał reprodukcyj-ny a także całkowitą długość życia komórki.
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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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Wieloaspektowa rola glukozy i jej metabolizmu w regulacji
parametrow fizjologicznych i potencjatu reprodukcyjnego komorek
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 szezegolnie widoczne w przypadku drozdzy, u ktérych wplyw ghikozy 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 érodowisku. Zalezna od glukozy modulacja wewnatrzkomérkowych szlakéw metabolicz-
nych rzutuje na potencjal reprodukeyjny i dlugoéé zycia komorek, co écisle wiaze glukoze z
‘badaniami dotyczacymi restrykcji kalorycznej. Jednoczeénie, zauwazalny jest brak danych
dotyczacych sytuacji nadmiaru Kalorii i jej konsekwencji na poziomie komérkowym. Wy-
Korzystujac jako model badawezy komérki drozdzy Saccharomyces cerevisiae stwierdzono
istotna zaleznoé¢ miedzy stezeniem glukozy, mozliwosciami biosyntetycznymi a potencja-
lem reprodukeyjnym i calkowita dlugoécia zycia komérek drozdzy. Wysokie stezenia gluko-
2zy odpowiadajace warunkom nadmiaru kalorii prowadza w ich przypadku do zwiekszenia
poziomu reaktywnych form tlenu, wzrostu wielkosci i biomasy komoérki, ale jednoczesnie
do obnizenia mozliwosci reprodukeyjnych i skrécenia calkowitej dlugosci zycia komérki.
Zaobserwowany negatywny wplyw nadmiaru glukozy na parametry fizjologiczne komérki
oraz zlozonoéé i wzajemne powiazania wewnatrzkomoérkowych szlakéw metabolicznych st-
geruja potrzebe dalszych analiz metabolizmu ghikozy.

WPROWADZENIE

Metabolizm ghikozy jest zagadnieniem, ktére od lat jest przedmiotem zain-
teresowania biochemikow, co potwierdzaja odkrycia Pasteura, Bichnerow czy
badania Embdena, Meyerhoffa i Parnasa. Mimo, iz wewnatrzkomoérkowe drogi
przeksztalcania glukozy sa dobrze scharakteryzowane, to biorac pod uwage,
%e stanowia one skomplikowana sie¢ metaboliczng nadal niezwykle istotne jest
dostarczanie nowych informacji na temat mozliwych powiazat pomiedzy po-
szezegélnymi szlakami metabolicznymi oraz tego w jaki spos6b komérka modu-
luje aktywnosé tych szlakéw w odpowiedzi na zmiany w otaczajacym ja érodo-
wwisku, Szczegdlnie wazne wydaje sie to w kontekscie swoistego paradoksu me-
tabolicznego polegajacego na wykorzystywaniu przez intensywnie proliferujace
Kkomérki mniej efektywnego, pod wzgledem liczby wytworzonych czasteczek
ATP, procesu . fermentacji/ glikolizy w warunkach tlenowych. Zjawisko to,
niewatpliwie zwigzane z komérkami drozdzy S. cerevisiac i okreslane mianem
efektu Crabtree [1] obserwuje sie takze w przypadku komérek nowotworowych
(efekt Warburga) [2,3] jak te komorek macierzystych [4,5]. Wspolezesne kon-
cepcje wyjasniajace podloze tego zjawiska wskazuja, ze moze to by¢ zwiazane
ze specyficzna wydajnoscia energetyczna rozumiang jako bilans zyskow ener-
getycznych oraz kosztow inwestycji jakie musi ponies¢ komoérka 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 okazad sie bardzo przydatne dla wyjasnienia jego zlozonego charakteru,

POBIERANIE I WYKORZYSTANIE GLUKOZY PRZEZ KOI\(ORKE

Procesy zyciowe komorek wymagaja stalego doplywu energii, ktéra pozy-
skuja z dostepnych w otoczeni substratow energetycznych. Glukoze uwaza sie
za podstawowy substrat energetyczny bowiem wewnatrzkomérkowe procesy
metaboliczne bazuja na zwiazkach bedacych jej pochodnymi. Glukoza zapewnia
takze szkielet weglowy wykorzystywany w komorkowych procesach biosynte-
tycznych. Jej przemiany w procesie glikolizy, poszczegslnych reakcjach cyklu
Krebsa oraz szlaku pentozofosforanowym (szlak PPP - ang. pentose phosphate
pathoay) dostarczaja metabolitéw weglowych niezbednych do biosyntezy Klu-
czowych skladnikéw komorki, w tym nukleotydéw, aminokwaséw, lipidéw
i witamin [2,4,8]. Powodue to niezwykla wrazliwosé komérek na zmiany steze-
nia glukozy w swoim otoczeniu, o czym wiadczy obecnos¢ w komorce szeregu
bialek spelniajacych role sensoréw glukozy, bialek zwiazanych z wewnatrzko-
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- podstawowy substrat energetyczny komérek
- metabolizm energetyczny na drodze glikolizy/fermentacji lub
oddychania tlenowego

- paradoks metaboliczny wykorzystania glukozy w komérkach
intensywnie proliferujacych (efekt Crabiree: efekt Warburga)

- zwigzek zapewniajqcy szkielet weglowy wykorzystywany do
komérkowych biosyntez

- precyzyjne wykrywanie glukozy w otoczeniu komérki

. (transportery glukozy: sensory glukozy: wewnirzkomérkowa sygnalizacja
Poziom komorkowy zalezna od glukozy)

- zaburzenia funkcji komérek wynikajace z wysokiego stezenia
glukozy (zakideenia wzrostu i podzialu komérek: nasilenie glikacji bialek:
stres oksydacyiny: aktywaciaszlaku poliolowego)

- homeostaza glukozy wymagajaca Scislej
koordynacji pomigdzy szeregiem  tkanck

HO.
O, | i narzadow
OH - oreksyna odpowiadajaca za synchronizacje
— . stezenia glukozy we krwii z rytmem
HO OH okolodobym
OH

- praktycznie jedyny substrat energetyczny
GLUKOZA Poziom organizmalny  dla komdrek nerwowych

- zaburzenia homeostazy glukozy skutkujace

hiperglikemig, insulinoopornoscia,

hiperinsulinemia i hipoinsulinemia

doprowadzajace do rozwoju choréb meta-

bolicznych w tym cukrzycy typu 2 i otylosci

- dane epidemiologiczne wskazujqce na skalg problemu cukrzycy
(463 min 056 w 2019, 700 min - szacunkowa lczba osdb z cukrzycg w2045 )

- spoleczne uwarunkowania rozwoju cukrzycy typu 2
(problemy ze snem wynikajace z dtuzszej aktywnosci dobowej i zanieczyszczenia
Swietlnego, ilosc substancji energetycznych dostarczanych do organizmu)
Poziom populacyjny - stan nadmiaru kalorii jako nie wyst¢pujace naturalnie
wsrodowisku wyzwanie dla organizmu wspdlczesnego czlowicka
- pozytywne skutki wynikajace  restrykeji kalorycznej

i okresowego glodzenia
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